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Abstrakt  
 
Raschewski 

Georg 

Analyse onkogener Fusionen und deren Bedeutung hinsichtlich Mutationen und Mikrosatelliteninstabilität in 

der Genese kolorektaler Karzinome 

 

Einleitung: In der molekularen Diagnostik des kolorektalen Karzinoms (KRK) spielt die Detektion von Genfusionen eine 

wichtige Rolle, da diese einen Angriffspunkt für eine zielgerichtete Tumortherapie markieren können. So können Tumore 

mit NTRK-Fusion bereits mittels TRK-Inhibitoren behandelt werden. Da Genfusionen beim KRK allerdings relativ selten 

vorkommen und die molekulare Diagnostik mit hohen Kosten verbunden ist, ist es wichtig, die Eigenschaften von KRK mit 

Genfusion zu kennen, um gezielt Patienten mit diesen Tumoreigenschaften auf Genfusionen screenen zu können. Es ist 

bekannt, dass Genfusionen vermehrt bei MSI-high-Tumoren vorkommen und es wird vermutet, dass Genfusionen auf der 

einen und Mutationen in den Genen BRAF, KRAS, NRAS und PIK3CA auf der anderen Seite sich gegenseitig ausschließen. 

Diese Vermutung sollte in dieser Arbeit geprüft werden. Dazu sollten MSI-high-Kolonkarzinome auf NTRK-Fusionen 

gescreent werden, um die klinischen und molekularpathologischen Eigenschaften von MSI-high-Kolonkarzinomen mit 

NTRK-Fusion zu untersuchen. 

 

Methoden: 411 MSI-high- und 98 MSS-Kolonkarzinome aus dem ColoPredict-2.0-Register am Institut für Pathologie der 

Ruhr-Universität Bochum wurden mittels pan-TRK-IHC auf NTRK-Fusionen gescreent. Zusätzlich wurde ein Screening auf 

ALK-Fusionen mittels ALK-IHC bei 186 MSI-high-Kolonkarzinomen getestet. Pan-TRK-positive Tumore wurden mittels 

NGS-basierter RNA-Sequenzierung bestätigt. Bei einer Diskrepanz zwischen IHC und NGS wurde eine FISH-Analyse 

durchgeführt. MSI-high-KRK mit NTRK-Fusion wurden zusätzlich auf eine Methylierung des MLH1-Promotors mittels 

Pyrosequenzierung, eine Expression von PD-L1 und eine Infiltration durch T-Lymphozyten mittels PD-L1-, CD3-, CD4- und 

CD8-IHC untersucht und die Genexpression zwischen MSI-high-KRK mit und ohne NTRK-Fusion verglichen. Bereits 

vorhandene Daten aus dem Register wurden ausgewertet. Abschließend wurde anhand der Ergebnisse nach weiteren 

Genfusionen in MSI-high-KRK direkt mittels NGS gesucht. 
 

Ergebnisse: Es wurden 12 NTRK-Fusionen (2,92 %) in 411 MSI-high-Kolonkarzinomen und keine NTRK-Fusion in den 98 

MSS-Kolonkarzinomen detektiert. Von den 12 NTRK-Fusionen waren 11 NTRK1-Fusionen und 1 NTRK3-Fusion. Es wurde 

keine ALK-Fusion mittels ALK-IHC detektiert. MSI-high-KRK mit NTRK-Fusion waren signifikant mit dem Wildtyp in den 

Genen BRAF, KRAS, NRAS und PIK3CA, sowie linksseitiger Tumorlokalisation assoziiert (p < 0,001). NTRK-Fusionen in MSI-

high-KRK kamen nicht zusammen mit Mutationen in BRAF, KRAS, NRAS und PIK3CA vor. Alle 12 NTRK-positiven Tumore 

waren sporadische Kolonkarzinome mit Methylierung des MLH1-Promotors. Der Großteil (n = 11/12, 91,67 %) der NTRK-

positiven MSI-high-KRK zeigte eine PD-L1-Expression. Insgesamt zeigten sich hohe Zahlen an T-Lymphozyten in der 

Tumormikroumgebung NTRK-positiver MSI-high-KRK. In der Genexpressionsanalyse der NTRK-positiven MSI-high-KRK 

war das NTRK1-Gen um das 116-fache und die Gene KRAS und BRAF um das Dreifache gegenüber den NTRK-negativen 

MSI-high-KRK signifikant erhöht. In 16 NTRK-negativen MSI-high-KRK mit dem Wildtyp in BRAF, KRAS, NRAS und PIK3CA, 

linksseitiger Tumorlokalisation und T3-Stadium wurden 5 (31,25 %) weitere Genfusionen (2 ALK- und 2 RET-Fusionen, 1 

TFG-ADGRG7-Fusion) detektiert. 
 

Diskussion: NTRK-Fusionen auf der einen und Mutationen in den Genen BRAF, KRAS, NRAS und PIK3CA auf der anderen 

Seite schlossen sich in MSI-high-KRK gegenseitig aus, was sich durch die gemeinsamen Signalwege MAPK und PI3K/AKT 

erklären lässt. NTRK-Fusionen sind in MSI-high-KRK als primärer onkogener Treiber zumindest im MAPK-Signalweg 

ausreichend, sodass für die Karzinogenese keine weiteren Mutationen in diesem Signalweg nötig werden. Gestützt wird 

die Rolle der NTRK-Fusion als onkogener Treiber durch die deutlich erhöhte Genexpression des NTRK1-Gens, sowie die 

erhöhte Genexpression von KRAS und BRAF ohne korrespondierende Alteration in diesen Genen. NTRK-Fusionen sind 

aufgrund der nach distal abnehmenden Häufigkeit von Mutationen in BRAF, KRAS, NRAS und PIK3CA mit MSI-high-KRK 

im linken Hemikolon assoziiert. MSI-high-KRK mit NTRK-Fusion sollten zusätzlich auf eine PD-L1-Expression getestet 

werden, da Patienten bei einer PD-L1-Expression ihres Tumors zusätzlich zu einer Therapie mit TRK-Inhibitoren von einer 

Therapie mit Immuncheckpointinhibitoren profitieren könnten. Auch weitere Genfusionen sind häufig in MSI-high-KRK 

mit dem Wildtyp in BRAF, KRAS, NRAS und PIK3CA aufzufinden, vor allem wenn der Tumor zusätzlich im linken Hemikolon 

liegt. Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstützen den Vorschlag, MSI-high-KRK mit BRAF/RAS-Wildtyp einem direkten 

Screening auf Genfusionen zu unterziehen. Patienten, die an einem Tumor mit einer Genfusion leiden, könnten so mit 

hoher Wahrscheinlichkeit entdeckt werden und in Zukunft von einer zielgerichteten Tumortherapie profitieren. 
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1. Einleitung 
 

1.1 Darmkrebs 
 

Darmkrebs ist laut des Zentrums für Krebsregisterdaten deutschlandweit mit insgesamt ca. 

60.000 neuen Diagnosen pro Jahr nach dem Mammakarzinom der zweithäufigste maligne 

Tumor bei Frauen und nach dem Prostata- und dem Lungenkarzinom der dritthäufigste 

Tumor bei Männern [1, 2]. Männer sind dabei häufiger betroffen als Frauen und der 

Altersgipfel liegt bei beiden Geschlechtern zusammen zwischen 75 und 79 Jahren [3]. 2020 

sind in Deutschland 24.000 Menschen in der Folge dieser Erkrankung gestorben, wobei die 

Mortalität hierzulande in den letzten Jahren stetig rückläufig ist [4]. Dies ist zum einen auf 

vermehrte Vorsorgeuntersuchungen und zum anderen auf eine verbesserte Diagnostik und 

neue Therapiestrategien zurückzuführen. Im Zuge dessen spielt die molekulare Diagnostik 

und die Etablierung neuer Biomarker und Therapieangriffspunkte eine zunehmend größere 

Rolle. Anhand spezifischer Tumormerkmale ist es möglich, Darmkrebs mittels 

zielgerichteter Medikamente zu therapieren. Eine individuelle, zielgerichtete Therapie ist 

gegenüber einer Chemotherapie oftmals effektiver und nebenwirkungsärmer [5, 6]. 

Jedoch ist die dafür nötige molekulare Diagnostik mit einem hohen Zeit- und 

Kostenaufwand verbunden, weshalb es nicht sinnvoll ist, jeden Tumor auf jeden Biomarker 

bzw. Therapieangriffspunkt zu testen. Die Kenntnis über Tumoreigenschaften, die für das 

Vorhandensein bestimmter Biomarker und Therapiezielstrukturen sprechen, ist somit 

äußerst relevant. In dieser Arbeit sollen die Eigenschaften von Darmkrebs mit Genfusionen, 

welche eine Gruppe solcher Biomarker darstellen, analysiert werden. Wie im weiteren 

Verlauf erläutert wird, kann eine Genfusion mit einer vermehrten Expression eines 

Wachstumsrezeptors einhergehen, in deren Folge durch enthemmtes Zellwachstum die 

Karzinogenese gefördert wird. Durch die medikamentöse Inhibition dieses 

Wachstumsrezeptors kann das Zellwachstum an dieser Stelle gestoppt werden. Somit 

stellen Genfusionen Biomarker dar, die für das Vorhandensein eines dysregulierten 

Wachstumsrezeptors und damit einer möglichen Therapiezielstruktur sprechen können. 

Darmkrebs, auch kolorektales Karzinom (KRK) genannt, ist der Oberbegriff für zwei 

Krebsarten, das Kolonkarzinom und das Rektumkarzinom, die sich sehr ähnlich sind, welche 

aber aufgrund der unterschiedlichen Therapiemöglichkeiten getrennt voneinander 

betrachtet werden [7]. In dieser Arbeit liegt der Schwerpunkt auf dem Kolonkarzinom. 
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1.2 Einteilung des Kolonkarzinoms 
 

Es gibt verschiedene Möglichkeiten, das Kolonkarzinom einzuteilen. Man spricht von einem 

Kolonkarzinom bei einem malignen Tumor, der zwischen der Ileozökalklappe am Übergang 

zum Dünndarm und mehr als 16 cm vor der Anokutanlinie liegt. Bei einem geringeren 

Abstand zur Anokutanlinie spricht man von einem Rektumkarzinom [8].  

Eine erste Einteilung von Kolonkarzinomen erfolgt nach der Lokalisation des Tumors im 

Darm in rechtsseitige und linksseitige Kolonkarzinome. Die Häufigkeit von 

Kolonkarzinomen steigt von oral nach aboral an, wobei zuletzt ein Rückgang bei den 

linksseitigen, aboralen Tumoren festgestellt wurde und zunehmend mehr rechtsseitige 

Tumoren diagnostiziert werden [9, 10]. Diese Einteilung in linksseitige und rechtsseitige 

Kolonkarzinome wird aufgrund der unterschiedlichen Genese und der 

molekularpathologischen Eigenschaften vorgenommen, die in Kapitel „1.3 Genese des 

Kolonkarzinoms“ genauer erläutert werden. Zu den rechtsseitigen Kolonkarzinomen zählen 

Tumore des Zökums, des Colon ascendens, der rechten Colonflexur und der proximalen 

zwei Drittel des Colon transversum, während zu den linksseitigen Kolonkarzinomen Tumore 

des distalen Drittels des Colon transversum, der linken Colonflexur, des Colon descendens 

und des Colon sigmoideum gehören [11]. In einigen Studien wird das gesamte Colon 

transversum, also auch das distale Drittel, zum rechtsseitigen Kolon gezählt [12, 13]. In 

dieser Arbeit wurde ebenfalls das gesamte Colon transversum den rechtsseitigen 

Kolonkarzinomen zugeordnet. 

 

Des Weiteren kann das Kolonkarzinom anhand seiner Histologie eingeteilt werden. Mit ca. 

90 % ist das Adenokarzinom mit Abstand der häufigste maligne Tumor des Kolons [14, 15]. 

Weitere histologische Typen sind Sonderformen wie das muzinöse Adenokarzinom, 

welches sich durch extrazelluläre Schleimbildung auszeichnet und das 

Siegelringzellkarzinom mit intrazellulärer Schleimbildung. Daneben existieren auch noch 

sehr seltene histologische Formen des Kolonkarzinoms wie das adenosquamöse, das 

kleinzellige, das medulläre oder das serratierte Karzinom [15]. 

Ebenfalls zur histologischen Einteilung gehört der Differenzierungsgrad des Tumors 

(Grading). Der Tumor ist entweder gut differenziert (G1), d.h. er ähnelt histologisch 

normalem Kolongewebe, oder mäßig differenziert (G2) oder schlecht differenziert (G3), 

d.h. ohne große Ähnlichkeit zum ursprünglichen Kolongewebe [15]. 
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Die gängigste Stadieneinteilung ist die der „Union Internationale Contre le Cancer“, kurz 

UICC, mit ihrer TNM-Klassifikation. Die TNM-Klassifikation ist der wichtigste Bestandteil der 

Ausbreitungsdiagnostik (Staging) von Kolonkarzinomen. Sie besteht aus den drei Kriterien 

Infiltrationstiefe des Tumors in die Darmwand (T), regionäre Lymphknotenmetastasen (N) 

und Fernmetastasen (M). Die TNM-Klassifikation wird in vier UICC-Stadien 

zusammengefasst. In Tabelle 1 ist die TNM-Klassifikation des Kolonkarzinoms dargestellt, 

während Tabelle 2 die UICC-Stadien zeigt. 

 

Tabelle 1: TNM-Klassifikation des Kolonkarzinoms 
Diese Tabelle beruht auf der 8. Auflage der TNM-Klassifikation der UICC [16] 

  TNM Ausdehnung 

T 

TX Primärtumor kann nicht beurteilt werden 

T0 Kein Anhalt für Primärtumor 

Tis Carcinoma in situ  

T1 Infiltration der Submukosa 

T2 Infiltration der Muscularis propria 

T3 
Infiltration der Subserosa (intraperitoneale Anteile), Infiltration des perikolischen 
Fettgewebes (sekundär retroperitoneale Anteile) 

T4 
Perforation des viszeralen Peritoneums (T4a) oder Infiltration anderer 
Organe/Strukturen (T4b) 

N 

NX Regionäre Lymphknoten können nicht beurteilt werden 

N0 Keine regionären Lymphknotenmetastasen 

N1 1–3 regionäre Lymphknoten mit Metastasen 

N2a 4–6 regionäre Lymphknoten mit Metastasen 

N2b ≥7 regionäre Lymphknoten mit Metastasen 

M 

M0 Keine Fernmetastasen 

M1a Fernmetastasen: Nur ein Organ betroffen  

M1b Fernmetastasen: Mehr als ein Organ betroffen 

M1c Fernmetastasen im Peritoneum, mit oder ohne Befall anderer Organe 
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Tabelle 2: UICC-Stadien des Kolonkarzinoms 
Diese Tabelle beruht auf der 8. Auflage der TNM-Klassifikation der UICC [16] 

UICC-Stadium TNM-Stadium 

0 Tis (Carcinoma in situ) 

I Bis T2, N0, M0 

II 

IIA T3, N0, M0 

IIB T4a, N0, M0 

IIC T4b, N0, M0 

III 

IIIA Bis T2, N1, M0 oder T1, N2a, M0 

IIIB T3/T4, N1, M0 oder T2/T3, N2a, M0 oder T1/T2, N2b, M0 

IIIC T4a, N2a, M0 oder T3/T4a, N2b, M0 oder T4b, N1/N2, M0 

IV 

IVA Jedes T, jedes N, M1a 

IVB Jedes T, jedes N, M1b 

IVC Jedes T, jedes N, M1c 

 

1.3 Genese des Kolonkarzinoms 
 

Es gibt einige Risikofaktoren, welche die Entstehung eines Kolonkarzinoms begünstigen. 

Eine Gruppe von Risikofaktoren betrifft den Lebensstil [15]. Dabei erhöhen eine 

ballaststoffarme und fettreiche Ernährung, Alkohol-, Fleisch- oder Tabakkonsum, sowie 

Bewegungsmangel das Risiko, an einem Kolonkarzinom zu erkranken. Eine andere Gruppe 

von Risikofaktoren betrifft Vorerkrankungen [15]. Dabei erhöhen vor allem chronisch-

entzündliche Darmerkrankungen wie Morbus Crohn und Colitis ulcerosa maßgeblich das 

Karzinomrisiko. Daneben erhöht auch eine genetische Disposition das Risiko, an einem 

Kolonkarzinom zu erkranken. 

Das Kolonkarzinom tritt in 70 % der Fälle sporadisch auf [17]. Des Weiteren kann es auch 

familiär gehäuft ohne Vererbungsmuster oder in weniger als 10 % der Fälle hereditär mit 

eindeutigem Vererbungsmuster auftreten [18, 19]. Zu diesen hereditären Erkrankungen 

zählen das Lynch-Syndrom und die Familiäre Adenomatöse Polyposis (FAP). 

Während das sporadische Kolonkarzinom auf somatische Genveränderungen 

zurückzuführen ist, liegen den hereditären Kolonkarzinomen genetische Veränderungen 

der Keimbahn zugrunde [19]. 

Das Lynch-Syndrom, im klinischen Alltag synonym auch als HNPCC (hereditäres 

nichtpolypöses kolorektales Karzinom) bezeichnet, ist am häufigsten ursächlich für das 

hereditäre Kolonkarzinom. Es handelt sich beim Lynch-Syndrom um eine autosomal-

dominant vererbte Erkrankung, bei der es ursächlich durch eine Keimbahnmutation in 

einem für das DNA-Reparatursystem wichtigen Gen (s.u.) zu einem gehäuften Auftreten 
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von Karzinomen kommt [15]. Typisch für das Lynch-Syndrom ist das Auftreten von 

Kolonkarzinomen, aber auch das Auftreten von weiteren Karzinomen wie dem 

Endometrium- und dem Ovarialkarzinom ist häufig [19]. Im Gegensatz zum sporadischen 

Kolonkarzinom, das häufig bei älteren Patienten über 70 Jahren auftritt und mit Tumoren 

im linksseitigen Kolon assoziiert ist, tritt das Lynch-Syndrom bereits in jüngeren Jahren und 

dazu typischerweise im rechtsseitigen Kolon auf [15, 20]. 

 

Auf genetischer Ebene sind verschiedene Entstehungswege des Kolonkarzinoms bekannt, 

wobei die zwei wichtigsten Mechanismen der Weg der chromosomalen Instabilität (CIN) 

und der Weg der Mikrosatelliteninstabilität (MSI) sind [15]. 

 

1.3.1 Chromosomale Instabilität (CIN) 

 

Der Weg der chromosomalen Instabilität ist mit bis zu 75 % der häufigste 

Entstehungsmechanismus des sporadischen Kolonkarzinoms [15]. Er ist typisch für 

linksseitige Kolonkarzinome und ist gekennzeichnet durch eine Anhäufung von 

chromosomalen Veränderungen, zu denen Allelverluste, Amplifikationen, Translokationen 

und DNA-Aneuploidie gehören [15, 21]. Diese chromosomalen Veränderungen sind dafür 

verantwortlich, dass sich aus gesundem Kolongewebe zunächst ein gutartiger Tumor 

entwickelt, der durch weitere solcher Veränderungen schließlich in einen malignen Tumor 

übergeht. Dieses Prinzip wird als Adenom-Karzinom-Sequenz bezeichnet und wurde 1988 

von Fearon und Vogelstein erstmals beschrieben [22]. Die chromosomalen Veränderungen 

betreffen in der Regel Protoonkogene und Tumorsuppressorgene. Beide Klassen steuern 

normalerweise Zellwachstumsprozesse; während Protoonkogene aktivierend auf diese 

Prozesse wirken, werden sie von Tumorsuppressorgenen gehemmt. Durch die 

Veränderungen in diesen Genen werden Protoonkogene übermäßig aktiviert und damit zu 

onkogenen Treibern, während Tumorsuppressorgene inaktiviert werden, wodurch es 

ebenfalls zu einer übermäßigen Aktivierung der Wachstumsprozesse kommt. 

Fearon und Vogelstein sprechen von 4 bis 5 verschiedenen Genen, die sich verändern 

müssen, damit ein Karzinom entsteht. Es gibt zwar bestimmte Gene, die mit der Entstehung 

des Karzinoms in Verbindung stehen, aber letztendlich kommt es mehr auf die 

Gesamtanzahl der Veränderungen als auf die Lokalisation der einzelnen Veränderung an 

[23]. Die primäre Mutation ist eine Mutation im APC-Gen. Darauf folgen weitere 
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Mutationen in verschiedenen Genen. Die schematische Darstellung der Adenom-Karzinom-

Sequenz nach Fearon und Vogelstein ist in Abbildung 1 dargestellt. 

 

 

Abbildung 1: Adenom-Karzinom-Sequenz 
Die APC-Mutation stellt den ersten Schritt der Karzinogenese dar und führt zum Übergang des normalen Kolonepithels 

zu hyperproliferativem Epithel. Danach folgen weitere chromosomale Veränderungen, die zunächst zu einem Adenom 

und darauffolgend zu einem invasiven Karzinom führen. Entscheidend dafür ist die Aktivierung von Protoonkogenen wie 

KRAS und der Ausfall von Tumorsuppressorgenen wie TP53. Zusätzlich spielen DNA-Hypomethylierung und der 

Funktionsverlust von Genen durch Loss Of Heterozygosity (LOH) eine Rolle. Die exakte Reihenfolge dieser Ereignisse hat 

eine untergeordnete Relevanz, da sie variabel ist. Abbildung modifiziert nach Fearon und Vogelstein, 1990 [23] 

 

Besonders hervorzuheben sind Mutationen, die die Gene BRAF, PIK3CA und die RAS-Gene 

KRAS und NRAS betreffen. 

BRAF codiert für eine Serin-Threonin-Protein-Kinase, die den MAPK-Signalweg reguliert 

und die innerhalb dieser Signalkaskade den RAS-Proteinen nachgeschaltet ist [24]. 

Mutationen in BRAF treten in 10 % der Kolonkarzinome auf, wobei die Frequenz bei 

mikrosatelliteninstabilen Tumoren (s.u.) auf bis zu 40 % erhöht ist [25]. Eine Mutation führt 

zur übermäßigen Aktivierung des MAPK-Signalwegs, der unter anderem die 

Zellproliferation und das Überleben der Zelle begünstigt [26]. 

Die beiden RAS-Proteine KRAS und NRAS, die von den gleichnamigen Genen codiert 

werden, sind GTPasen, welche - wie auch BRAF - im MAPK-Signalweg für die Weiterleitung 

der Signale verantwortlich sind. Somit wird durch eine Mutation in einem der RAS-Gene 

ebenfalls die Proliferation und das Überleben der Zellen gefördert. KRAS-Mutationen 

treten in 40 % der Kolonkarzinome auf, während NRAS-Mutationen in ca. 5 % der Fälle 

aufzufinden sind [26]. Mutationen in KRAS und BRAF treten nur in sehr seltenen Fällen 

zusammen auf [26]. 

PIK3CA codiert für eine katalytische Untereinheit der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K), 

welche den PI3K/AKT-Signalweg aktiviert. Dieser wirkt unterstützend auf die 

Zellproliferation. Ein zu PIK3CA synergistischer Einfluss der Gene BRAF und KRAS wird im 

PI3K/AKT-Signalweg angenommen, da PIK3CA-Mutationen auch zusätzlich zu Mutationen 
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in KRAS und BRAF vorkommen können [27]. Die PIK3CA-Mutation stellt mit einer Frequenz 

von 10 - 20 % die häufigste Mutation innerhalb dieses Signalwegs in Kolonkarzinomen dar 

und bewirkt eine übermäßige Zellproliferation [28, 29].  

 

1.3.2 Mikrosatelliteninstabilität (MSI) 

 

Der zweitwichtigste Entstehungsmechanismus ist der Weg der Mikrosatelliteninstabilität 

(MSI), der in bis zu 15 % der Fälle ursächlich für das Kolonkarzinom und bei nahezu allen 

Patienten mit Lynch-Syndrom nachzuweisen ist [15, 30]. Dennoch handelt es sich bei dem 

Großteil der MSI-Tumore um sporadische Kolonkarzinome und nur ein kleiner Teil der 

Patienten ist vom Lynch-Syndrom betroffen [31]. MSI ist gekennzeichnet durch Fehler im 

Mismatch-Reparatur-System (MMR-System). Das MMR-System dient der 

Fehlerminimierung bei der DNA-Replikation. Es kann normalerweise falsch eingebaute 

oder fehlende Basen bei der DNA-Replikation erkennen und diese durch die richtige Base 

ersetzen bzw. ergänzen. Ist dieser Mechanismus gestört, häufen sich Mutationen während 

der Replikation, die die Entstehung von Krebs begünstigen [32]. 

Mikrosatelliten sind kurze, sich wiederholende DNA-Sequenzen von einer bis vier Basen 

Länge [33]. Diese befinden sich sowohl in codierender als auch in nicht-codierender DNA. 

Aufgrund der sich wiederholenden Sequenzen sind Mikrosatelliten bei der Replikation 

besonders fehleranfällig, da die DNA-Polymerase nur schwer an diese binden kann [21]. 

Diese Fehler werden normalerweise vom MMR-System repariert. Wichtige MMR-Gene 

sind MLH1, MSH2, MSH6 und PMS2 [30]. Fällt das MMR-System aus, so können Defekte in 

der DNA nicht mehr repariert werden und in der Folge die mutierten DNA-Sequenzen mit 

jeder weiteren Replikation vermehrt werden (Hypermutation) [21]. Diese Anhäufung von 

Mutationen führt schließlich zur Entstehung eines Karzinoms. Der Ausfall des MMR-

Systems kann durch zwei verschiedene Mechanismen entstehen. Beim sporadischen 

Kolonkarzinom kommt es zu einer somatischen Inaktivierung beider Allele eines MMR-

Gens, hauptsächlich des MLH1-Gens [21, 30]. Dies geschieht durch Methylierung von 

Cytosin im Bereich des MLH1-Promoters, wodurch das Gen inaktiviert wird [31]. Die 

Methylierung erfolgt vor allem im Bereich der sogenannten CpG-Inseln, also wenn in einer 

DNA-Sequenz auf ein Cytosin ein Guanin folgt [33]. 

Beim zweiten Mechanismus entsteht der Defekt des MMR-Gens durch eine 

Keimbahnmutation. Die Keimbahnmutation in einem der MMR-Gene ist ein obligates 
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Kriterium für das Lynch-Syndrom [30]. Somit kann bei MSI-Tumoren durch Testung des 

MLH1-Promoters bzw. durch Testung auf eine Keimbahnmutation in den MMR-Genen 

zwischen einem sporadischen Kolonkarzinom und einem Lynch-Syndrom unterschieden 

werden. Daneben stellt die häufigste BRAF-Mutation beim Kolonkarzinom - die BRAFV600E-

Mutation - einen Marker für sporadische MSI-Tumore dar, da diese Mutation positiv mit 

sporadischen MSI-Kolonkarzinomen und negativ mit dem Lynch-Syndrom assoziiert ist [25, 

34, 35]. 

Der Mikrosatellitenstatus wird heutzutage in zwei Kategorien unterteilt. Zum einen gibt es 

mikrosatelliteninstabile (MSI) Tumore, wobei darunter hochgradig mikrosatelliteninstabile 

(MSI-high) Tumore verstanden werden [37]. Man spricht von MSI-high-Tumoren, wenn in 

≥ 30 % der für MSI typischen Regionen eine Mutation vorliegt, die zu einer Verschiebung 

des Leserasters geführt hat („Frameshift-Mutation“) [21, 36]. Zum anderen spricht man von 

mikrosatellitenstabilen (MSS) Tumoren, wenn in den typischen Regionen keine Mutationen 

und somit auch keine Instabilität vorliegt. 

MSI-Tumore zeichnen sich durch ihren im Vergleich zu CIN-Tumoren schnelleren Progress 

aus und sind im Gegensatz zu CIN-Tumoren überwiegend im rechtsseitigen Kolon lokalisiert 

[21, 30]. Trotz des schnelleren Progresses haben Patienten mit MSI im nicht-metastasierten 

Stadium eine bessere Prognose als Patienten ohne MSI [38–40]. Eine Erklärung dafür ist 

das geringere Metastasierungspotential von MSI-Tumoren [40, 41]. 

Klinisch relevant ist die Bestimmung von MSI für die Bestimmung der Prognose des 

Kolonkarzinoms und für die Diagnosestellung des Lynch-Syndroms, aber auch als 

prädiktiver Marker für die adjuvante Chemotherapie und für die Immuntherapie (s.u.). 

Während die Immuntherapie bei MSI-Tumoren ein erhöhtes Ansprechen im Vergleich zu 

MSS-Tumoren zeigt  [36, 38, 39, 42], ist die adjuvante Chemotherapie bei MSI-Tumoren im 

UICC-Stadium II mit keinem zusätzlichen Nutzen verbunden [43, 44].  

 

1.4 Tumormikroumgebung und immunpathologische Eigenschaften  
 

Entscheidend für die Progression eines Tumors ist neben den Eigenschaften der 

Tumorzellen auch die Tumormikroumgebung, zu der die Infiltration des Tumors durch 

Immunzellen des Patienten gehört. In den letzten Jahren hat die Immunzellinfiltration eines 

Tumors - insbesondere durch tumorinfiltrierende Lymphozyten (TILs) - für die 

Klassifizierung und Prognose von Kolonkarzinomen an Bedeutung gewonnen und wird als 
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aussagekräftige Ergänzung zu den gängigen Klassifizierungen wie UICC- bzw. TNM-Stadium, 

MSI-Status und Differenzierungsgrad des Tumors (Grading) angesehen [45]. In der 

Tumormikroumgebung sind unterschiedliche Subgruppen der TILs von Bedeutung, wobei 

die wichtigsten die zytotoxischen CD8⁺-T-Zellen und die CD4⁺-T-Helferzellen sind [46–48]. 

Zytotoxische T-Zellen sind in der Lage, Tumorzellen zu zerstören, indem sie deren Apoptose 

herbeiführen. Sie exprimieren auf ihrer Oberfläche das Protein CD8, welches ihnen 

ermöglicht, Antigene zu erkennen, welche ihnen über den MHC-I-Komplex (engl.: major 

histocompatibility complex class 1) präsentiert werden, der auf der Oberfläche aller 

kernhaltigen Zellen des Körpers exprimiert wird. Auch Tumorzellen besitzen den MHC-I-

Komplex und präsentieren darüber ihre Antigene. Da Tumorzellen häufig genetische 

Aberrationen aufweisen und damit Veränderungen in den Antigenen entstehen können, 

erkennen die zytotoxischen T-Zellen die Tumorzellen als fremd [49, 50]. Nachdem der T-

Zell-Rezeptor das Antigen durch Unterstützung des CD8/MHC-I-Komplexes und weiteren 

Co-Rezeptoren gebunden hat, wird der T-Zell-Rezeptor aktiviert. Dadurch veranlasst, 

schüttet die zytotoxische T-Zelle Substanzen wie Granzyme und Perforine aus, welche die 

gebundene Tumorzelle zerstören [50–52].  

T-Helferzellen haben eine unterstützende Funktion bei der Zerstörung von Tumorzellen. 

Sie bekommen Antigene über den MHC-II-Komplex (engl.: major histocompatibility 

complex class 2) präsentiert, der sich auf der Oberfläche von Antigen-präsentierenden 

Zellen wie dendritischen Zellen oder Makrophagen befindet. Die Bindung des über den 

MHC-II-Komplex präsentierten Antigens an den T-Zell-Rezeptor wird durch das 

Oberflächenprotein CD4 auf der Oberfläche von T-Helferzellen unterstützt [49, 53]. Die T-

Helferzelle wird durch die Bindung des Antigens aktiviert und unterstützt die 

Immunantwort je nach ihrer Subgruppe auf unterschiedliche Weise. Auf der einen Seite 

gibt es Th1-T-Helferzellen, welche die zelluläre Immunantwort unterstützen, indem sie 

Zytokine ausschütten. Ein wichtiges Zytokin der Th1-T-Helferzellen ist Interleukin-2, 

welches für die Vermehrung der zytotoxischen T-Zellen benötigt wird [49, 54, 55]. Auf der 

anderen Seite gibt es Th2-T-Helferzellen, welche die nicht-zelluläre (humorale) 

Immunantwort unterstützen, indem sie ebenfalls Zytokine ausschütten. Durch die Zytokine 

der Th2-T-Helferzellen, zu denen unter anderem Interleukin-4 und Interleukin-13 zählen, 

werden B-Zellen in der Bildung von Antikörpern unterstützt [49]. 
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Alle T-Lymphozyten, sowohl CD4-positive als auch CD8-positive, exprimieren das Protein 

CD3 auf ihrer Oberfläche, welches mit dem T-Zellrezeptor assoziiert ist und die 

Signaltransduktion nach der Antigenbindung unterstützt [56]. 

Der Einfluss der T-Lymphozyten in der Mikroumgebung eines Kolonkarzinoms auf die 

Progression des Tumors wurde in den vergangenen Jahren eingehend untersucht. Es wurde 

festgestellt, dass eine hohe Dichte an zytotoxischen CD8⁺-T-Lymphozyten mit einer guten 

Prognose korreliert, was den obengenannten tumorsuppressiven Eigenschaften von 

zytotoxischen T-Lymphozyten zugrunde liegt [45, 57, 58]. Der Einfluss der CD4⁺-T-

Lymphozyten auf die Prognose von Kolonkarzinomen wird dagegen noch nicht gut 

verstanden, da die verschiedenen Subgruppen von CD4⁺-T-Lymphozyten unterschiedliche 

Eigenschaften mit sich bringen, welche teilweise auch tumorproliferativ wirken [45, 59]. 

Dennoch konnte ein positiver Einfluss von CD4⁺-T-Helferzellen in der 

Tumormikroumgebung auf die Prognose von Kolonkarzinomen bereits gezeigt werden [60]. 

Im Zuge dieser Beobachtungen wurde von Pagès, Galon et al. der Immunoscore® 

entwickelt, der sich in vielen Studien als zuverlässiger Prognosefaktor beim Kolonkarzinom 

erwiesen hat [45, 61–63]. Beim Immunoscore® wird die Dichte der gesamten T-

Lymphozyten (CD3⁺) und die Dichte der zytotoxischen T-Lymphozyten (CD8⁺) einmal im 

Zentrum des Tumors und einmal im invasiven Randbereich mittels Immunhistochemie 

bestimmt. Ein hoher Immunoscore®, gleichbedeutend mit einer hohen Dichte an CD3⁺- und 

CD8⁺-T-Lymphozyten in der Mikroumgebung des Tumors, ist mit einer guten Prognose 

assoziiert, während Tumore mit einem niedrigen Immunoscore® eine signifikant 

schlechtere Prognose aufweisen [45]. 

 

Im vorigen Abschnitt wurde beschrieben, wie das Immunsystem des Patienten Tumorzellen 

bekämpft und dass TILs einen maßgeblichen Einfluss auf die Progression eines Tumors 

haben. Auf der anderen Seite sind Tumorzellen in der Lage, sich gegen das Immunsystem 

des Patienten zu verteidigen. Hierbei spielt das PD-1/PD-L1-System eine entscheidende 

Rolle [64]. Das Programmed Cell Death Protein 1 (PD-1) ist ein regulatorisch wichtiges 

Oberflächenprotein auf aktivierten T-Lymphozyten, welches  inhibitorisch auf deren 

Funktionen wirkt und eine überschießende Immunantwort verhindern soll [64, 65]. PD-1 

wird aktiviert, indem der Programmed Cell Death Protein Ligand 1 (PD-L1) an PD-1 bindet. 

Physiologisch befindet sich PD-L1  auf der Oberfläche von antigenpräsentierenden Zellen 

[66]. Tumorzellen sind in der Lage, ebenfalls PD-L1 auf ihrer Oberfläche zu exprimieren und 
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durch Bindung an PD-1 auf T-Lymphozyten deren Immunantwort zu unterdrücken [64, 65, 

67]. 

Diese Eigenschaft von Tumoren stellt einen vielversprechenden Angriffspunkt für eine 

zielgerichtete Immuntherapie von Kolonkarzinomen dar. Exprimiert ein Tumor PD-L1 auf 

der Oberfläche seiner Zellen, kann ein Antikörper gegen PD-L1 (z.B. Atezolizumab) oder 

gegen PD-1 (z.B. Pembrolizumab) eingesetzt werden, der die Bindung von PD-1 und PD-L1 

verhindert und dadurch den inhibitorischen Einfluss auf die T-Lymphozyten aufhebt [68]. 

Der Mechanismus des PD-1/PD-L1-Systems und dessen therapeutischer Ansatzpunkt ist in 

Abbildung 2 dargestellt. 

 

 

Abbildung 2: Einfluss des PD-1/PD-L1-Systems auf die Aktivierung einer zytotoxischen T-Zelle und Ansatz der 
Immuntherapie 
Die Darstellung „Deaktivierte zytotoxische T-Zelle“ zeigt den Mechanismus, wie die Krebszelle die Aktivierung der T-Zelle 

verhindert: Die Krebszelle präsentiert der zytotoxischen T-Zelle ein Antigen (roter Punkt) über MHC-I. Die T-Zelle bindet 

das Antigen mit ihrem T-Zell-Rezeptor mit Unterstützung durch CD8. Die Krebszelle exprimiert zudem PD-L1 auf ihrer 

Oberfläche. PD-L1 wird von PD-1 auf der Oberfläche der T-Zelle gebunden, wodurch die Signalkaskade des T-Zell-

Rezeptors inhibiert wird. Die Darstellung „Aktivierte zytotoxische T-Zelle“ zeigt den Effekt der Immuntherapie mittels 

Immuncheckpoint-Inhibitoren. Durch diese PD-1- bzw. PD-L1-Inhibitoren wird die Inhibition der T-Zell-Aktivierung 

aufgehoben und die Immunantwort gefördert. Abbildung modifiziert nach der Vorlage „T-cell Deactivation vs. Activation“ 

von BioRender.com basierend auf der Publikation von Seidel, Otsuka et al., 2018 [69]. 
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1.5 Therapie und Prognose des lokal begrenzten Kolonkarzinoms 
 

Grundsätzlich basiert die Therapie des lokal begrenzten Kolonkarzinoms im UICC-Stadium 

I - III auf einer Operation mit ggf. adjuvanter Chemotherapie und hat einen kurativen 

Anspruch. Die „S3-Leitlinie Kolorektales Karzinom“ [70] empfiehlt vereinfacht folgendes 

Vorgehen: 

Im Stadium I erfolgt zunächst die chirurgische Resektion des Primärtumors mit zentralem 

Absetzen der Gefäße inklusive der Lymphadenektomie des entsprechenden 

Darmabschnitts. In diesem Stadium ist eine adjuvante Chemotherapie nicht indiziert, da sie 

die Prognose nicht verbessert. 

Im Stadium II erfolgt ebenfalls die chirurgische Resektion des Primärtumors inklusive der 

Gefäße. Darauf folgend kann eine adjuvante Chemotherapie in Form einer Monotherapie 

mit 5-Fluoruracil (5-FU) die Prognose verbessern. Wichtig für die Entscheidungsfindung 

über eine adjuvante Chemotherapie im Stadium II ist der MSI-Status des Tumors. Während 

Patienten mit MSS-Tumoren von einer adjuvanten Chemotherapie mit 5-FU profitieren, hat 

diese bei MSI-Tumoren keinen zusätzlichen Nutzen [43, 44]. 

Im Stadium III sollte nach der chirurgischen Resektion des Primärtumors in jedem Fall eine 

adjuvante Chemotherapie erfolgen. Hierbei ist das gängigste Therapieschema die 

Kombinationstherapie „FOLFOX“ bestehend aus 5-FU, Folinsäure und Oxaliplatin.  

Beim lokal begrenzten Kolonkarzinom wird der Einsatz von zielgerichteten Therapeutika 

wie Immuncheckpoint-Inhibitoren oder BRAF-Inhibitoren in der S3-Leitlinie bislang nicht 

empfohlen [70]. 

Die Prognose von Darmkrebs ist abhängig vom jeweiligen Stadium. Laut den Daten des 

Zentrums für Krebsregisterdaten betrug die relative 5-Jahres-Überlebensrate im Jahr 2018 

beim kolorektalen Karzinom insgesamt 65 % bei den Frauen und 63 % bei den Männern [4]. 

Während Darmkrebs im lokal begrenzten Stadium (UICC I - III) noch eine gute Prognose 

aufweist, ist die Prognose im metastasierten Stadium IV weiterhin schlecht. Im Jahr 2018 

betrug die 5-Jahres-Überlebensrate im Stadium I 92 - 95 %, im Stadium II 83 - 85 %, im 

Stadium III ca. 69 % und im Stadium IV ca. 16 % [71]. 
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1.6 Genfusionen 
 

Die Entdeckung des „Philadelphia-Chromosoms“ und dessen Zusammenhang mit der 

Entstehung der chronisch-myeloischen Leukämie legte den Grundstein für die Erforschung 

von chromosomalen Anomalien als Ursache für Krebs [72]. Beim „Philadelphia-

Chromosom“ handelt es sich um eine Translokation, also einen Austausch eines 

Chromosomenabschnitts (s.u.) zwischen Chromosom 9 und 22 [73]. Man fand heraus, dass 

sich an der Bruchstelle von Chromosom 9 das Gen ABL befindet und an der Bruchstelle von 

Chromosom 22 das Gen BCR [74, 75]. Diese beiden Gene werden durch die Translokation 

aneinandergefügt, sodass eine BCR-ABL-Genfusion entsteht. Genfusionen entstehen also 

aufgrund einer Neuordnung der DNA, meist nachdem diese beschädigt wurde, sodass das 

5‘-Ende eines Gens mit dem 3‘-Ende eines anderen Gens fusioniert. Es gibt mehrere 

Mechanismen, wie durch diese Neuordnung eine Genfusion entstehen kann. Dazu zählen 

die inter- und intrachromosomale Translokation, die Insertion, die Deletion, die Tandem 

Duplikation, die Inversion und die Chromothripsis (siehe Abbildung 3) [76]. Bei der 

Translokation, die wie oben erwähnt Ursache des „Philadelphia-Chromosoms“ bzw. der 

BCR-ABL-Genfusion ist, entsteht die Genfusion durch Austausch von DNA-Sequenzen 

innerhalb eines Chromosoms oder zwischen zwei Chromosomen. Während bei der 

Insertion ein DNA-Fragment aus einer Region an eine andere Region angehangen wird und 

ein Fusionsgen bildet, bedeutet eine Deletion, dass durch den Verlust eines DNA-

Fragments zwei ursprünglich voneinander getrennte Gene fusionieren. Bei der Tandem 

Duplikation kommt es zu einer Duplikation einer DNA-Region, welche zu einem Fusionsgen 

an der ursprünglichen Stelle führt. Die Inversion stellt einen Austausch von DNA-Sequenzen 

dar, bei der die eine Sequenz invertiert zu ihrer ursprünglichen Abfolge mit der anderen 

Sequenz fusioniert. Zuletzt ist die Chromothripsis zu nennen, bei der eine Region eines 

Chromosoms in viele Fragmente zersplittert. Dadurch kommt es zu einer inakkuraten 

Wiederanordnung der einzelnen Fragmente, die zu einem Fusionsgen führt.  

Der Mechanismus ist abhängig von der jeweiligen Fusion, wobei eine Fusion wiederum 

auch durch verschiedene Mechanismen entstehen kann [76]. 
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Entstehungsmechanismen von Genfusionen 
1)  Translokation, 2) Insertion, 3) Deletion, 4) Tandem Duplikation, 5) Inversion, 6) Chromothripsis; Abbildung modifiziert 

nach Tuna, Amos und Mills, 2019 [76] 

 

Das Protein, welches als Produkt des Fusionsgens entsteht, ist in seiner Expression 

und/oder Funktion verändert. Es kann entweder aktiviert oder supprimiert werden oder 

seine Funktion komplett verlieren [77]. Hinsichtlich der Genese eines Karzinoms ist es 

problematisch, wenn eine solche Funktionsänderung Proteine betrifft, die entweder das 

Zellwachstum oder den programmierten Zelltod (Apoptose) regulieren. Durch die fehlende 

Regulation werden Zellen ungebremst vermehrt.  

Es gibt verschiedene Möglichkeiten, wie eine Genfusion die Biologie der Zelle verändern 

kann. Eine Möglichkeit ist, dass physiologisch aktive Transkriptionsfaktoren oder Promoter 

an ein physiologisch nicht aktives Gen gekoppelt werden, sodass dieses überexprimiert 

wird [76]. Auf der anderen Seite können durch eine Fusion DNA-Bindungsstellen für negativ 

regulierende microRNA verloren gehen, was sich ebenfalls in einer Überexpression 

manifestiert [76]. 

Während es bei den beiden erstgenannten Möglichkeiten zu einer Überexpression des 

betreffenden Fusionsproteins kommt, kann ein Fusionsprotein auch in seiner Funktion 

verändert werden - bei normaler Expression [76]. So werden betroffene Rezeptoren durch 

Änderung der Struktur oder durch Verlust von inhibitorischen Domänen des Rezeptors 

dauerhaft aktiviert. Ein Beispiel für diesen Mechanismus stellt das Fusionsprotein der BCR-

ABL-Fusion dar, bei der die ABL-Tyrosinkinase unter dem Einfluss von BCR dauerhaft 
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aktiviert wird und durch ungebremstes Zellwachstum die chronisch-myeloische Leukämie 

auslöst [76, 78]. 

Auch beim Kolonkarzinom wurde in den vergangenen Jahren mit Hilfe neuerer Methoden 

wie dem Next-Generation-Sequencing (NGS) eine Vielzahl an Genfusionen entdeckt. Diese 

Genfusionen sind wahrscheinlich nicht alleinig für die Entstehung eines Kolonkarzinoms 

verantwortlich, führen aber ebenso wie Mutationen zu chromosomaler Instabilität [21, 79]. 

Zu den wichtigsten Fusionen bei Kolonkarzinomen gehören NTRK-,  ALK-, ROS1-, RET-, 

RSPO- und BRAF-Fusionen [80]. Diese Fusionen wurden bereits auch in anderen 

Karzinomen entdeckt. Trotz der Vielzahl an verschiedenen Fusionen ist deren Häufigkeit in 

Kolonkarzinomen mit 0,9 % - 2,5 % insgesamt sehr gering [81, 82]. Betrachtet man 

allerdings ausschließlich MSI-high-Tumore, so treten Fusionen in 5 % aller Fälle auf. Fehlen 

daneben noch onkogene Treibermutationen in den RAS/BRAF-Genen, steigt die Häufigkeit 

von Fusionen auf bis zu 15 % [82, 83]. Das gleichzeitige Auftreten von Mutationen in BRAF 

oder KRAS auf der einen und Genfusionen auf der anderen Seite wird nicht beobachtet, 

sodass vermutet wird, dass diese sich gegenseitig ausschließen [80–82, 84].  

Weitere, vor allem klinische Eigenschaften von Kolonkarzinomen mit Genfusion wurden 

bislang nicht eindeutig ermittelt. Es herrscht größtenteils Konsens darüber, dass 

Kolonkarzinome mit Genfusion mit höherem Alter, rechtsseitiger Tumorlokalisation und 

geringgradiger Differenzierung des Tumors assoziiert sind. Außerdem treten sie in allen 

UICC-Stadien und gleichermaßen bei Männern und Frauen auf [81, 85–87]. Daneben wurde 

beim Kolonkarzinom mit Genfusion das häufigere Auftreten von Lymphknotenmetastasen 

und eine schlechtere Prognose beschrieben [87], auch wenn dies in einer anderen Studie 

nicht beobachtet werden konnte [86]. 

Die Identifizierung von Genfusionen beim Kolonkarzinom ist relevant, da diese, wenn auch 

nur für eine geringe Anzahl an Patienten, eine Möglichkeit zur zielgerichteten Therapie 

bieten. Diesbezüglich zeigten Tests von ALK- und TRK-Inhibitoren bereits ein gutes 

Ansprechen [88–90]. 

 

1.7 NTRK-Gene und NTRK-Genfusionen 
 

NTRK-Genfusionen sind sehr häufig in seltenen Tumorentitäten wie dem Infantilen 

Fibrosarkom (ca. 90 %) zu finden [91]. Beim Kolonkarzinom treten NTRK-Genfusionen mit 
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einer Häufigkeit von 0,23 % - 0,31 % [91–93] auf; innerhalb der Gruppe von MSI-high-

Tumoren kommen NTRK-Genfusionen häufiger vor [94–96]. 

Es gibt drei verschiedene NTRK-Gene: NTRK1, NTRK2 und NTRK3. Sie kodieren für die drei 

Tropomyosin-Rezeptor-Kinasen TRKA, TRKB und TRKC. Dabei handelt es sich um 

Transmembranproteine bzw. Rezeptoren, die jeweils aus einer extrazellulären Domäne, 

einer transmembranären Region und einer intrazellulären Tyrosinkinase-Domäne 

bestehen [97]. TRK-Rezeptoren werden physiologisch hauptsächlich  in neuronalem 

Gewebe exprimiert [97, 98]. An die extrazelluläre Domäne der Rezeptoren können 

Neurotrophine binden, die dazu führen, dass der Rezeptor mit seiner intrazellulären 

Kinasedomäne verschiedene Signalkaskaden aktiviert [99, 100]. Neurotrophine sind 

während der Entwicklung von Nerven daran beteiligt, dass die Nerven in Richtung ihres 

Zielortes wachsen. Außerdem unterstützen sie die Regeneration beschädigter Nerven.  

Die beiden wichtigsten Signalwege der TRK-Rezeptoren sind der MAPK- und der PI3K/AKT-

Signalweg. Über diese Signalwege wird die Zellproliferation und das Zellüberleben 

gefördert [97, 100]. Der TRK-Rezeptor liegt im inaktiven Zustand als Monomer vor. Bindet 

ein Neurotrophin an diesen Rezeptor, so formiert er sich zu einem Dimer zusammen und 

phosphoryliert sich selbst. Dadurch wird der Rezeptor aktiviert und ermöglicht es 

Adapterproteinen, an den Rezeptor zu binden. Dabei wird unter anderem der MAPK- und 

der PI3K/AKT-Signalweg aktiviert. 

Der MAPK-Signalweg startet mit der Bindung des Adaptermoleküls Grb2 an den aktivierten 

Rezeptor. Grb2 bildet mit dem Guanin-Nukleotid-Austausch-Faktor SOS einen Komplex. 

Dieser katalysiert die Reaktion von RAS-GDP zu RAS-GTP, wodurch RAS aktiviert wird. RAS 

wiederum aktiviert die Serin-/Threoninkinase RAF, welche ihrerseits die MEK-Proteine 

aktiviert. RAS kann abgesehen davon auch das Enzym PI3K aktivieren und damit den 

PI3K/AKT-Signalweg induzieren [101]. Schließlich aktivieren die MEK-Proteine die ERK-

Proteine, wodurch diese vom Zytoplasma in den Zellkern transferieren und dort 

Transkriptionsfaktoren induzieren. Die Transkriptionsfaktoren führen dazu, dass Gene 

exprimiert werden, die das Überleben der Zelle fördern [102]. 

Der PI3K/AKT-Signalweg startet mit der Bindung der Kinase PI3K an den aktivierten TRK-

Rezeptor [103]. Dadurch katalysiert PI3K an der Zellmembran die Reaktion von PIP₂ zu PIP₃. 

PIP₃ veranlasst die Aktivierung der Kinase AKT durch die Kinase PDK1. AKT ist ein 

entscheidendes Protein in diesem Signalweg und löst eine Vielzahl von zellulären Prozessen 

aus. Über die Aktivierung des Proteins mTOR werden Transkriptionsfaktoren induziert, die 
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wiederum dazu führen, dass die Genexpression zellproliferativer Gene gefördert wird 

[103]. Abbildung 4 zeigt eine graphische Darstellung der beiden Signalwege. 

 

 

Abbildung 4: Signalwege des TRK-Rezeptors 
Modifiziert nach Amatu, Sartore-Bianchi et al., 2019, Castel, Toska et al., 2014 und Guo, Pan et al., 2020 [97, 102, 104], 

Abbildung kreiert mit BioRender.com. 

 

Bei der NTRK-Fusion fusioniert das 3‘-Ende eines NTRK-Gens mit dem 5‘-Ende eines 

anderen Gens. Das dadurch entstehende Fusionsprotein besitzt den C-Terminus mit der 

Kinasedomäne des TRK-Rezeptors und den N-Terminus des Partnerproteins. Der TRK-

Rezeptor wird durch den Einfluss des 5‘-Fusionspartners vermehrt exprimiert [97]. So wird 

der TRK-Rezeptor im Kolongewebe exprimiert und bewirkt dadurch eine unphysiologische 

Zellproliferation, welche die Karzinogenese fördert. 

Es sind zahlreiche unterschiedliche Fusionspartner der NTRK-Gene beim Kolonkarzinom 

bekannt. Das NTRK1-Gen fusioniert dabei häufig mit den Genen TPM3, LMNA, SCYL3 oder 

TPR, das NTRK2-Gen fusioniert häufig mit LMNA oder DAB2IP und das NTRK3-Gen 

fusioniert häufig mit ETV6 oder EML4 [80, 97, 105]. 

Patienten, welche ein Kolonkarzinom mit einer NTRK-Fusion aufweisen, sind 

typischerweise weiblich, über 60 Jahre alt und haben einen Tumor im rechtsseitigen Kolon 
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[87]. Letzteres ergibt sich daraus, dass NTRK-Fusionen - wie auch viele andere Genfusionen 

- beim Kolonkarzinom mit MSI assoziiert sind. Ebenso wie die meisten anderen 

Genfusionen sind NTRK-Fusionen mit dem Wildtyp in den Genen BRAF und RAS assoziiert 

[80, 87]. 

In der Diagnostik von NTRK-Genfusionen macht man sich die Eigenschaft von TRK-

Rezeptoren, hauptsächlich in neuronalem Gewebe exprimiert zu werden, zu Nutze. Im 

Gegensatz zu den meisten anderen Genfusionen eignet sich dadurch die 

Immunhistochemie (IHC) für das Screening auf NTRK-Genfusionen. Wird der TRK-Rezeptor 

im Kolongewebe exprimiert, kann man davon ausgehen, dass es sich um eine 

unphysiologische Expression handelt. Die pan-TRK-Immunhistochemie hat für die 

Detektion von NTRK-Genfusionen eine Spezifität von 81,1 % - 100 % und eine Sensitivität 

von 75 % - 95,2 % [92, 106–108]. In jedem Fall muss eine positive pan-TRK-IHC durch ein 

weiteres Verfahren wie Fluoreszenz-in-Situ-Hybridisierung (FISH) oder NGS bestätigt 

werden [92, 109]. Dies ist insbesondere deshalb wichtig, weil die pan-TRK-IHC weder 

zwischen den drei Subtypen des TRK-Rezeptors unterscheiden, noch den Fusionspartner 

detektieren kann. 

Therapeutisch ist das Auffinden von NTRK-Genfusionen bedeutsam, da diese einen 

Angriffspunkt für eine zielgerichtete Therapie bieten. Der TRK-Inhibitor Larotrectinib ist seit 

2019 von der Europäischen Gesundheitsbehörde EMA für die Behandlung solider Tumore 

mit NTRK-Genfusion zugelassen [110]. In einer Studie von Drilon et al. konnte gezeigt 

werden, dass Patienten mit verschiedenen soliden Tumoren und NTRK-Genfusion auf 

Larotrectinib eine Ansprechrate von 75 % aufwiesen [88]. 
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2. Zielstellung 
 

Diese Arbeit hat das Ziel, die klinischen und molekularpathologischen Eigenschaften von 

MSI-high-Kolonkarzinomen mit NTRK-Fusionen zu untersuchen und deren Bedeutung im 

Kontext der Genese und Progression von Kolonkarzinomen einzuordnen. Zusätzlich soll 

bewertet werden, bei welchen Tumoreigenschaften ein Screening auf Genfusionen sinnvoll 

sein kann. Bisherige Studien haben NTRK-Fusionen im Kolonkarzinom insgesamt, also in 

MSI- und MSS-Tumoren zusammen, untersucht.  Durch die gesonderte Untersuchung der 

NTRK-Fusionen in MSI-high-Tumoren sollen Unterschiede in dieser Subgruppe des 

Kolonkarzinoms festgestellt werden. 

Im Mittelpunkt steht die Frage, ob NTRK-Fusionen auf der einen und Mutationen in den 

Genen BRAF, KRAS/NRAS und PIK3CA auf der anderen Seite sich gegenseitig ausschließen. 

Daneben sollen weitere Hypothesen geprüft werden:  

1. Kommen NTRK-Fusionen tatsächlich in bis zu 5 % der MSI-high-Kolonkarzinome 

vor? 

2. Verschlechtern NTRK-Fusionen die Prognose von MSI-high-Kolonkarzinomen?  

3. Sind NTRK-Fusionen in MSI-high-Tumoren mit dem sporadischen Kolonkarzinom 

oder mit dem hereditären Kolonkarzinom im Rahmen des Lynch-Syndroms 

assoziiert? 

4. Werden die NTRK-Gene in MSI-high-Tumoren mit NTRK-Fusion im Vergleich zu MSI-

high-Tumoren ohne NTRK-Fusion vermehrt exprimiert? 

5. Neigen NTRK-positive MSI-high-Tumore dazu, sich mittels PD-L1-Expression vor 

dem Immunsystem des Patienten zu schützen? 

6. Werden NTRK-positive MSI-high-Tumore von CD3⁺-, CD4⁺- und CD8⁺-T-

Lymphozyten infiltriert?  

Außerdem sollen die klinischen Patientendaten von NTRK-positiven MSI-high-Tumoren 

zusammengetragen und mit den Daten bisheriger Studien verglichen werden. 

Abschließend sollen die Daten der NTRK-positiven MSI-high-Tumore genutzt werden, um 

weitere Genfusionen in MSI-high-Kolonkarzinomen zu detektieren. 
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3. Methoden 
 

3.1 Material  
 

3.1.1 Antikörper, Sonden und Primer 
 

Tabelle 3: Antikörper für die Immunhistochemie 

Antikörper Klon Spezies Verdünnung Hersteller Artikelnummer 

ALK OTI1A4 Maus-IgG 1:50 dako GA785 

CD3 F7.2.38 Maus-IgG 1:50 dako M7254 

CD4 4B12 Maus-IgG 1:500 Leica Biosystems NCL-L-CD4-368 

CD8 4B11 Maus-IgG 1:100 Leica Biosystems NCL-L-CD8-4B11 

pan-TRK EPR17341 Kaninchen-IgG 1:200 Zytomed Systems RBK069 

PD-L1 73-10 Kaninchen-IgG unverdünnt Leica Biosystems PA0832 

 

 

Tabelle 4: Sonden für die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung 

Sonde Hersteller Artikelnummer 

Zytolight SPEC ALK Dual Color Break Apart Probe Zytovision Z-2124 

Zytolight SPEC NTRK1 Dual Color Break Apart Probe Zytovision Z-2167 

Zytolight SPEC NTRK2 Dual Color Break Apart Probe Zytovision Z-2205 

Zytolight SPEC NTRK3 Dual Color Break Apart Probe Zytovision Z-2206 

 

 

Tabelle 5: Primersequenzen für die Analyse des MLH1-Promotors 

Primer Bezeichnung Sequenz 

MLH1 forward SL386 F GGTATTTTTGTTTTTATTGGTTGGATAT 

MLH1 reverse SL386 R Biotin-ACTCTATAAATTACTAAATCTCTT 

MLH1 Sequenzierprimer SL386 S TAAAAYGAATTAATAGGAA 
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3.1.2 Chemikalien, Enzyme, Nukleotide und Beads 

 

Tabelle 6: Chemikalien, Enzyme, Nukleotide und Beads 

Bezeichnung Hersteller Artikelnummer 

Annealing Buffer Qiagen 979009 

Binding-Puffer Qiagen 979006 

Citrat-Puffer, pH6 Leica - 

Clearene Leica Biosystems 3803600E 

Coral Load, 10x (aus therascreen EGFR Kit) Qiagen 971480 

Denaturation Solution Qiagen 979007 

Destilliertes Wasser - - 

dNTP Mix, 10 mM ThermoFisher R0192 

EDTA-Puffer, pH9 Leica - 

Ethanol Carl Roth 9065 

Formaldehyd, 37% Sigma-Aldrich 252549-1 L 

GoTaq Amplifikation-Puffer, 5x Promega M7921 

GoTaq G2 DNA-Polymerase Promega M7848 

Magnesiumchlorid, 25 mM Promega A3511 

NaOH, 200 mM Sigma-Aldrich - 

Nuklease-freies Wasser Qiagen - 

PBS-Puffer, 10x                                                                                                Carl Roth - 

QIASeq Beads (aus QIASeq Multimodal Custom Panel (96)) Qiagen 333955 

Streptavidin Sepharose High Performance Beads GE Healthcare 17-5113-01 

TRIS-HCl, 200 mM Sigma-Aldrich - 

Wash Buffer Qiagen 979008 

Xylol Carl Roth - 

 

3.1.3 Kits und Systeme 

 

Tabelle 7: Kits und Systeme 

Bezeichnung Hersteller Artikelnummer 

BOND Polymer Refine Red Detection System Leica Biosystems DS9390 

EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit Qiagen 59824 

Maxwell 16 FFPE Plus LEV DNA Purification Kit Promega AS1135 

Maxwell RSC RNA FFPE Kit Promega AS1260 

NextSeq 500/550 Mid-Output Kit v2.5 (300 Zyklen) Illumina 20024910 

PyroMark Gold Q24 Reagents Qiagen 970802 

QIASeq 96-Unique Dual Index Set A (384) Qiagen 333725 

QIAseq RNA Fusion XP Human Solid Tumor Panel Qiagen - 

QIAxcel DNA High-Sensitivity Kit Qiagen 929012 

QuantiFluor ONE dsDNA System Promega E4871 

QuantiFluor RNA System Promega E3310 

Qubit 1X dsDNA HS Assay Kit ThermoFisher Q33231 

ZytoLight FISH-Tissue Implementation Kit Zytovision Z-2028 
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3.1.4 Verbrauchsmaterialien 

 

Tabelle 8: Verbrauchsmaterialien 

Bezeichnung Typ Hersteller 

Deckgläser, 24 x 50 mm - Carl Roth 

Diamantstift - - 

Fixogum Klebstoff Marabu 

Küvetten mit Schraubdeckel - Carl Roth 

Mikroreaktionsgefäße - Eppendorf 

Parafilm  Abdeckfolie Bemis 

PCR-Streifen und Deckel - Eppendorf 

PyroMark Q24 Plate Primerplatte Qiagen 

R35 Mikrotomklingen Mikrotomklingen Feather 

Skalpellklingen Nr. 15 Skalpellklingen Feather 

Superfrost Plus Adhesion 25x75x1 mm Objektträger epredia 

SurPhob Spitzen Pipettenspitzen Biozym 

Thermowell PCR 96 Well Plates Mikrotiterplatte Sigma-Aldrich 

 

 

3.1.5 Geräte und Hilfsmittel 

 

Tabelle 9: Geräte und Hilfsmittel 

Bezeichnung Typ Hersteller 

BOND-III Vollautomatisches IHC- und ISH-
Färbesystem 

Roboter Leica 

Dynamag2  Magnetständer ThermoFisher 

Eppendorf 5418 Zentrifuge Zentrifuge Eppendorf 

Kühlblock - - 

Leica DME Mikroskop Mikroskop 
Leica 
Microsystems 

Maxwell 16 MX3031 Roboter Promega 

Mixing Block MB-101 Heizblock Bioer 

Mixing Block MB-102 Heizblock Bioer 

NextSeq 550 Sequencing System Sequenzierautomat Illumina 

Ofen - Melag 

Olympus BX63 Fluoreszenzmikroskop Olympus 

OTS40 Stretching Table Heizplatte Medite 

pfm Cooling Plate  4100 Kühlplatte pfm medical 

pfm Slide 2003 Schlittenmikrotom pfm medical 

pfm Slide 4004 M Schlittenmikrotom pfm medical 

pfm Stretching Table 1100 Heizplatte pfm medical 

Pinsel -  - 

Pinzetten -  - 

Pipetten - Eppendorf 

Pyromark Q24 Cartridge Reagenzienkartusche Qiagen 

PyroMark Q24 MDx Sequenzierautomat Qiagen 
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PyroMark Q24 Vacuum Prep Troughs Plastiktröge Qiagen 

PyroMark Q24 Workstation Workstation Qiagen 

QIAxcel Advanced Elektrophoresegerät Qiagen 

Quantus Fluorometer Promega 

Qubit4 Fluorometer Invitrogen 

Skalpell-Griff Nr. 3 Skalpell Feather 

StripSpin12 Zentrifuge Benchmark 

ThermoBrite StatSpin Heizplatte Leica Biosystems 

Thermoshaker TS-100 Heizblock biosan 

Trio Thermocycler Thermocycler Biometra 

Vortex RS-VA 10 Vortexer 
Phoenix-
Instrument 

Wasserbad Typ 1052 Wasserbad GFL 

 

 

3.1.6 Software 

 

Tabelle 10: Software 

Name Version Verwendung Firma 

Allegro Plus Scanning System - Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung BioView 

biorender.com - Erstellung von Grafiken BioRender 

CLC Genomics Workbench 22 Next-Generation-Sequencing Qiagen 

Excel 2016 Datenverwaltung Microsoft 

ImageJ 1.53k Bildbearbeitung - 

IPA - Genexpressionsanalyse Qiagen 

PyroMarkQ24 2.0.7 Pyrosequenzierung Qiagen 

QIAxcel ScreenGel Software - Fragmentlängenanalyse Qiagen 

R 4.2.1 Statistik - 

R-Studio 2022.02.3 Statistik - 

SPSS 29 Statistik IBM 
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3.2 Allgemeines Vorgehen 
 

Es gibt drei verschiedene Verfahren, mit denen Tumore in dieser Arbeit auf Genfusionen 

untersucht werden sollten. Diese Verfahren sind die Immunhistochemie (IHC), die 

Fluoreszenz-in-Situ-Hybridisierung (FISH) und die RNA-Sequenzierung mittels Next-

Generation-Sequencing (NGS) [109]. Die IHC ist ein kostengünstiges und schnelles 

Verfahren, durch das spezifische Zellproteine nachgewiesen werden können. Dadurch wird 

indirekt die Expression des zugehörigen Gens bestimmt, wobei nicht unterschieden werden 

kann, ob es sich bei dem Gen um ein Wildtyp-Gen oder um ein Fusionsgen handelt. Deshalb 

bietet sich die IHC zur Detektion von Genfusionen bei Kolonkarzinomen nur für Gene wie 

NTRK1/2/3 an, die physiologisch nicht im Kolongewebe exprimiert werden [92, 108, 109]. 

Die Sensitivität für die Detektion von NTRK-Genfusionen liegt bei der pan-TRK-IHC bei 75 % 

- 95,2 % [92, 106–108], allerdings kann bei dieser Methode der Fusionspartner nicht 

ermittelt werden.  

Die FISH ist ebenfalls ein schnelles und etabliertes Verfahren, bei dem durch eine 

fluoreszenzmarkierte RNA-Sonde der chromosomale Bruch eines Gens dargestellt und 

damit die Genfusion indirekt nachgewiesen wird. Ein Nachteil dieser Methode ist 

einerseits, dass - wie auch bei der IHC - der Fusionspartner nicht nachgewiesen wird. 

Andererseits kann die FISH auch nicht nachweisen, ob das betroffene Gen tatsächlich 

transkribiert wird und ein Fusionsprotein entsteht. [108, 109] 

Als dritte Methode steht die RNA-Sequenzierung mittels NGS zur Verfügung. Im Gegensatz 

zur IHC und FISH kann hierbei die Position der Genfusion exakt bestimmt werden und die 

Bestimmung des Fusionspartners ist ebenfalls möglich. Außerdem kann mittels NGS in nur 

einer Untersuchung nach Genfusionen in einer Vielzahl von Genen gesucht werden. 

Nachteile dieser Methode stellen die aufwendige Prozessierung jeder Probe und die hohen 

Kosten dar. [109, 111] 

In dieser Arbeit sollte - wie auch bei vorhergehenden Studien empfohlen - ein Screening 

auf NTRK-Genfusionen mittels pan-TRK-IHC durchgeführt werden [106, 108, 109, 111]. 

Anschließend sollten pan-TRK-positive Tumore mittels RNA-Sequenzierung überprüft 

werden. Testweise wurde auch ein Screening mittels ALK-IHC durchgeführt, bei dem ALK-

positive Tumore ebenfalls mit Hilfe der RNA-Sequenzierung überprüft werden sollten. 

Für den Fall einer Diskrepanz zwischen den Ergebnissen der IHC und der RNA-

Sequenzierung mittels NGS wurde als dritte Methode die FISH durchgeführt. 



31 
 

Im Anschluss wurden weitere molekularpathologische Untersuchungen bei NTRK-positiven 

Tumoren vorgenommen. Dazu gehörte die Sequenzierung des MLH1-Promotors mittels 

Pyrosequenzierung, der PD-L1-Status des Tumors mittels IHC und die Quantifizierung der 

den Tumor infiltrierenden CD3⁺-, CD4⁺- und CD8⁺-T-Lymphozyten ebenfalls mittels IHC. 

Außerdem wurde die Genexpression NTRK-positiver und NTRK-negativer Tumore 

verglichen. 

Nach Auswertung der Eigenschaften von Kolonkarzinomen mit NTRK-Genfusion sollten 

abschließend Kolonkarzinome ohne NTRK-Genfusion, aber mit ähnlichen Eigenschaften, 

direkt mittels RNA-Sequenzierung untersucht werden. Dies beruhte auf der Annahme, dass 

diese Tumore aufgrund ihrer Eigenschaften möglicherweise eine andere Genfusion 

aufwiesen. 

 

3.3 Patientenkollektiv 
 

Die Patienten entstammten dem Studienregister der ColoPredict-Plus-2.0-Studie am 

Institut für Pathologie der Ruhr-Universität Bochum. Dabei handelt es sich um eine retro- 

und prospektive Studie, die Patienten mit lokal begrenztem Kolonkarzinom im Stadium I, II 

und III erfasst und deren Versorgung über 5 Jahre dokumentiert und analysiert. Das primäre 

Studienziel ist die Bestimmung der Rolle einer Mikrosatelliteninstabilität in Kombination 

mit einer KRAS-Mutation bei Kolonkarzinomen im Stadium II ohne klinische Risikofaktoren. 

Das nicht-interventionelle, multizentrische Register beinhaltet bereits klinische und 

molekularbiologische Patientendaten. 

In die ColoPredict-Plus-2.0-Studie eingeschlossen werden männliche oder weibliche 

Patienten mit der Diagnose eines Kolonkarzinoms im UICC-Stadium I bis III mit einem Alter 

≥ 18 Jahre, welche fähig sind, die Anforderungen der Studie und die Aufklärung dazu zu 

verstehen, zu hinterfragen und zu bemessen. Des Weiteren gehört zu den Voraussetzungen 

die Bereitschaft der zugehörigen Pathologie, Gewebeblöcke für die wissenschaftlichen 

Analysen zur Verfügung zu stellen und eine gemäß ICH-GCP unterschriebene 

Einwilligungserklärung zur Teilnahme an der Studie. Außerdem ist eine vom Patienten 

unterschriebene Schweigepflichtentbindung der behandelnden Ärzte für die Zwecke der 

Studienerhebungen notwendig. 

Sämtliche Patientendaten liegen pseudonymisiert ohne Angabe von Initialen und 

Geburtsdatum vor. 



32 
 

Folgende klinische und molekularbiologische Patientendaten waren zu Beginn dieser Arbeit 

bereits in dem Register vorhanden:  

1. Alter zum Zeitpunkt des Einschlusses 

2. BRAF-Status  

3. Geburtsjahr 

4. Geschlecht 

5. Histologischer Subtyp 

6. Infiltrationstiefe des Tumors (T-Stadium) 

7. Krankheitsfreies Überleben in Monaten (DFS) 

8. KRAS-Status 

9. Lokalisation des Tumors 

10. Lymphknotenbefall (N-Stadium) 

11. MSI-Status 

12. NRAS-Status 

13. OP-Verfahren 

14. PIK3CA-Status 

15. Rezidivfreies Überleben in Monaten (RFS) 

16. Tumorstadium nach UICC 

17. Überleben in Monaten (OAS) 

18. Vorliegen einer weiteren Krebsart 

19. Vorliegen eines Zweittumors im Darm 
 

Aus dem Register wurde ein Kollektiv von 509 Patienten auf Genfusionen untersucht. 411 

dieser Patienten hatten MSI-high-Tumore und 98 Patienten hatten MSS-Tumore. Dies hatte 

den Grund, dass Genfusionen in MSI-high-Tumoren untersucht werden sollten, weil bei 

diesen das Auftreten von Genfusionen wahrscheinlicher ist, und dass die MSS-Tumore als 

Vergleichsgruppe dienen sollten. Die MSI-Kohorte stellte eine Stichprobe aller Patienten 

mit MSI-high-Tumoren im gesamten Studienregister dar, genauso wie die MSS-Kohorte 

eine Stichprobe aller Patienten mit MSS-Tumoren darstellte. Lediglich in der Kategorie 

„Infiltrationstiefe des Tumors (T-Stadium)“ wurde in beiden Kohorten eine gleichmäßigere 

Verteilung angestrebt, um ein repräsentatives Bild über alle T-Stadien zu erhalten. Eine 

Übersicht der MSI-Kohorte im Vergleich zu allen MSI-high-Tumoren und der MSS-Kohorte 

im Vergleich zu allen MSS-Tumoren im Studienregister befindet sich im Anhang (A1 und 

A2). 

Die Patienten sind zwischen Juni 2010 und Dezember 2020 in das ColoPredict-Plus-2.0-

Register aufgenommen worden. 

Das Tumorgewebe dieser Patienten liegt am Institut für Pathologie der Ruhr-Universität 

Bochum als formalinfixierter, paraffineingebetteter (FFPE) Gewebeblock vor. 
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3.4 Immunhistochemie (IHC)  
 

Für das Screening auf NTRK-Genfusionen wurde eine pan-TRK-Immunhistochemie bei allen 

411 MSI-Tumoren und bei allen 98 MSS-Tumoren durchgeführt. Außerdem wurde bei den 

NTRK-positiven Tumoren eine PD-L1-, CD3-, CD4- und CD8-Immunhistochemie 

durchgeführt.  

Zusätzlich wurde ein Screening auf ALK-Genfusionen mittels ALK-Immunhistochemie 

durchgeführt; dieses Verfahren wurde nach 186 gescreenten MSI-Tumoren aufgrund 

mangelnder Sensitivität beendet. 

Zunächst wurden zur Vorbereitung für die immunhistochemische Färbung pro Patienten 

fünf Leerschnitte von 1 µm Dicke von dem jeweiligen FFPE-Gewebeblock angefertigt. Dazu 

wurde der FFPE-Gewebeblock auf einer Eisplatte gekühlt, um das Paraffin zu erhärten und 

somit eine bessere Schnittqualität zu erreichen, und anschließend am Mikrotom 

geschnitten. Jeder der Schnitte wurde im Wasserbad bei 55 °C entfaltet und umgehend auf 

einen Adhäsions-Objektträger aufgezogen. Die Objektträger wurden anschließend bei 

Raumtemperatur getrocknet und vor der Färbung für 10 min. bei 90 °C im Ofen dehydriert. 

Es erfolgte die Entparaffinierung des Gewebes durch Xylol, gefolgt von einer absteigenden 

Alkoholreihe zur Rehydrierung. 

Anschließend erfolgte die Färbung der Schnitte auf dem Bond-III-vollautomatisierten 

Färbeautomaten von Leica Biosystems mit Hilfe des BOND Polymer Refine Red Detection 

System von Leica Biosystems.  

Da durch die Fixierung des Gewebes die Proteine untereinander vernetzt waren, waren die 

Antigene zunächst maskiert. Es bedurfte also zuerst einer Auflösung dieser Vernetzung, um 

die Antigene für die Antigen-/Antikörper-Reaktion zugänglich zu machen. Der erste Schritt 

auf dem Färbeautomaten stellte dementsprechend die Antigendemaskierung dar. Dafür 

wurde das hitzeinduzierte-Epitop-Retrieval (HIER) durchgeführt, welches je nach 

Primärantikörper unter verschiedenen Bedingungen erfolgte (s.u.). 

Im Folgenden wurden der Primärantikörper und die beiden Sekundärantikörper 

nacheinander hinzugegeben. Zwischen den einzelnen Schritten erfolgte immer ein 

Waschschritt, um überschüssige, nicht gebundene Antikörper zu entfernen. Als erstes 

erfolgte die Inkubation mit dem monoklonalen Primärantikörper (pan-TRK-, ALK-, PD-L1-, 

CD3-, CD4- oder CD8-Antikörper) für 20 Minuten. Danach wurde der Sekundärantikörper 

Post-Primary-Antikörper (Post-Primary-AP Kaninchen-Anti-Maus-IgG von Leica Biosystems) 
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hinzugegeben und für 20 min. inkubiert. Schließlich kam der Sekundärantikörper Polymer-

AP-Antikörper (Poly-AP-Anti-Kaninchen-IgG von Leica Biosystems) dazu, welcher ebenfalls 

20 min. inkubiert wurde. 

Beide Sekundärantikörper enthielten das Enzym Alkalische Phosphatase, welches für die 

anschließende Färbung von Bedeutung war. 

Nun wurde die Antigen-/Antikörper-Bindung gefärbt. Dazu wurde das Chromogen Fast Red 

(aus dem BOND Polymer Refine Red Detection System von Leica Biosystems) 

hinzugegeben, für 5 min. inkubiert und danach gewaschen. Dieser Schritt wurde einmal 

wiederholt. Das Fast Red Chromogen ist ein Substrat der Alkalischen Phosphatase und 

reagiert mit den an den Sekundärantikörpern befindlichen Molekülen dieses Enzyms. 

Durch die Umsetzung des Substrats durch die Alkalische Phosphatase wurde die Antigen-

/Antikörper-Bindung rot gefärbt.  

Als letzter Schritt im Färbeautomaten erfolgte die Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

Abschließend wurde das Gewebe durch eine aufsteigende Alkoholreihe entwässert und mit 

einem Deckgläschen eingedeckt. Danach wurde das Präparat unter dem Mikroskop 

beurteilt. 

 

3.4.1 Pan-TRK 

 

Bei der pan-TRK-IHC wurde die Antigendemaskierung durch eine Hitzevorbehandlung in 

Citrat-Puffer bei pH 6 und 100 °C für 10 min. durchgeführt. Als Primärantikörper wurde der 

monoklonale pan-TRK-Kaninchen-IgG Antikörper EPR17341 von Zytomed Systems mit der 

Verdünnung 1:200 eingesetzt. 

Aufgrund der hohen Sensitivität der pan-TRK-IHC wurde bei der Auswertung wie bei 

Solomon, Linkov et al. die eindeutige zytoplasmatische, membranöse oder nukleäre 

Färbung jeglicher Intensität in ≥ 1 % der Tumorzellen als positiv gewertet [92]. 
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3.4.2 ALK 

 

Bei der ALK-IHC wurde die Antigendemaskierung durch eine Hitzevorbehandlung in EDTA-

Puffer bei pH 9 und 100 °C für 30 min. durchgeführt. Als Primärantikörper wurde der 

monoklonale ALK-Maus-IgG-Antikörper OTI1A4 von dako mit der Verdünnung 1:50 

eingesetzt. 

Bei der Auswertung wurde wie auch bei Houang, Toon et al. und Lee, Hong et al. 

ausschließlich eine starke zytoplasmatische Färbung als ALK-positiv gewertet [112, 113]. 

 

3.4.3 PD-L1 

 

Bei der PD-L1-IHC wurde die Antigendemaskierung durch eine Hitzevorbehandlung in 

EDTA-Puffer bei pH 9 und 100 °C für 30 min. durchgeführt. Als Primärantikörper wurde der 

monoklonale PD-L1-Kaninchen-IgG-Antikörper 73-10 von Leica Biosystems unverdünnt 

eingesetzt. 

Für die Auswertung wurde der Tumor Proportion Score (TPS) genutzt. Dieser stellt das 

Verhältnis der Anzahl der PD-L1-positiven Tumorzellen zur Gesamtanzahl aller vitalen 

Tumorzellen dar: 

 

  TPS   =   x 100 

 

Der TPS wurde dabei in Prozent angegeben. Es wurde die partielle oder komplette Färbung 

der Tumorzellmembran jeglicher Intensität als PD-L1-positiv gewertet, während die 

zytoplasmatische Färbung nicht berücksichtigt wurde. Das Ergebnis des Scores wurde in 

drei Kategorien eingeteilt: keine PD-L1-Expression (< 1 %), moderate PD-L1-Expression (1 - 

49 %) und starke PD-L1-Expression (≥ 50 %). Ein Score von ≥ 1 % wurde als PD-L1-positiv 

gewertet. [114, 115] 

 

3.4.4 CD3, CD4 und CD8 

 

Bei der CD3-, CD4- und CD8-IHC wurde die Antigendemaskierung jeweils durch eine 

Hitzevorbehandlung in EDTA-Puffer bei pH 9 und 100 °C für 30 min. durchgeführt. Als 

Anzahl PD-L1 positiver Tumorzellen 

Gesamtanzahl aller vitalen Tumorzellen 
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Primärantikörper wurden der monoklonale CD3-Maus-IgG-Antikörper F7.2.38 von dako mit 

der Verdünnung 1:50, der monoklonale CD4-Maus-IgG-Antikörper 4B12 von Leica 

Biosystems mit der Verdünnung 1:500 und der monoklonale CD8-Maus-IgG-Antikörper 

4B11 von Leica Biosystems mit der Verdünnung 1:100 eingesetzt. 

Bei der Auswertung wurde der vitale Tumorbereich mit der größten Dichte an CD3⁺-, CD4⁺- 

bzw. CD8⁺- Immunzellen auf dem Präparat gesucht. Anschließend wurden jeweils die CD3⁺-

, CD4⁺- bzw. CD8⁺-Immunzellen pro High-Power-Field (HPF) manuell mit Hilfe von ImageJ 

ausgezählt. Das HPF stellt einen Ausschnitt des Präparats bei 400-facher Vergrößerung 

(Objektiv 40:1 und Okular 10x) dar. Zur besseren Vergleichbarkeit mit anderen Studien 

wurde zusätzlich die Lymphozytenzahl in Lymphozyten/mm² umgerechnet. 

 

3.5 Next Generation Sequencing  
 

3.5.1 RNA-Isolierung 

 

Der erste Schritt der RNA-Sequenzierung mittels Next-Generation-Sequencing stellte die 

Gewinnung von RNA aus dem Tumor des Patienten dar. Dazu wurden als erstes von jedem 

FFPE-Gewebeblock am Mikrotom unter RNase-freien Bedingungen 6 - 8 Schnitte à 10 µm 

Dicke angefertigt und auf Adhäsions-Objektträgern, welche mit Nuklease-freiem Wasser 

benetzt wurden und sich auf einer 50 °C warmen Heizplatte befanden, entfaltet. 

Anschließend wurden die Objektträger bei Raumtemperatur getrocknet.  

Für die weiteren Schritte wurde mit dem Maxwell RSC RNA FFPE Kit von Promega 

gearbeitet. 

Das Tumorgewebe wurde von jedem der 6 - 8 Objektträger mit einem sterilen Skalpell 

heruntergekratzt und in ein Mikroreaktionsgefäß (1,5 ml) mit bereits vorgelegten 400 µl 

Mineralöl gegeben. Um ausschließlich Tumorgewebe zu erhalten, wurde der jeweilige 

Leerschnitt vor den zugehörigen HE-Schnitt gehalten, auf dem die Grenzen des 

Tumorgewebes eingezeichnet waren. Im Anschluss wurde das Gefäß für 10 Sekunden 

gevortext und für 2 Minuten bei 80 °C im Heizblock inkubiert. Für die Freisetzung der 

Nukleinsäuren aus den Zellen wurde pro Probe ein Mix bestehend aus 224 µl Lyse-Puffer 

und 25 µl Proteinase K zu den Proben gegeben. Zusätzlich wurde 1 µl Blue Dye dazu 

gegeben, um für die weiteren Schritte die wässrige Phase farblich hervorzuheben. Nach 

kurzem Vortexen für 5 Sekunden und anschließendem Zentrifugieren bei 10000 g für 20 
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Sekunden, bei dem die Phasen aufgetrennt wurden, wurden die Proben auf dem Heizblock 

zunächst bei 56 °C für 30 Minuten und danach bei 80 °C für 2 Stunden inkubiert. 

Darauf erfolgte der DNase-Verdau, um die DNA zu entfernen und ausschließlich RNA zu 

behalten. Für den Verdau wurden jeweils 26 µl MnCl2 0,09 M und 14 µl DNase-Puffer und 

10 µl DNase I zu den Proben gegeben und für 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 

Die Proben wurden für 2 Minuten bei maximaler Geschwindigkeit (16873 g) 

runterzentrifugiert und umgehend in den Maxwell überführt. Nach der Isolierung im 

Maxwell wurden die Proben nochmals anzentrifugiert und das fertige Isolat bei - 25 °C 

gelagert. 

 

3.5.2 Messung der Konzentration der Start-RNA 

 

Für die Sequenzierung sollte eine RNA-Menge von 200 ng eingesetzt werden. Um das 

benötigte Volumen von der isolierten RNA zu ermitteln, wurde eine 

Konzentrationsmessung mit Hilfe des QuantiFluor RNA System von Promega durchgeführt. 

Es wurde dem Protokoll des QuantiFluor Dye System für „RNA, high-concentration 

standard curve“ gefolgt. Dabei wurde der QuantiFluor Farbstoff im Verhältnis 1:400 mit 1x 

TE-Puffer (10 mM Tris-HCl mit 1 mM EDTA-Na2) verdünnt, der eine Suspendierung der RNA 

gewährleistete. Anschließend wurden 195 µl dieses Ansatzes mit 5 µl Probe-RNA versetzt, 

gevortext und für 5 Minuten bei Raumtemperatur in Dunkelheit inkubiert. Danach erfolgte 

die Messung mit dem Quantus Fluorometer. Der Standard hatte eine Konzentration von 

100 ng/µl. 

 

3.5.3 Erstellung von DNA-Bibliotheken 

 

Um die Proben für die Sequenzierung vorzubereiten, wurde für jede Probe eine sogenannte 

DNA-Bibliothek erstellt. Dieser Prozess beinhaltet folgende Schritte: Zunächst wird die 

isolierte RNA in eine doppelsträngige DNA überschrieben. Entscheidend für diesen Schritt 

ist das Enzym Reverse Transkriptase, welche eine RNA-abhängige DNA-Polymerase ist. Sie 

kann, nachdem ein Primer an die RNA hybridisiert wurde, einen zum RNA-Strang 

komplementären DNA-Strang (cDNA) synthetisieren. Am Ende dieses Vorgangs wird die 

Reverse Transkriptase gestoppt, indem sie durch Hitze zerstört wird.  
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Dann erfolgt die Synthese des zweiten DNA-Strangs, für den eine DNA-abhängige DNA-

Polymerase und Desoxynukleosidtriphosphate als Substrat benötigt werden. Außerdem 

wird eine RNase hinzugefügt, um sicherzustellen, dass verbliebene RNA nun abgebaut wird. 

Nachdem nun doppelsträngige DNA-Stränge vorliegen, erfolgt das sogenannte End-Repair 

und dA-Tailing. Nach der reversen Transkription sind die DNA-Fragmente an den Enden 

unterschiedlich lang, sodass einige Basen ungepaart vorliegen. Dieser Zustand muss 

aufgehoben werden, weil sich ungepaarte Basen eines Strangs mit ungepaarten Basen 

eines weiteren Strangs schnell paaren, was es zu vermeiden gilt.  Im Zuge des End-Repair 

werden die fehlenden komplementären Basen an die Enden angebaut, sodass schließlich 

beide Stränge gleich lang sind und glatt enden. Sobald die Enden glatt sind, kann an die 3‘-

Enden der beiden Stränge jeweils ein Adenin angehangen werden (dA-Tailing). Dieses 

Adenin ermöglicht im darauffolgenden Schritt die Bindung des Adapters, der seinerseits ein 

Thymin am 3‘-Ende besitzt, sodass sich diese komplementären Basen binden [116]. Das 

Anfügen von Adaptern an die beiden Enden des DNA-Strangs hat mehrere Gründe. Der 

Adapter dient zum einen als Bindungsstelle für die Primer, die später verwendet werden.  

Der Vorteil ist, dass dadurch, dass sämtliche DNA-Stränge mit derselben Adaptersequenz 

versehen sind, nur ein Primer für alle DNA-Stränge verwendet werden kann. Abgesehen 

davon ist an den Adaptern ein Barcode angehangen, also eine spezielle, individuelle DNA-

Sequenz, anhand der mehrere Proben voneinander unterschieden werden können. Neben 

dem Barcode, der bei jeder Probe anders ist, enthält der Adapter auch noch die Unique 

Molecular Indices (UMIs), welche für jedes einzelne DNA-Fragment einmalig sind. Für die 

spätere Sequenzierung ist noch wichtig, dass DNA-Stränge mithilfe des Adapters an die 

Flow Cell im Sequencer binden können. Nach einer ersten Aufreinigung erfolgt das Single 

Primer Extension (SPE) Target Enrichment. Hier wird das Panel hinzugefügt, sodass später 

nur die Gene sequenziert werden, welche im Panel enthalten sind. Auch nach diesem 

Schritt erfolgt eine Aufreinigung, an welche dann die Universal-PCR angeschlossen wird, 

um die vorhandenen DNA-Fragmente zu amplifizieren. Zuletzt wird die amplifizierte DNA 

nochmals aufgereinigt. Danach können die fertigen DNA-Bibliotheken für ca. 3 Monate bei 

- 20 °C gelagert werden. 

 

Die Erstellung der DNA-Bibliotheken erfolgte nach dem Protokoll des QIAseq RNA Fusion 

XP Panel von Qiagen. Es wurden die Reagenzien des QIAseq RNA Fusion XP Human Solid 

Tumor Panel und des QIASeq 96-Unique Dual Index Set A (384) von Qiagen verwendet. Es 
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wurden 200 ng RNA eingesetzt, weshalb vorab eine Verdünnung gemäß den zuvor 

gemessenen Konzentrationen mit Nuklease-freiem Wasser erfolgte. Von der Verdünnung 

wurden 5 µl eingesetzt. 

 

3.5.3.1 Synthese des ersten Strangs cDNA 

 

Die Synthese des ersten Strangs cDNA bestand aus zwei Zwischenschritten (s. Tabelle 11). 

Im ersten Schritt wurde ein Primer an die RNA gebunden. Dazu wurden 5 µl der zuvor 

verdünnten RNA-Probe in einen im Kühlblock befindlichen PCR-Streifen überführt und mit 

1 µl RP Primer II versetzt. Der Ansatz wurde durch Pipettieren gemischt und kurz 

anzentrifugiert. Dann erfolgte eine Inkubation bei 65 °C für 5 min. im Thermocycler. Im 

Anschluss wurde die Probe sofort für 2 min. im Kühlblock gekühlt, um das Priming zu 

stoppen. 

Danach erfolgte als zweiter Schritt die reverse Transkription. Für jede Probe wurden 2 µl 

BC3-Puffer (5x), 1 µl RNase Inhibitor und 1 µl EZ Reverse Transkriptase benötigt. Dazu 

wurde ein Mastermix angefertigt, der die genannten Reagenzien entsprechend der 

Probenanzahl enthielt. Jeweils 4 µl des Mastermix wurden zu jeder Probe im PCR-Streifen 

gegeben, durch Pipettieren gemischt und kurz anzentrifugiert. Danach erfolgte die reverse 

Transkription im Thermocycler entsprechend des Protokolls aus Tabelle 11. Im Anschluss 

wurde der PCR-Streifen kurz anzentrifugiert und für den nächsten Schritt im Kühlblock 

gelagert. 

 

Tabelle 11: Verbrauchsmaterialien und Thermocycler-Einstellungen für die Synthese des ersten Strangs cDNA 

Schritt Mastermix (pro Probe) Cycler 

Reagenz Vol. 
(µl) 

Schritt Temp. 
(°C) 

Zeit 
(min.) 

Temp. Deckel 
(°C) 

Priming Probe RNA (verdünnt 
s.o.) 

5 1 65 5 103 

  

RP Primer II 1   

Total 6 

Reverse 
Transkription 

Probe RNA (nach 
zufälligem Priming aus 
dem vorherigen 
Schritt) 

6 1 25 10 103 

2 42 30 

  

3 70 15 

BC3 Puffer, 5x 2 4 4 halten 

RNase Inhibitor 1   
EZ Reverse 
Transkriptase 

1 

Total 10 
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3.5.3.2 Synthese des zweiten Strangs DNA 

 

Für die Synthese des zweiten Strangs wurde erneut ein Mastermix angesetzt. Dazu wurden 

pro Probe 5 µl Nuklease-freies Wasser, 2 µl BLU-Puffer, 1 µl RH RNase, 1 µl dNTP II und 1 

µl POL-Enzym gemixt. Je 10 µl  Mastermix wurden zu den 10 µl Probe im PCR-Streifen 

gegeben, durch Pipettieren gemixt und kurz anzentrifugiert. Danach wurde der PCR-Lauf 

mit den Einstellungen gemäß Tabelle 12 durchgeführt. Nach dem Lauf wurde der PCR-

Streifen kurz anzentrifugiert und dann für den nächsten Schritt im Kühlblock gelagert. 

 

Tabelle 12: Verbrauchsmaterialien und Thermocycler-Einstellungen für die Synthese des zweiten Strangs cDNA 

Schritt Mastermix (pro Probe) Cycler 

Reagenz Vol. (µl) Schritt Temp. (°C) Zeit (min.) Temp. Deckel (°C) 

Synthese 
des 
zweiten 
Strangs 

Probe cDNA (aus 
vorherigem Schritt) 

10 1 37 7 103 

2 65 10 

Nuklease-freies Wasser 5 3 80 10 

BLU Puffer 2 4 4 halten 

RH RNase 1         

dNTP II 1         

POL Enzym 1         

Total 20         

 

 

3.5.3.3 End-Repair/dA-Tailing 

 

Für das End-Repair/dA-Tailing wurde wieder ein Mastermix angesetzt. Dieser bestand aus 

5 µl ERA-Puffer (10x), 10 µl ERA-Enzym und 15 µl Nuklease-freiem Wasser pro Probe. Da 

dieser Mix viskös war und dadurch ein Volumenverlust zu erwarten war, wurde von jedem 

Reagenz ein um 10 % höheres Volumen eingesetzt. Zudem war es bei diesem Schritt 

wichtig, dass der Mastermix im Kühlblock angesetzt wurde. Von dem Mastermix wurden 

30 µl zu den 20 µl Probe gegeben, durch Pipettieren gemixt und anzentrifugiert. Danach 

wurde der PCR-Lauf mit den Einstellungen aus Tabelle 13 durchgeführt. Schließlich wurde 

der PCR-Streifen für die Adapter-Ligation wieder im Kühlblock gelagert. 
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Tabelle 13: Verbrauchsmaterialien und Thermocycler-Einstellungen für das End-repair/dA-Tailing 

Schritt Mastermix (pro Probe) Cycler 

Reagenz Vol. (µl) Schritt Temp. (°C) Zeit (min.) Temp. Deckel (°C) 

End 
Repair/dA- 
Tailing 

Probe DNA (aus 
vorherigem Schritt) 

20 1 4 1 70 

2 20 30 

ERA Puffer, 10x 5 3 65 30 

Nuklease-freies Wasser 15 4 4 halten 

ERA Enzym, 5x 10         

Total 50         

 

3.5.3.4 Adapter Ligation 

 

Es wurde zunächst ein Mastermix aus 20 µl Ligation-Puffer (5x), 10 µl DNA-Ligase und 15 µl 

Nuklease-freiem Wasser pro Probe angesetzt. Auch hier wurde 10 % mehr Volumen pro 

Reagenz angesetzt, da der Mix viskös war. Um Verwechslungen an dieser Stelle zu 

vermeiden, wurde nun zunächst notiert, welcher i7-Adapter zu welcher Probe gehören 

sollte. Anschließend wurden 5 µl des jeweiligen i7-Adapters zur zugehörigen Probe im PCR-

Streifen gegeben. Dann wurden 45 µl Mastermix zur Probe mit dem i7-Adapter hinzugefügt 

und durch Pipettieren gemischt. Dieser Ansatz wurde für 15 min. bei 20 °C im Thermocycler 

inkubiert (s. Tabelle 14). Danach wurde direkt mit der ersten Aufreinigung fortgefahren. 

 

Tabelle 14: Verbrauchsmaterialien und Thermocycler-Einstellungen für die Adapter-Ligation 

Schritt Mastermix (pro Probe) Cycler 

Reagenz Vol. (µl) Schritt Temp. (°C) Zeit (min.) Temp. Deckel (°C) 

Adapter 
Ligation 

Probe DNA (aus 
vorherigem Schritt) 

50 1 4 bis START aus 

2 20 15 

i7-Adapter und Index 5 3 4 halten 

Ligation-Puffer, 5x 20   

DNA Ligase 10 

Nuklease-freies Wasser 15 

Total 100 

 

3.5.3.5 Aufreinigung 1 

 

Nach der Adapter-Ligation fand eine erste Aufreinigung statt, um überschüssige DNA 

auszuwaschen und die verbliebenen Enzyme zu entfernen.  

Zur Vorbereitung für die Aufreinigung wurde 80%-iges Ethanol angesetzt und die QIAseq 

Beads, welche magnetisch sind und DNA binden können, gemischt. Das Ethanol (EtOH) 
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konnte auch für die weiteren Aufreinigungen verwendet werden, sofern diese am gleichen 

Tag anstanden. Andernfalls wurde das Ethanol neu angesetzt. 

Die 100 µl Probe aus der Adapter-Ligation wurden in ein 1,5 µl Mikroreaktionsgefäß 

überführt und mit 80 µl QIAseq Beads durch pipettieren gemixt. Nach einer 5-minütigen 

Inkubationszeit, in der die DNA an die Beads binden konnte, wurden die Proben auf einem 

Magnetständer platziert. So wurden die Beads, die nun die DNA-Fragmente gebunden 

hatten, separiert. Sobald die Lösung klar war, konnte der Überstand mit einer Pipette 

abgenommen und verworfen werden. 

Nun erfolgte der erste Waschschritt mit 220 µl EtOH 80 %. Dabei wurde das 

Mikroreaktionsgefäß dreimal auf dem Magnetständer rotiert, um so die Beads durch das 

EtOH zu waschen. Danach wurde eine Minute gewartet und das EtOH wieder entfernt und 

verworfen. Dieser Waschschritt erfolgte darauf ein zweites Mal. Nachdem auch hier das 

EtOH wieder verworfen worden ist, wurden die Beads solange getrocknet, bis Risse sichtbar 

waren. Dadurch wurde sichergestellt, dass das Ethanol komplett verdunstet war. 

Nun erfolgte der dritte Waschschritt. Dafür wurden die getrockneten Beads in 50 µl Wasser 

eluiert und danach mit weiteren 55 µl QIAseq Beads gemixt. Erneut wurden die Proben 

nach einer 5-minütigen Inkubationszeit auf dem Magnetständer platziert und sobald die 

Lösung klar war, wurde der Überstand entfernt. Es wurden wieder 220 µl EtOH 80 % 

hinzugefügt, das Mikroreaktionsgefäß wurde dreimal auf dem Magnetständer rotiert und 

nach einer Minute wurde der Überstand entfernt. Der gesamte Schritt wurde ein weiteres 

Mal durchgeführt, sodass insgesamt vier Waschschritte während dieser Aufreinigung 

erfolgten.  

Nach dem vierten Waschschritt wurden die Beads wieder getrocknet und, sobald das 

Ethanol komplett verdunstet war, in 12,4 µl Wasser eluiert. Dadurch wurde die DNA wieder 

von den Beads gelöst. Das Mikroreaktionsgefäß wurde auf den Magnetständer gestellt, um 

die im Wasser gelöste DNA von den Beads zu trennen. 10,4 µl DNA wurden dann in einen 

neuen PCR-Streifen übertragen. Damit war die Aufreinigung abgeschlossen und es konnte 

mit dem SPE Target Enrichment fortgefahren werden. 

 

3.5.3.6 SPE-Target-Enrichment 

 

Für die SPE-Target-Enrichment-PCR wurde ein Mastermix angesetzt. Dazu wurden pro 

Probe 4 µl TEPCR-Puffer (5x), 4 µl QIAseq RNA Fusion XP Panel, 0,8 µl IL-Forward Primer 
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und 0,8 µl HotStarTaq-DNA-Polymerase eingesetzt. Es wurde erneut pro Reagenz ein um 

10 % höheres Volumen gewählt. 10,4 µl Probe wurden mit 9,6 µl Mastermix gemischt und 

anzentrifugiert. Anschließend erfolgte die PCR gemäß den Einstellungen aus Tabelle 15. 

Nach der PCR wurden die Proben vor der zweiten Aufreinigung im Kühlblock gelagert. 

 

 Tabelle 15: Verbrauchsmaterialien und Thermocycler-Einstellungen für die SPE-Target-Enrichment-PCR 

Schritt Mastermix (pro Probe) Cycler 

Reagenz Vol. 
(µl) 

Schritt Zyklen Temp. 
(°C) 

Zeit 
(min.) 

Temp. Deckel 
(°C) 

SPE Target 
Enrichment 

Probe DNA 
(aufgereinigt) 

10,4 1 1 95 13 103 

98 2 

TEPCR-Puffer, 
5x 

4 2 8 98 
68 

0,25 
10 

QIAseq RNA 
Fusion XP 
Panel 

4 3 1 72 2 
 

  
 

  
4 halten 

IL-Forward 
Primer 

0,8     

HotStarTaq 
DNA 
Polymerase 

0,8           
          

Total 20       

 

3.5.3.7 Aufreinigung 2 

 

Nachdem die SPE-Target-Enrichment-PCR beendet war, erfolgte sofort die zweite 

Aufreinigung. Im Gegensatz zur ersten Aufreinigung bestand die zweite Aufreinigung nur 

aus zwei anstatt aus vier Waschschritten. Diese zwei Waschschritte waren identisch zu den 

ersten beiden Schritten aus der ersten Aufreinigung.  

Zunächst wurden im PCR-Streifen die 20 µl mit der Probe aus der vorherigen PCR mit 30 µl 

Nuklease-freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 50 µl gebracht. Die 50 µl wurden in 

ein 1,5 µl Mikroreaktionsgefäß überführt und mit 55 µl QIAseq Beads durch Pipettieren 

gemixt. 

Ab jetzt erfolgten die Waschschritte nach dem Programm aus der ersten Aufreinigung: 

Nach einer 5-minütigen Inkubationszeit wurden die Proben auf einem Magnetständer 

platziert. Sobald die Lösung klar war, konnte der Überstand mit einer Pipette abgenommen 

und verworfen werden. 

Im ersten Waschschritt wurden 220 µl EtOH 80 % hinzugefügt und anschließend wurde das 

Mikrorektionsgefäß dreimal auf dem Magnetständer rotiert, um so die Beads durch das 
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EtOH zu waschen. Danach wurde eine Minute gewartet und das EtOH wieder entfernt und 

verworfen. Dieser Waschschritt erfolgte darauf ein zweites Mal. Nachdem auch hier das 

EtOH wieder verworfen worden ist, wurden die Beads solange getrocknet, bis Risse sichtbar 

waren. 

Dann wurden die Beads in 15,4 µl sterilem Wasser eluiert und auf den Magnetständer 

gegeben. Nachdem die DNA von den Beads separiert worden ist, wurden 13,4 µl eluierte 

DNA in einen neuen PCR-Streifen überführt.  

 

3.5.3.8 Universal-PCR-Amplifikation 

 

Für die Universal-PCR-Amplifikation wurde ein Mastermix aus 4 µl RNA-Puffer II (5x), 1,8 µl 

Nuklease-freiem Wasser und 0,8 µl Taqlt Plus Enzym pro Probe erstellt. 13,4 µl Probe 

wurden mit 6,6 µl Mastermix versetzt und durch Pipettieren gemischt. Nun mussten für die 

PCR noch die lyophilisierten UDI Index Primer hinzugefügt werden. Der UDI Index Primer 

musste zu dem jeweiligen Adapter aus der Adapter Ligation passen. Um den lyophilisierten 

UDI Index Primer zu lösen, wurde die Probe mit dem Mastermix zu dem jeweils passenden 

Primer pipettiert und dadurch gelöst. Anschließend wurde das gesamte Volumen, welches 

nun auch den UDI Index Primer enthielt, in einen neuen PCR-Streifen gegeben und kurz 

anzentrifugiert. Dann erfolgte die PCR nach den Einstellungen aus Tabelle 16. Im Anschluss 

an die PCR wurden die Proben vor der dritten Aufreinigung im Kühlblock gelagert. 

 

Tabelle 16: Verbrauchsmaterialien und Thermocycler-Einstellungen für die Universal-PCR 

Schritt Mastermix (pro Probe) Cycler 

 Reagenz Vol. 
(µl) 

Schritt Zyklen Temp. 
(°C) 

Zeit (min.) Temp. Deckel 
(°C) 

Universal
-PCR 

Probe DNA 
(aufgereinigt) 

13,4 1 1 95 2 103 

98 1 

RNA-Puffer II, 5x 4 2 28 95 0,25 

Nuklease-freies 
Wasser 

1,8 60 1 

TaqIt Plus Enzym 0,8 3 1 72 1 

Total 20 4 halten 
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3.5.3.9 Aufreinigung 3 

 

Direkt im Anschluss an die Universal-PCR erfolgte die dritte und letzte Aufreinigung. Diese 

war identisch zur zweiten Aufreinigung, weshalb diese hier nicht nochmal explizit 

erläutert ist.  

Nach dem letzten Waschschritt wurden die Beads in 25 µl sterilem Wasser eluiert und auf 

den Magnetständer gegeben. Nachdem die DNA von den Beads separiert worden war, 

wurden 21 µl eluierte DNA in ein neues Mikroreaktionsgefäß (1,5 ml) überführt.  

Damit war die DNA-Bibliothek fertig erstellt. Die DNA-Bibliothek wurde bis zur 

Sequenzierung bei - 20 °C gelagert.  

 

3.5.4 Messung der finalen Konzentrationen und Fragmentlängen 

 

Bevor mit der Vorbereitung zur Sequenzierung begonnen werden konnte, erfolgte eine 

Qualitätskontrolle, bei der die finalen Konzentrationen und die Fragmentlängen der DNA-

Fragmente in den Proben gemessen wurden. Dies war notwendig, um die für die 

Sequenzierung einzusetzende DNA-Menge zu bestimmen. 

Die Messung der finalen Konzentrationen erfolgte mit Hilfe des Qubit 1x dsDNA HS Assay 

Kit von ThermoFisher. Dazu wurden zunächst die beiden Standards vorbereitet. In zwei 0,5 

ml Mikroreaktionsgefäße wurden je 190 µl dsDNA HS Assay vorgelegt. Dazu wurden jeweils 

10 µl Qubit Standard gegeben, und zwar einmal Standard S1 und einmal Standard S2. 

Anschließend wurden pro Probe 198 µl dsDNA HS Assay in ein 0,5 ml Mikroreaktionsgefäß 

vorgelegt und mit 2 µl Probe versetzt. Nun wurden die beiden Standards und die Proben 

gevortext und für 2 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach konnte die DNA-

Messung auf dem Qubit Fluorometer erfolgen. 

Die Fragmentlängenanalyse erfolgte auf dem QIAxcel Advanced mit den entsprechenden 

Reagenzien des QIAxcel DNA High-Sensitivity Kit von Qiagen. Hierzu wurden in einem 12er 

PCR-Streifen zunächst 8 µl QIAxcel Dilution Puffer vorgelegt. Dazu wurden 2 µl Probe 

gegeben. Wurden weniger als 12 Proben in einem Lauf gemessen, wurden die Wells im 

Streifen, die keine Probe enthielten, mit 10 µl QIAxcel Dilution Puffer befüllt. Danach wurde 

der QIAxcel beladen. Der QIAxcel wurde zuvor schon mit dem Alignment Marker und dem 

Size Marker, die zur Kalibrierung bzw. als Referenz dienten, sowie mit QX Waschpuffer und 

QX Separation-Puffer beladen. Nun konnte die Messung der Fragmentlängen erfolgen. 
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3.5.5 Vorbereitung und Start der Sequenzierung 

 

Zur Vorbereitung auf die Sequenzierung wurden alle Proben nach Bestimmung der finalen 

Konzentrationen und Fragmentlängen mit Nuklease-freiem Wasser auf je 4 nM verdünnt, 

gevortext und runterzentrifugiert. Im Anschluss daran konnten die verdünnten DNA-

Bibliotheken für die Sequenzierung zusammengegeben werden. Dieser Schritt wird als 

Pooling bezeichnet. Durch die individuellen Barcodes konnten die Proben weiterhin 

auseinandergehalten werden, obwohl sich nun alle Proben in einem Reagenz befanden. 

Nachdem 20 µl der gepoolten Bibliotheken mit 20 µl Nuklease-freiem Wasser auf 2 nM 

verdünnt worden waren, erfolgte die Denaturierung der DNA, um diese für die 

Sequenzierung zugängig zu machen. Dazu wurden 10 µl der 2 nM gepoolten Bibliotheken 

mit 10 µl 200 mM NaOH versetzt, gevortext, für 45 Sekunden bei 0,8 rpm zentrifugiert und 

schließlich für 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 

Anschließend wurde die Denaturierung gestoppt, indem 10 µl 200 mM Tris-HCl 

hinzugegeben, erneut gevortext und für 45 Sekunden bei 0,8 rpm zentrifugiert wurde. 

Ab diesem Schritt wurden die denaturierten DNA-Bibliotheken im Kühlblock 

weiterverarbeitet, um eine Renaturierung der DNA zu verhindern. 

Es erfolgten mehrere Verdünnungen mit HT1-Puffer aus dem NextSeq 500/550 Mid-Output 

Kit v2.5 von Promega, um die denaturierte DNA auf die finale Konzentration von 0,6 pM zu 

verdünnen. 

Die Verdünnungen wurden wie folgt durchgeführt: Zunächst erfolgte eine Verdünnung auf 

20 pM, indem 30 µl denaturierte DNA mit 970 µl HT1 versetzt wurde. Dann wurde 500 µl 

20 pM denaturierte DNA mit 500 µl HT1 auf 10 pM verdünnt, davon 100 µl mit 900 µl HT1 

auf 1 pM verdünnt und schließlich 900 µl 1 pM denaturierte DNA mit 600 µl HT1 auf 0,6 

pM verdünnt.  

Nun konnte die eigentliche Beladung des NextSeq-550-Sequencers erfolgen. Dafür wurde 

die zum Sequencer passende Reagenzienkartusche, eine Pufferkartusche und eine Flow 

Cell benötigt, welche im NextSeq 500/550 Mid-Output Kit v2.5 von Promega enthalten 

waren. Die Reagenzienkartusche beinhaltet verschiedene für die Sequenzierung relevante 

Reagenzien und besitzt sowohl einen Behälter für die gepoolten und denaturierten DNA-

Bibliotheken, als auch einen Behälter für den benötigten Primer. Die Pufferkartusche 

enthält verschiedene Waschpuffer bzw. -lösungen. Auf der Flow Cell findet die 

Sequenzierung statt. Die Kartusche des NextSeq 550, die bei - 25 °C gelagert wurde, wurde 
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eine Stunde im Wasserbad bei Raumtemperatur aufgetaut und ab 30 min. vor der 

Sequenzierung bei Raumtemperatur außerhalb des Wasserbads gelagert. Die Flow Cell 

wurde bei 4 °C gelagert und wurde ebenfalls ab 30 min. vor der Sequenzierung bei 

Raumtemperatur aufbewahrt.  

Die Reagenzienkartusche wurde mit 2 ml 0,3 µM QIAseq Read 1 Custom Primer I aus dem 

QIASeq 96-Unique Dual Index Set A (384) von Qiagen und mit 1,3 ml der gepoolten und 

denaturierten DNA-Bibliotheken jeweils an der dafür vorgesehenen Position befüllt. 

Nun wurde die Reagenzien- und die Pufferkartusche, sowie die Flow Cell in den Sequencer 

geladen. 

Es wurde eine Paired-End-Sequenzierung mit einer Read-Länge von 2 x 149 Basenpaaren 

durchgeführt. Die Verarbeitung und Auswertung der Sequenzierdaten erfolgte mit Hilfe der 

Software CLC Genomics Workbench 22. 

 

3.6 Genexpressionsanalyse 
 

Nach Auswertung aller Sequenzierdaten wurde die Genexpression in MSI-Tumoren mit 

NTRK-Genfusion im Vergleich zu MSI-Tumoren ohne NTRK-Genfusion analysiert. Dies 

erfolgte mittels der Software Ingenuity Pathway Analysis (IPA) von Qiagen, welche die 

Sequenzierdaten aus der CLC Genomics Workbench nutzte. Es wurde die Genexpression 

von insgesamt 54309 Genen analysiert. Nach dem Herausfiltern von ausschließlich 

proteincodierenden Genen verblieben 19834 Gene. Da nur statistisch signifikante 

Unterschiede in der Genexpression mit einem p-Wert ≤ 0,05 relevant waren, blieben 187 

Gene übrig. Zuletzt wurde ein Unterschied in der Genexpression in den beiden Gruppen 

nur als relevant angesehen, wenn die Genexpression in einer Gruppe mindestens um das 

Doppelte erhöht bzw. mindestens um die Hälfte erniedrigt war. Dies entspricht einer 

Log₂FoldChange von ≥ 1 bzw. ≤ -1. Somit blieben schließlich 178 relevante Gene übrig, 

deren Expression innerhalb der beiden Gruppen verglichen wurde. 

 

3.7 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung 
 

Für die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) wurden die Reagenzien des ZytoLight 

FISH-Tissue Implementation Kit von Zytovision genutzt. Nicht in diesem Kit enthaltene 
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Reagenzien sind unter „3.1.2 Chemikalien, Enzyme, Nukleotide und Beads“ expliziert 

aufgeführt. Zuerst wurde von dem FFPE-Gewebeblock ein Schnitt von 3 µm Dicke 

angefertigt und auf einen Objektträger gezogen. Das Präparat wurde über Nacht bei 60 °C 

im Ofen inkubiert. Dann erfolgte die Entparaffinierung des Gewebes. Dazu wurde das 

Präparat für 2 x 10 min. in 100 % Clearene inkubiert und über eine absteigende 

Alkoholreihe in destilliertes Wasser überführt. Das Präparat wurde in einer Plastikküvette 

mit Heat Pretreatment Solution verschlossen und für 20 min. bei 96 °C im Wasserbad 

inkubiert. Vor dem Pepsin-Verdau wurde das Präparat für 3 min. erneut in destilliertes 

Wasser platziert. Durch den Pepsin-Verdau wurden die Zellen auf dem Schnitt zersetzt und 

für die DNA zugänglich gemacht. Dazu wurde auf das Präparat Pepsin getropft und auf dem 

Gewebe verteilt. Dann erfolgte der Verdau für 15 min. bei 37 °C im Thermobrite.  

Der Verdau wurde anschließend durch 100 % Ethanol gestoppt und in 2x SSC-Waschpuffer 

bei Raumtemperatur für 5 min. gewaschen. 

Im nächsten Schritt erfolgte die Fixierung des Gewebes. Dazu wurden zuerst 20 ml 

Formaldehyd 37 % mit 180 ml phosphatgepufferter Salzlösung (PBS-Puffer, 10x) gemischt. 

Der PBS-Puffer bestand aus 87,5 g NaCl, 2,75 g KH₂PO₄ und 2 g KCl aufgefüllt mit 1000 ml 

destilliertem Wasser. Dann wurde das Präparat für 10 min. in das gepufferte Formaldehyd 

gegeben, anschließend 10 min. in 2x SSC-Waschpuffer gewaschen und mit einer 

aufsteigenden Alkoholreihe entwässert.  

Nachdem das Präparat getrocknet war, wurde mit einem Diamantstift auf der Rückseite 

des Objektträgers der Tumorbereich eingekratzt, um diesen später unter dem Mikroskop 

besser lokalisieren zu können. 

Nun erfolgte die Hybridisierung der Sonde. Bei dieser Arbeit kamen die NTRK1-Sonde 

(Zytolight SPEC NTRK1 Dual Color Break Apart Probe von Zytovision), die NTRK2-Sonde 

(Zytolight SPEC NTRK2 Dual Color Break Apart Probe von Zytovision), die NTRK3-Sonde 

(Zytolight SPEC NTRK3 Dual Color Break Apart Probe von Zytovision) und die ALK-Sonde 

(SPEC ALK Dual Color Break Apart Probe von Zytovision) zum Einsatz. Die jeweilige Sonde 

wurde unverdünnt auf das Präparat getropft, mit einem Deckgläschen versehen und mit 

Fixogum versiegelt. Dann erfolgte auf dem Thermobrite zuerst die Denaturierung bei 76 °C 

für 10 min. und danach die Inkubation bei 37 °C über Nacht. 

Am nächsten Tag erfolgte ein letzter Waschschritt. Dazu wurde das Fixogum und das 

Deckgläschen vom Präparat entfernt und das Präparat in eine Küvette mit 25x Waschpuffer 

A gegeben. Nun wurde die Küvette für 2 x 5 min. bei 37 °C in das Wasserbad gestellt. 
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Zuletzt wurde das Präparat durch eine weitere aufsteigende Alkoholreihe entwässert und 

mit 10 µl DAPI Ultra zur Gegenfärbung und einem Deckgläschen versehen.  

Danach wurde das Präparat unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Die Auswertung 

der FISH erfolgte mit Hilfe der Software von BioView. Es wurden mindestens 100 Zellen aus 

verschiedenen Bereichen des Tumors untersucht. Das Signal der Sonde war proximal des 

jeweiligen Gens grün und distal des Gens orange. Bei einer normalen Zelle ohne Genfusion 

waren deshalb zwei grün-orange Signale zu erkennen. Eine Zelle mit Genfusion wies 

entweder ein separates grünes und ein separates oranges Signal auf oder nur ein einzelnes 

oranges Signal. Letzteres beruhte auf einer Deletion proximal der Bruchstelle oder einer 

unbalancierten Translokation. Ein grün-oranges Signal galt als separiert, wenn mehr als 

eine Signalstärke Abstand zwischen dem grünen und dem orangen Signal vorlag. Wiesen 

von den mindestens 100 untersuchten Zellen über 10 % eine Genfusion auf, so wurde das 

Präparat als positiv hinsichtlich einer Genfusion gewertet. [117] 

 

3.8 Pyrosequenzierung 
 

Das MLH1-Gen ist bei sporadischen Kolonkarzinomen durch eine Methylierung des MLH1-

Promotors inaktiviert. Durch die Pyrosequenzierung kann ermittelt werden, ob der MLH1-

Promotor methyliert ist. Vor der Sequenzierung muss die DNA präpariert werden. Als erstes 

wird die Bisulfit-Konvertierung durchgeführt. Durch diese wird unmethyliertes Cytosin in 

der DNA in Uracil umgewandelt, während methyliertes Cytosin unverändert bleibt. Das 

Uracil wird in der anschließenden PCR durch Thymin ersetzt. Nun wird eine bestimmte 

Sequenz des MLH1-Promotors sequenziert und mit der normalen Sequenz des Promotors 

verglichen. Da unmethyliertes Cytosin durch Thymin ersetzt wurde, wird an diesen Stellen 

kein Cytosin detektiert. Wird dennoch Cytosin detektiert, so muss es sich um methyliertes 

Cytosin handeln, da dieses unverändert geblieben ist. [118] 

 

3.8.1 DNA-Isolierung 

 

Für die Bestimmung des MLH1-Promotors mittels Pyrosequenzierung musste zunächst die 

DNA des Probanden gewonnen werden. Dazu wurden - wie auch schon bei der RNA-

Isolierung - von jedem FFPE-Gewebeblock am Mikrotom unter RNase-freien Bedingungen 
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6 - 8 Schnitte à 10 µm Dicke angefertigt und auf Adhäsions-Objektträgern, welche mit 

Nuklease-freiem Wasser benetzt wurden und sich auf einer 50 °C warmen Heizplatte 

befanden, entfaltet. Anschließend wurden die Objektträger bei Raumtemperatur 

getrocknet. Für die weiteren Schritte wurde mit dem Maxwell 16 FFPE Plus LEV DNA 

Purification Kit von Promega gearbeitet. Das Tumorgewebe wurde von jedem der 6 - 8 

Objektträger mit einem sterilen Skalpell heruntergekratzt und in ein Mikroreaktionsgefäß 

(1,5 ml) mit bereits vorgelegten 180 µl Inkubationspuffer gegeben. Für den Zellverdau 

wurden 20 µl Proteinase K hinzugegeben. Danach wurde die Probe über Nacht bei 70 °C im 

Heizblock bei 400 rpm geschüttelt. Am nächsten Tag wurden 400 µl Lyse-Puffer zu der 

Probe gegeben und anschließend wurde die Probe in den Maxwell überführt. Nach der 

DNA-Isolierung im Maxwell wurde das Isolat anzentrifugiert und in ein neues 

Mikroreaktionsgefäß überführt. 

 

3.8.2 Messung der Konzentration der DNA 

 

Die Messung der DNA-Konzentration erfolgte mit Hilfe des QuantiFluor ONE dsDNA System 

von Promega. Dabei wurden 199 µl QuantiFluor ONE dsDNA Dye mit 1 µl Probe-DNA 

versetzt, gevortext und für 5 Minuten bei Raumtemperatur in Dunkelheit inkubiert. Danach 

erfolgte die Messung mit dem Quantus Fluorometer. Der Standard hatte eine 

Konzentration von 400 ng/µl. 

 

3.8.3 Bisulfitkonvertierung 

 

Die DNA wurde mit Nuklease-freiem Wasser auf eine Konzentration von 15 ng/µl verdünnt 

und 20 µl verdünnte DNA wurden in einen PCR-Streifen vorgelegt. Alle für die 

Bisulfitkonvertierung benötigten Reagenzien mit Ausnahme des Ethanols waren im EpiTect 

Fast DNA Bisulfite Kit von Qiagen enthalten. Ebenfalls im Kit enthalten waren die 

Waschsäulen und Auffangröhrchen. Zuerst wurde ein Mastermix hergestellt, der pro Probe 

85 µl Bisulfite Mix und 35 µl DNA Protect Puffer enthielt. Zu jeder vorgelegten Probe 

wurden 120 µl Mastermix in den PCR-Streifen pipettiert und gemischt. Dann erfolgte die 

PCR im Thermocycler mit dem Programm aus Tabelle 17. 
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Tabelle 17: Verbrauchsmaterialien und Thermocycler-Einstellungen für die Bisulfitkonvertierung 

Schritt Mastermix (pro Probe) Cycler 

Reagenz Vol. (µl) Schritt Temp. (°C) Zeit (min.) Temp. Deckel (°C) 

Bisulfit-
Konvertierung 

Probe DNA 20 1 95 5 99 

Bisulfite Mix 85 2 60 10 

DNA Protect Puffer 35 3 95 5 

Total 140 4 60 10 

    5 20 halten 

 

Nach der Konvertierung im Thermocycler wurde die DNA aufgereinigt. Hierfür wurde die 

DNA an die Membran einer Waschsäule gebunden und mit verschiedenen Puffern 

bearbeitet.  

Dazu wurde die Probe zuerst in ein 1,5 ml Mikroreaktionsgefäß überführt. Zu jeder Probe 

wurden 310 µl BL-Puffer und 3,1 µl Carrier-RNA pipettiert, damit die DNA später besser an 

die Membran der Waschsäule binden konnte. Der Ansatz wurde gevortext und 

anzentrifugiert und danach wurden 250 µl 100 % Ethanol dazugegeben. Dieses Mal wurde 

der Ansatz für 15 Sekunden pulsartig gevortext und anzentrifugiert. 

Nun wurde zuerst eine Waschsäule in ein passendes Auffangröhrchen gesteckt. Danach 

wurde der gesamte Ansatz aus dem Mikroreaktionsgefäß auf die Waschsäule pipettiert und 

für 1 min. bei 15000 g zentrifugiert. Der Durchfluss im Auffangröhrchen wurde verworfen 

und die Waschsäule wieder in das Auffangröhrchen gesteckt. 

Nun erfolgten mehrere Schritte, bei denen jeweils ein Puffer auf die Waschsäule gegeben, 

die Säule 1 min. bei 15000 g zentrifugiert und der Durchfluss danach verworfen wurde. 

Als Erstes wurden 500 µl BW-Puffer auf die Waschsäule gegeben. Dieser entfernte die 

verbliebene Bisulfit-Lösung von der DNA. Die Waschsäule wurde zentrifugiert und der 

Durchfluss verworfen. 

Als Zweites wurden 500 µl BD-Puffer auf die Waschsäule gegeben und 15 min. bei 

Raumtemperatur inkubiert. Erneut wurde die Waschsäule zentrifugiert und der Durchfluss 

verworfen. 

Im dritten Schritt wurden wieder 500 µl BW-Puffer auf die Waschsäule gegeben, die 

Waschsäule zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Dieser Schritt wurde einmal 

wiederholt. 

Als Letztes wurden 250 µl 100 % Ethanol auf die Waschsäule gegeben. Die Waschsäule 

wurde zentrifugiert, der Durchfluss verworfen und danach wurde die Waschsäule für 5 min. 

bei 60 °C in den Heizblock gestellt. Dadurch wurden verbliebene Reste an Ethanol entfernt.  
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Die Waschsäule wurde in ein neues Mikroreaktionsgefäß (1,5 ml) gesteckt und 15 µl EB-

Puffer wurden auf das Zentrum der Membran in der Waschsäule pipettiert. Der EB-Puffer 

wurde 1 min. inkubiert, damit die DNA wieder von der Membran gelöst wurde. Die 

Waschsäule wurde dann für 1 min. bei 15000 g zentrifugiert. Anschließend wurde die 

Waschsäule verworfen und der Durchfluss im Mikroreaktionsgefäß enthielt nun die 

aufgereinigte DNA, welche danach für die PCR verwendet werden konnte. 

 

3.8.4 MLH1-PCR 

 

Bei dieser PCR wurde wie auch bei Pineda, Mur et al. die Sequenz des C-Bereichs vom 

MLH1-Promotor vervielfältigt [119]. Es wurde der MLH1-SL386-Forward- und Reverse-

Primer verwendet. 

Zuerst wurde ein Mastermix angesetzt, der pro Probe 7,8 µl Nuklease-freies Wasser, 5 µl 

5x GoTaq Amplifikation-Puffer, 1,5 µl 10x Coral Load, 3,5 µl 25 mM Magnesiumchlorid, 1 µl 

10 mM dNTPs, 1 µl 10x MLH1-SL386-Forward- und Reverse-Primer und 0,2 µl GoTaq DNA-

Polymerase G2 enthielt. 

Danach wurden 20 µl Mastermix in einen PCR-Streifen mit 5 µl bisulfitkonvertierter Probe-

DNA gegeben und gemischt. Zusätzlich wurden 20 µl Mastermix zu jeweils 5 µl einer 

Negativ- und einer Positivkontrolle in den PCR-Streifen pipettiert. Nun erfolgte die PCR mit 

dem Protokoll aus Tabelle 18. 
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Tabelle 18: Verbrauchsmaterialien und Thermocycler-Einstellungen für die MLH1-PCR 

Schritt Mastermix (pro Probe) Cycler 

Reagenz Vol. 
(µl) 

Schritt Zyklen Temp. (°C) Zeit Temp. Deckel 
(°C) 

MLH1-
PCR 

Probe DNA 
(bisulfitkonvertiert) 

5 1 1 95 3 min. 99 

2 40 95 40 sek. 
Nuklease-freies 
Wasser 

7,8 54 40 sek. 

5x GoTaq 
Amplifikation-
Puffer 

5 72 40 sek. 

10x Coral Load 1,5 3 1 72 5 min. 
Magnesiumchlorid 
(25 mM) 

3,5 4 1 15 halten 

dNTPs (10 mM) 1   
10x MLH1-SL386-
Forward- und 
Reverse-Primer 

1 

GoTaq DNA-
Polymerase G2 

0,2 

Total 25 

 

3.8.5 Pyrosequenzierung mit Vorbereitung und Auswertung 

 

Nach der MLH1-PCR konnte die Pyrosequenzierung vorbereitet werden. Zuerst musste das 

PCR-Produkt an Sepharose-Beads gekoppelt werden. Dazu wurde pro Probe ein Binding 

Mix aus 1 µl Sepharose-Beads, 40 µl Binding-Puffer und 31 µl destilliertem Wasser 

hergestellt. 72 µl Binding Mix wurden mit 8 µl PCR-Produkt in einer Mikrotiterplatte 

gemischt. Der Ansatz wurde für 10 min. im Heizblock bei Raumtemperatur und 1400 rpm 

geschüttelt. 

Die Kartusche mit den Reagenzien für den Sequencer aus dem PyroMark Gold Q24 

Reagents Kit von Qiagen wurde im Sequencer platziert. 

Als nächstes wurde die Sequenzierplatte vorbereitet. Dazu wurden pro Probe 25 µl MLH1-

SL386-Sequenzierprimer vorgelegt. Die Mikrotiterplatte mit dem PCR-Produkt und die 

Sequenzierplatte wurden in der PyroMark Q24 Workstation platziert. In dieser wurden die 

Beads mit dem PCR-Produkt in Ethanol, Denaturation Solution und Wash Buffer gewaschen 

und anschließend auf die Sequenzierplatte überführt. 

Nun wurde die Primerhybridisierung für 2 min. bei 80 °C auf der Heizplatte durchgeführt. 

Danach kühlte die Sequenzierplatte für 15 min. bei Raumtemperatur ab. Schließlich wurde 

die Sequenzierplatte in den Sequencer geladen und die Sequenzierung gestartet. Es wurde 

folgende DNA-Sequenz analysiert: 
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GAGYGGATAGYGATTTTTAAYGYGTAAGYGTATATTTTTTTAGGTAG 

 

Nach Abschluss der Sequenzierung wurde der Lauf mit Hilfe des Programms PyroMarkQ24 

ausgewertet. Wenn in allen 5 CpG-Inseln des MLH1-Promotors methyliertes Cytosin einen 

Anteil von mehr als 10 % ausmachte, wurde der Promotor als methyliert gewertet. 

 

3.9 Statistik 
 

Für die Verwaltung der bereits vorliegenden und der erhobenen Daten wurde das 

Programm Microsoft Excel 2016 verwendet. Die statistische Auswertung der erhobenen 

Daten erfolgte mit R 4.2.1, R-Studio 2022.02.3 und SPSS Statistics 29. Die Unabhängigkeit 

von zwei kategorialen Variablen wurde mit Hilfe des Fisher´s-Exact-Tests überprüft. Dieser 

wurde dem Chi-Quadrat-Test vorgezogen, da nicht alle zu erwarteten Häufigkeiten > 5 

waren [120].  

Die Analyse der Überlebenszeit und der rezidivfreien Zeit wurde mit dem Kaplan-Meier-

Schätzer bestimmt. Als Hypothesentest wurde danach der Log-Rank-Test angewandt. Die 

deskriptive Statistik der Auswertung der CD3-, CD4- und CD8-IHC erfolgte unter 

Berechnung des Mittelwerts, des Medians, des Minimums, des Maximums und des 

Interquartilsabstands. Für die visuelle Darstellung wurden Boxplots erstellt. Die Korrelation 

zwischen den TIL-Subgruppen (CD3⁺/CD4⁺ bzw. CD3⁺/CD8⁺ bzw. CD4⁺/CD8⁺) wurde mit 

Hilfe des Spearman's Rangkorrelationskoeffizienten  bestimmt.  

Für den Fisher´s Exact-Test, den Spearman's Rangkorrelationskoeffizienten und für den 

Log-Rank-Test wurde ein p-Wert von ≤ 0,05 als statistisch signifikant gewertet. 
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4. Ergebnisse 
 

4.1 NTRK-Genfusionen 
 

4.1.1 Detektion von NTRK-Genfusionen 

 

Für die Detektion von NTRK-Genfusionen wurde eine pan-TRK-IHC bei 411 MSI-high-

Kolonkarzinomen und bei 98 MSS-Kolonkarzinomen durchgeführt. Von den 411 MSI-high-

Tumoren zeigten 13 Tumore (3,16 %) eine zytoplasmatische Färbung, welche als pan-TRK-

positiv bewertet wurde. In allen Fällen war der Großteil aller Tumorzellen angefärbt und es 

erschien ein homogenes Verteilungsmuster der gefärbten Zellen innerhalb des Tumors. 

Die Intensität der Färbung wurde bei 3/13 Tumoren (23,08 %) als leicht und bei 10/13 

Tumoren (76,92 %) als stark eingestuft.  

Abbildung 5 zeigt einen Tumor mit leicht positiver pan-TRK-Färbung und Abbildung 6 einen 

Tumor mit stark positiver pan-TRK-Färbung.  

 

Abbildung 5: Leicht positive pan-TRK-Färbung eines Adenokarzinoms des Kolons  
Die Abbildung zeigt die leichtgradige, zytoplasmatische Färbung der Tumorzellen, während das umgebende Stroma nicht 

gefärbt ist. Pan-TRK-IHC des Patienten 54/N0094 mit einer EML4-NTRK3-Fusion 



56 
 

 

Abbildung 6: Stark positive pan-TRK-Färbung eines Adenokarzinoms des Kolons 
Die Abbildung zeigt die starke, zytoplasmatische Färbung der Tumorzellen, während das umgebende Stroma nicht gefärbt 

ist. Pan-TRK-IHC des Patienten 17/F0027 mit einer LMNA-NTRK1-Fusion 

 

Von den 98 MSS-Tumoren zeigte kein Tumor eine zytoplasmatische, membranöse oder 

nukleäre Färbung, sodass alle MSS-Tumoren als pan-TRK-negativ beurteilt wurden. 

 

Bei den 13 pan-TRK-positiven Tumoren wurde eine RNA-Sequenzierung mittels NGS 

durchgeführt, um die NTRK-Fusion zu bestätigen und den Fusionspartner zu ermitteln. 

Hierbei wurde bei 12 von 13 Tumoren eine NTRK-Fusion detektiert. 

 

In einem pan-TRK-positiven Tumor (Patient 136/B0007) konnte auch nach Wiederholung 

der Sequenzierung keine NTRK-Fusion detektiert werden, sodass in diesem Fall die FISH als 

dritte Methode durchgeführt wurde. Die FISH wurde für jedes der drei NTRK-Gene einzeln 

mit einer NTRK1-Sonde, einer NTRK2-Sonde und einer NTRK3-Sonde durchgeführt. 

Bei der Auswertung der NTRK1-Sonde wurden insgesamt 190 Zellen ausgezählt. Von denen 

wiesen 18 Zellen (9,47 %) einen chromosomalen Bruch des NTRK1-Gens auf, während 172 
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Zellen (90,53 %) keinen chromosomalen Bruch zeigten. Damit ein Tumor als Fusions-positiv 

eingestuft wurde, mussten mindestens 10 % der Tumorzellen einen chromosomalen Bruch 

aufweisen. Da bei der NTRK1-Sonde trotz Erhöhung der Stichprobe von 100 auf 190 Zellen 

mit 9,47 % positiven Tumorzellen der Grenzwert von 10 % nicht erreicht wurde, wurde der 

Tumor als NTRK1-negativ gewertet. Abbildung 7 zeigt exemplarisch eine Aufnahme der 

NTRK1-FISH, welche sowohl Zellen mit als auch ohne chromosomalen Bruch des NTRK1-

Gens aufweist. Abbildung 8 zeigt die pan-TRK-IHC dieses Tumors. 

 

 

Abbildung 7: Tumorzelle mit chromosomalem Bruch des NTRK1-Gens in der FISH 
Der gelbe Rahmen markiert den Bereich einer Tumorzelle (weißer Umriss), welche sowohl ein grün-oranges Signal als 

auch ein einzelnes oranges und ein einzelnes grünes Signal aufweist. Die beiden einzelnen Signale weisen einen Abstand 

von mehr als einer Signalstärke auf, weshalb in dieser Zelle ein chromosomaler Bruch des NTRK1-Gens vorliegt. Im 

Vergleich dazu weist die in Rot umrandete Zelle zwei grün-orange Signale auf. Die grün-orangen Signale entstehen 

dadurch, dass sich das Signal der proximalen Sonde des NTRK1-Gens mit dem Signal der distalen Sonde des NTRK1-Gens 

überlagert, weil kein chromosomaler Bruch des NTRK1-Gens in dieser Tumorzelle vorliegt. 
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Abbildung 8:  pan-TRK-IHC des Tumors von Patient 136/B0007 
In der pan-TRK-IHC dieses Patienten ist eine positive zytoplasmatische Färbung der Tumorzellen zu erkennen. In der FISH 
und in der RNA-Sequenzierung mittels NGS ließ sich keine NTRK-Fusion nachweisen. 
 

Bei der NTRK2-Sonde wurden insgesamt 100 Zellen ausgezählt. Von denen wiesen alle 100 

Zellen (100 %) keinen chromosomalen Bruch des NTRK2-Gens auf. Der Tumor wurde als 

NTRK2-negativ gewertet. 

Bei der NTRK3-Sonde wurden insgesamt 112 Zellen ausgezählt. Von denen wiesen alle 112 

Zellen (100 %) keinen chromosomalen Bruch des NTRK3-Gens auf. Der Tumor wurde als 

NTRK3-negativ gewertet. 

Insgesamt konnte also in der FISH genauso wie bei der RNA-Sequenzierung keine Genfusion 

in einem der NTRK-Gene festgestellt werden, sodass der Tumor als negativ hinsichtlich 

einer NTRK-Fusion gewertet wurde. Das Ergebnis aus der pan-TRK-IHC wurde als falsch-

positiv gewertet. 

 

Von den 12 durch RNA-Sequenzierung bestätigten NTRK-Genfusionen waren 11 NTRK1-

Fusionen und 1 NTRK3-Fusion. Von den 11 NTRK1-Fusionen gab es 5 TPM3-NTRK1-, 2 

LMNA-NTRK1-, 1 TPR-NTRK1-, 1 TFG-NTRK1-, 1 SCYL3-NTRK1- und 1 IRF2BP2-NTRK1-
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Fusionen. Die eine NTRK3-Fusion war eine EML4-NTRK3-Fusion. Abbildung 9 zeigt 

exemplarisch ein Schema der LMNA-NTRK1-Fusion von Patient 17/F0027. Tabelle 19 zeigt 

die Daten der RNA-Sequenzierung. Dabei ist pro Fusionspartner das Gen, das Chromosom, 

auf dem das betroffene Gen liegt, das Exon innerhalb des betroffenen Gens und die exakte 

Position der Bruchstelle (Breakpoint) angegeben. Tabelle 20 zeigt eine Übersicht über die 

Ergebnisse der pan-TRK-IHC, der RNA-Sequenzierung und der NTRK-FISH von den 13 pan-

TRK-positiven Patienten. 

 

 

 

Abbildung 9: Schematische Darstellung der LMNA-NTRK1-Fusion von Patient 17/F0027 
Die Abbildung zeigt einen schematischen Ausschnitt des LMNA-Gens (grün) und des NTRK1-Gens (blau). Die Kästen mit 

den weißen Zahlen kennzeichnen die Exons (LMNA-Gen: Exon 1 – 4 und NTRK1-Gen: Exon 10 – 13). Die schwarzen Zahlen 

kennzeichnen die Anzahl der Reads, welche angeben, wie oft die betreffende DNA-Sequenz detektiert wurde. Bei 1145 

Reads folgte auf die Sequenz von Exon 4 des LMNA-Gens die Sequenz von Exon 11 des NTRK1-Gens (rote Markierung). 

An dieser Stelle sind die beiden Gene fusioniert. Abbildung modifiziert nach dem Fusionsreport der CLC Genomics 

Workbench von Qiagen. 

 

 

Tabelle 19: Übersicht der RNA-Sequenzierung mittels NGS mit 12 detektierten NTRK-Fusionen 
Chrom. = Chromosom 

  5‘-Fusionspartner 3‘-Fusionspartner 

Patient Gen Chrom. Exon Breakpoint Gen Chrom. Exon Breakpoint 

3/E0124 TPR 1 36 186.334.471 NTRK1 1 12 156.875.519 

7/M0022 TFG 3 6 100.736.716 NTRK1 1 10 156.874.570 

17/F0027 LMNA 1 4 156.134.975 NTRK1 1 11 156.874.905 

33/W0046 LMNA 1 12 156.139.843 NTRK1 1 10 156.874.589 

47/S0043 TPM3 1 7 154.170.399 NTRK1 1 10 156.874.570 

49/W0010 IRF2BP2 1 1 234.608.494 NTRK1 1 10 156.874.570 

52/R0026 TPM3 1 7 154.170.399 NTRK1 1 6 156.868.578 

54/N0094 EML4 2 2 42.245.687 NTRK3 15 14 88.033.045 

85/M0030 TPM3 1 7 154.170.399 NTRK1 1 10 156.874.570 

140/L0009 TPM3 1 7 154.170.399 NTRK1 1 10 156.874.570 

156/L0001 SCYL3 1 11 169.859.040 NTRK1 1 12 156.875.519 

163/W0008 TPM3 1 7 154.170.399 NTRK1 1 10 156.874.570 
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Tabelle 20: Ergebnisse der pan-TRK-IHC, der RNA-Sequenzierung und NTRK-FISH der 13 pan-TRK-positiven Patienten 
Ein + bedeutet eine leicht positive pan-TRK-Färbung, ein ++ bedeutet eine stark positive pan-TRK-Färbung. 

 Patient pan-TRK-IHC RNA-Sequenzierung FISH 

1 3/E0124 ++ TPR-NTRK1 nicht durchgeführt 

2 7/M0022 ++ TFG-NTRK1 nicht durchgeführt 

3 17/F0027 ++ LMNA-NTRK1 nicht durchgeführt 

4 33/W0046 ++ LMNA-NTRK1 nicht durchgeführt 

5 47/S0043 ++ TPM3-NTRK1 nicht durchgeführt 

6 49/W0010 ++ IRF2BP2-NTRK1 nicht durchgeführt 

7 52/R0026 ++ TPM3-NTRK1 nicht durchgeführt 

8 54/N0094 + EML4-NTRK3 nicht durchgeführt 

9 85/M0030 ++ TPM3-NTRK1 nicht durchgeführt 

10 136/B0007 + negativ negativ 

11 140/L0009 ++ TPM3-NTRK1 nicht durchgeführt 

12 156/L0001 + SCYL3-NTRK1 nicht durchgeführt 

13 163/W0008 ++ TPM3-NTRK1 nicht durchgeführt 

 

Insgesamt konnten somit in 411 MSI-high-Tumoren 12 NTRK-Fusionen detektiert werden, 

was einem Anteil von 2,92 % entspricht. 

 

4.1.2 Klinische und molekularpathologische Eigenschaften 

 

Im Folgenden werden die klinischen und molekularpathologischen Eigenschaften von 

Patienten mit MSI-high-Kolonkarzinomen und NTRK-Genfusion (NTRK-positive Kohorte) 

betrachtet und mit den Eigenschaften von Patienten mit MSI-high-Kolonkarzinomen ohne 

NTRK-Genfusion (NTRK-negative Kohorte) verglichen. Eine detaillierte Übersichtstabelle 

über die Eigenschaften der NTRK-positiven und NTRK-negativen MSI-high-Kohorte befindet 

sich im Anhang (A3). 

In Tabelle 21 sind die klinischen und in Tabelle 22 die histologischen und 

molekularpathologischen Eigenschaften der Patienten mit NTRK-Fusion zusammengefasst. 
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Tabelle 21: Klinische Daten der 12 NTRK-positiven MSI-high-Patienten 
m = männlich, w = weiblich, li. = links, re. = rechts, C. desc. = Colon descendens, C. sigm. = Colon sigmoideum, C. asc. = 

Colon ascendens, Lin. Flex. = Linke Colonflexur, RFS = relapse-free survival, OAS = overall survival 
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156/L0001 w 76 T3 N0 IIa li. C. desc. - - nein nein 3 3 

17/F0027 w 73 T3c N1a IIIb li. C. sigm. - - nein nein 35,1 35,1 

3/E0124 m 81 T3 N0 IIa li. C. desc. - - nein ja 2,3 2,3 

33/W0046 m 58 T3 N0 II li. C. sigm. - - nein nein 25,7 25,7 

47/S0043 m 57 T3 N2a IIIb li. Lin. Flex. - - nein ja 19,1 19,1 

49/W0010 w 65 T3 N0 IIa li. C. sigm. - - nein nein 17 17 

52/R0026 w 83 T3 N0 IIa li. C. sigm. - - nein nein 19,9 19,9 

54/N0094 w 80 T1 N0 I re. C. asc. - - nein nein 12 12 

7/M0022 w 65 T3 N0 IIa li. C. desc. - - nein nein 77,4 77,4 

85/M0030 w 78 T4b N1c IIIc re. C. asc. - Mamma nein nein 10,3 10,3 

140/L0009 m 63 T3 N0 IIa li. Lin. Flex. - - ja nein 2,7 6,8 

163/W0008 m 73 T3 N0 IIa li. C. sigm. - Prostata nein nein 13,1 13,1 

 

 

Tabelle 22: Histologische und molekularpathologische Eigenschaften der 12 NTRK-positiven MSI-high-Tumoren 
wt = Wildtyp 

Die Expression der 4 MMR-Proteine MLH1, MSH2, MSH6 und PMS2 wurde mittels Immunhistochemie bestimmt. Eine 

Expression in < 10 % der Tumorzellen wurde als Defekt angesehen. 

Patient Histologischer 
Subtyp 

BRAF KRAS NRAS PIK3CA MLH1 MSH2 MSH6 PMS2 

156/L0001 Adenokarzinom wt wt wt wt defekt  intakt intakt defekt 

17/F0027 Adenokarzinom wt wt wt wt defekt  intakt intakt defekt 

3/E0124 Adenokarzinom wt wt wt wt defekt  intakt intakt defekt 

33/W0046 Adenokarzinom wt wt wt wt defekt intakt intakt defekt 

47/S0043 Adenokarzinom wt wt wt wt defekt intakt intakt defekt 

49/W0010 Adenokarzinom wt wt wt wt defekt intakt intakt defekt 

52/R0026 Adenokarzinom wt wt wt wt defekt intakt intakt defekt 

54/N0094 Adenokarzinom wt wt wt wt defekt intakt intakt defekt 

7/M0022 
Adenokarzinom in 
tubulovillösem 
Adenom 

wt wt wt wt defekt intakt intakt defekt 

85/M0030 Adenokarzinom wt wt wt wt defekt intakt intakt defekt 

140/L0009 Adenokarzinom wt wt wt wt defekt intakt intakt defekt 

163/W0008 Adenokarzinom wt wt wt wt defekt intakt intakt defekt 
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Das Durchschnittsalter der NTRK-positiven Kohorte betrug 71 Jahre und lag somit nur 

geringfügig unter dem Durchschnittsalter von 72 Jahren in der NTRK-negativen Kohorte. 

Die Patienten mit NTRK-Fusion waren zwischen 57 und 83 Jahren alt. Das 

Geschlechterverhältnis der NTRK-positiven Kohorte war ausgeglichen. Von den 12 

Patienten mit NTRK-Genfusion waren 7 (58,33 %) weiblich und 5 (41,67 %) männlich. 

Insgesamt wiesen 3,50 % der Männer und 2,62 % der Frauen mit MSI-high-

Kolonkarzinomen eine NTRK-Genfusion auf. Dieses Ergebnis war nicht signifikant (p = 

0,760). 

 

NTRK-Genfusionen kamen in allen lokal begrenzten Tumorstadien nach UICC (I - III) vor. 1 

von 12 (8,33 %) Tumoren mit NTRK-Fusion war im Stadium I. Dies entsprach 1,12 % aller 

MSI-high-Tumore mit dem Stadium I. Im Stadium II waren 8 von 12 (66,67 %) der NTRK-

positiven Tumore und 4,76 % der MSI-high-Tumore im Stadium II hatten eine NTRK-Fusion. 

Im Stadium III waren 3 von 12 (25 %) der NTRK-positiven Tumore. Dies entsprach 1,95 % 

aller MSI-high-Tumore im Stadium III. Das Ergebnis war nicht signifikant (p = 0,224). 

Bei der Infiltrationstiefe des Tumors waren 10 von 12 (83,33 %) NTRK-positive Tumore im 

Stadium T3, während 1 NTRK-positiver Tumor (8,33 %) im Stadium T1 und 1 NTRK-positiver 

Tumor (8,33 %) im Stadium T4 war. 3,85 % der MSI-high-Tumore im Stadium T1 hatten eine 

NTRK-Fusion und 0,8 % der MSI-high-Tumore im Stadium T4 hatten eine NTRK-Fusion. Im 

Stadium T3 hatten 5,38 % der MSI-high-Tumore eine NTRK-Fusion. Dieses Ergebnis war 

nicht signifikant (p = 0,066). 

Die meisten NTRK-positiven Tumore (9 von 12; 75 %) wiesen keine 

Lymphknotenmetastasen auf (Stadium N0). Von den 3 NTRK-positiven Tumoren mit 

Lymphknotenmetastasen waren 2 von 12 (16,67 %) im Stadium N1 und 1 von 12 (8,33 %) 

im Stadium N2. Es gab keine signifikanten Unterschiede (p = 0,848) zwischen den 

Lymphknotenstadien. 3,49 % der MSI-high-Tumore im Stadium N0 wiesen eine NTRK-

Fusion auf, im Stadium N1 waren es 2,47 % und im Stadium N2 waren es 1,43 %. 

 

NTRK-Fusionen in MSI-high-Tumoren traten signifikant häufiger im linksseitigen Kolon auf 

(p < 0,001). Von den 12 NTRK-positiven Tumoren waren 10 Tumore (83,33 %) im 

linksseitigen Kolon und 2 (16,67 %) im rechtsseitigen Kolon lokalisiert. Während NTRK-

positive Tumore nur 0,6 % aller rechtsseitigen MSI-high-Kolonkarzinome ausmachten, 

waren es 12,66 % aller linksseitigen MSI-high-Kolonkarzinome. Von den linksseitigen 
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Tumoren waren 5 im Colon sigmoideum, 3 im Colon descendens und 2 in der linken 

Colonflexur lokalisiert. Die 2 rechtsseitigen Tumore befanden sich im Colon ascendens. Eine 

Darstellung der Lokalisation von Tumoren mit NTRK-Fusion wird in Abbildung 10 gezeigt. 

 

Abbildung 10: Lokalisation von MSI-high-Tumoren mit NTRK-Fusion in Bezug auf alle MSI-high-Tumore im Kolon 
Abbildung kreiert mit BioRender.com 

 

Keiner der Patienten mit NTRK-Fusion wies einen Zweittumor im Darm auf, allerdings 

hatten 2 von 12 (16,67 %) ein weiteres Karzinom: Eine Patientin hatte zusätzlich ein 

Mammakarzinom und ein Patient hatte zusätzlich ein Prostatakarzinom. 3,33 % aller 

Patienten mit MSI-high-Kolonkarzinom und einem weiteren Karzinom hatten eine NTRK-

Fusion. Das Ergebnis war nicht signifikant (p = 0,690). 

 

Histologisch waren 11 von 12 (91,67 %) Tumoren mit NTRK-Fusion Adenokarzinome und 1 

von 12 (8,33 %) Tumoren war ein Adenokarzinom in tubulovillösem Adenom. Von allen 

MSI-high-Adenokarzinomen hatten 3,24 % eine NTRK-Fusion. Von den 2 MSI-high-

Adenokarzinomen in tubulovillösem Adenom aus dem MSI-high-Kollektiv wies 1 Tumor (50 

%) eine NTRK-Fusion auf. Das Ergebnis war nicht signifikant (p = 0,243). 

 

Bezüglich des Follow-Ups konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen NTRK-

positiven MSI-high-Tumoren und NTRK-negativen MSI-high-Tumoren festgestellt werden. 
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Hierbei ist zu beachten, dass die Aussagekraft aufgrund der geringen Zahl an NTRK-

positiven Patienten begrenzt ist. 10 von 12 (83,33 %) Patienten mit NTRK-Fusion lebten 

zum Zeitpunkt der letzten Datenerhebung, die anderen beiden (16,67 %) waren bereits 

verstorben. In der Kohorte ohne NTRK-Fusion lebten zum Zeitpunkt der letzten 

Datenerhebung noch 79,70 % der Patienten, während 20,30 % bereits verstorben waren. 

Die geschätzte durchschnittliche Überlebenszeit betrug in der NTRK-positiven Kohorte 

60,45 Monate (95%-Konfidenzintervall: 39,25 - 81,66 Monate) und in der NTRK-negativen 

Kohorte 83,99 Monate (95%-Konfidenzintervall: 74,08 - 93,91 Monate). Der mediane Wert 

der Überlebenszeit der beiden Kohorten konnte nicht angegeben werden, da sowohl in der 

NTRK-positiven als auch in der NTRK-negativen Kohorte noch mehr als 50 % aller 

Patientinnen und Patienten lebten. Der Unterschied in der Überlebenszeit zwischen 

Patienten mit und ohne NTRK-Fusion war nicht signifikant (p = 0,941). In Abbildung 11 ist 

die zugehörige Kaplan-Meier-Kurve dargestellt. 

 

 
Abbildung 11: Vergleich der Überlebenszeit von Patienten mit und ohne NTRK-Fusion 
Die Abbildung zeigt eine Kaplan-Meier-Kurve, die das kumulative Überleben (Überleben in Prozent) der NTRK-positiven 

und der NTRK-negativen Kohorte in Abhängigkeit von der Überlebenszeit in Monaten darstellt. Patienten, bei denen der 

Tod nicht eintrat, wurden an der Stelle ihrer Überlebenszeit in Monaten nach der letzten Datenerhebung zensiert. 
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Ein Rezidiv trat bei 1 von 12 (8,33 %) der NTRK-positiven MSI-high-Patienten und bei 11,11 

% der NTRK-negativen MSI-high-Patienten auf. Das Ergebnis war nicht signifikant (p = 1). 

 

Im Hinblick auf den Ausfall des MMR-Systems wiesen alle 12 NTRK-positiven MSI-high-

Tumore einen Ausfall der MMR-Proteine MLH1 und PMS2 auf, während die MMR-Proteine 

MSH2 und MSH6 bei allen 12 Tumoren nicht ausgefallen waren. Von allen MSI-high-

Tumoren mit Ausfall des MLH1-Proteins hatten die NTRK-positiven Tumore einen Anteil 

von 3,47 % (p = 0,532). Ähnlich war es beim Ausfall des PMS2-Proteins, bei dem die NTRK-

positiven Tumore einen Anteil von 3,38 % an allen MSI-high-Tumoren ausmachten (p = 

0,551). Hierbei ist zu berücksichtigen, dass im MSI-high-Kollektiv der Ausfall von MLH1 (n = 

346) und der Ausfall von PMS2 (n = 355) erheblich häufiger auftrat als der Ausfall von MSH2 

(n = 27) und MSH6 (n = 48). 

 

NTRK-positive Tumore waren signifikant assoziiert mit dem gleichzeitigen Vorliegen des 

Wildtyps in allen vier onkogenen Treibergenen BRAF, KRAS, NRAS und PIK3CA. Keiner der 

12 NTRK-positiven Tumore wies eine Mutation in einem dieser Gene auf. 13,79 % aller MSI-

high-Tumore, die den Wildtyp in allen vier onkogenen Treibergene BRAF, KRAS, NRAS und 

PIK3CA zugleich hatten, wiesen eine NTRK-Fusion auf (p < 0,001). 

Im Speziellen konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen NTRK-Fusionen und dem 

BRAF-Wildtyp (p < 0,001), sowie zwischen NTRK-Fusionen und dem PIK3CA-Wildtyp (p = 

0,022) nachgewiesen werden. Zwischen NTRK-Fusionen und dem KRAS-Wildtyp, sowie 

zwischen NTRK-Fusionen und dem NRAS-Wildtyp konnte kein signifikanter Zusammenhang 

festgestellt werden (KRAS: p = 0,228, NRAS: p = 1). Allerdings traten KRAS-Mutationen (n = 

61) und NRAS-Mutationen (n = 10) im Gegensatz zu BRAF-Mutationen (n = 235) und 

PIK3CA-Mutationen (n = 118) in diesem Kollektiv auch insgesamt seltener auf. 

NTRK-positive Tumore waren 6,82 % aller BRAF-, 3,43 % aller KRAS-, 2,99 % aller NRAS- und 

4,10 % aller PIK3CA-Wildtyp MSI-high-Tumore. 

 

4.1.3 Genexpressionsanalyse  

 

Um herauszufinden, inwiefern sich die Genexpression von NTRK-positiven MSI-high-

Tumoren von der NTRK-negativer MSI-high-Tumore unterscheidet, wurden die Ergebnisse 

aus der RNA-Sequenzierung genutzt. Dazu wurden die 12 NTRK-positiven MSI-high-Tumore 
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mit 12 NTRK-negativen MSI-high-Tumoren verglichen, welche ebenfalls mittels NGS 

sequenziert wurden. Nachdem nur proteincodierende Gene, welche eine signifikante 

Änderung aufwiesen und mindestens um das Doppelte erhöht oder um mindestens die 

Hälfte erniedrigt waren, herausgefiltert wurden, verblieben 178 Gene. Die veränderte 

Genexpression NTRK-positiver MSI-high-Tumore im Vergleich zu NTRK-negativen MSI-high-

Tumoren ist in Abbildung 12 dargestellt. 

 

Abbildung 12: Genexpression NTRK-positiver MSI-high-Tumore im Vergleich zu NTRK-negativen MSI-high-Tumoren 
Die Abbildung zeigt, welche Gene bei NTRK-positiven Tumoren vermehrt exprimiert wurden (rote Punkte) und welche 

Gene verringert exprimiert wurden (blaue Punkte). Auf der x-Achse ist die Stärke der Änderung in der Genexpression, 

auch Fold Change genannt, dargestellt. Die Log₂FoldChange dient der besseren grafischen Darstellung der Fold Change. 

Die beiden vertikalen gestrichelten Linien markieren die Grenzwerte, ab der die Genexpression um mehr als die Hälfte 

verringert (entspricht einer Log₂FoldChange von < -1), bzw. um mehr als das Doppelte erhöht ist (entspricht einer 

Log₂FoldChange von > 1). Auf der y-Achse ist der p-Wert dargestellt, auch hier aus dem Grund der verbesserten grafischen 

Darstellung als -Log₁₀(p-Wert). Ein p-Wert von ≤ 0,05 ist signifikant, was einem -Log₁₀(p-Wert) von gerundet ≥ 1,30 

entspricht. Dieser Grenzwert ist durch die horizontale gestrichelte Linie dargestellt. Diese Abbildung wurde kreiert mit 

VolcaNoseR [121]. 

 

Das Gen mit der stärksten Erhöhung der Genexpression in der NTRK-positiven Kohorte 

betraf das NTRK1-Gen. Die Fold Change betrug 115,93 (Log₂FoldChange = 6,86; p < 0,0001), 

was bedeutet, dass die Expression von NTRK1 in der NTRK-positiven Kohorte fast 116-Mal 

höher war als in der NTRK-negativen Kohorte. Die Expression des NTRK2-Gens und die des 

NTRK3-Gens unterschied sich in beiden Gruppen nicht signifikant (NTRK2: p = 0,789; 
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NTRK3: p = 0,721). Dabei ist zu berücksichtigen, dass von den 12 Tumoren mit NTRK-Fusion 

11 Tumore eine NTRK1-Fusion aufwiesen, ein Tumor eine NTRK3-Fusion und kein Tumor 

eine NTRK2-Fusion. 

Bei Betrachtung der beiden wichtigsten Signalwege der TRK-Rezeptoren - MAPK und 

PI3K/AKT - fiel auf, dass die Genexpression von KRAS und BRAF im MAPK-Signalweg in 

NTRK-positiven MSI-high-Tumoren ebenfalls signifikant erhöht war. KRAS wies eine mehr 

als dreifache Erhöhung der Genexpression auf (Fold Change = 3,42; Log₂FoldChange = 1,77; 

p = 0,033) und BRAF wies ebenfalls eine mehr als dreifache Erhöhung der Genexpression 

auf (Fold Change = 3,44; Log₂FoldChange = 1,78; p = 0,027). 

 

4.1.4 Analyse des MLH1-Promotors 

 

In diesem Schritt sollte untersucht werden, ob es sich bei den NTRK-positiven Tumoren um 

sporadische Kolonkarzinome oder um Kolonkarzinome im Zusammenhang mit dem Lynch-

Syndrom handelte. 

Alle NTRK-positiven Tumore wiesen einen Ausfall der MLH1-Expression auf. Um nun 

festzustellen, ob der Ausfall durch eine Methylierung des MLH1-Promotors zustande 

gekommen ist, wurde der MLH1-Promotor mittels Pyrosequenzierung analysiert. Im Falle 

einer Methylierung des MLH1-Promotors handelte es sich um ein sporadisches 

Kolonkarzinom. Wenn keine Methylierung des MLH1-Promotors vorlag, musste das MLH1-

Gen auf eine Mutation untersucht werden. Eine Mutation im MLH1-Gen sprach für das 

Vorliegen eines Lynch-Syndroms. 

 

Alle 12 NTRK-positive Tumore wiesen eine Methylierung des MLH1-Promotors auf. 

Demnach waren alle NTRK-positive Tumore sporadische MSI-high-Kolonkarzinome. 

In Abbildung 13 ist exemplarisch die Analyse des MLH1-Promotors von Patient 7/M0022 

gezeigt. 
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Abbildung 13: Methylierter MLH1-Promotor von Patient 7/M0022 
Zu erkennen ist die Sequenz des MLH1-Promotors mit den 5 CpG-Inseln, also Bereichen der DNA, in denen auf ein Cytosin 

ein Guanin folgt (blau hinterlegte Flächen). An diesen Stellen wurde bei der Sequenzierung sowohl ein Thymin als auch 

ein Cytosin getestet. Dies hatte den Grund, dass unmethyliertes Cytosin in der Vorbereitung auf die Sequenzierung in 

Thymin umgewandelt worden ist, während methyliertes Cytosin unverändert war. Die Prozentangabe über der CpG-Insel 

gibt an, zu welchem Anteil Cytosin (d.h. methyliertes Cytosin) an der jeweiligen Stelle detektiert wurde. Im Falle dieses 

MLH1-Promotors liegt der Anteil des methylierten Cytosins in allen 5 CpG-Inseln bei mindestens 57 % und damit deutlich 

über dem Grenzwert von 10 %. Damit ist dieser MLH1-Promotor methyliert. Die gelben Flächen markieren 2 Cytosin-

Basen, welche nicht Teil einer CpG-Insel sind. Diese Cytosin-Basen wurden nicht detektiert, was bedeutet, dass es sich 

um unmethylierte Cytosin-Basen handelt. Diese dienen zur Kontrolle. Abbildung aus dem CpG-Pyrogram-Report der 

Software PyroMarkQ24 von Qiagen. 

 

4.1.5 PD-L1-Expression und Tumormikroumgebung 

 

In diesem Schritt wurden die immunpathologischen Eigenschaften von NTRK-positiven 

MSI-high-Tumoren und deren Mikroumgebung untersucht. Dazu sollte zum einen getestet 

werden, ob die Tumorzellen PD-L1 auf ihrer Oberfläche exprimieren, wodurch sie sich vor 

dem Immunsystem des Patienten schützen können. Zum anderen wurden die den Tumor 

infiltrierenden CD3⁺-, CD4⁺- und CD8⁺-T-Lymphozyten im Zentrum des Tumors ermittelt. 

Für PD-L1, CD3, CD4 und CD8 wurde jeweils eine IHC durchgeführt. 

 

PD-L1 wurde auf der Oberfläche von 11 von 12 (91,67 %) NTRK-positiven MSI-high-

Kolonkarzinomen exprimiert. 3 von 12 (25 %) Tumoren wiesen eine starke PD-L1-

Expression (TPS ≥ 50 %) der Tumorzellen auf, 8 von 12 (66,67 %) Tumoren wiesen eine 

moderate PD-L1-Expression (TPS 1 – 49 %) der Tumorzellen auf und 1 von 12 (8,33 %) 

Tumoren wies keine PD-L1-Expression (TPS < 1 %) der Tumorzellen auf. In Abbildung 14 ist 

jeweils ein Tumor mit starker, ein Tumor mit moderater und ein Tumor ohne PD-L1-

Expression dargestellt. 
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Abbildung 14: PD-L1-Expression NTRK-positiver MSI-high-Kolonkarzinome 
A: Tumor mit starker (≥ 50 %) PD-L1-Expression, B: Tumor mit moderater (1 – 49 %) PD-L1-Expression, C: Tumor ohne (< 

1 %) PD-L1-Expression 

 

Alle 12 MSI-high-Kolonkarzinome mit NTRK-Fusion wurden im Zentrum des Tumors von 

CD8⁺-T-Lymphozyten infiltriert.  

Bei der CD3-IHC konnte ein Tumor (156/L0001) nicht beurteilt werden, da für die CD3-IHC 

zu wenig Restgewebe vorhanden war. Die übrigen 11 NTRK-positiven MSI-high-

Kolonkarzinome wurden im Zentrum des Tumors von CD3⁺-T-Lymphozyten infiltriert.  

Bei der CD4-IHC konnte ebenfalls ein Tumor (156/L0001) nicht beurteilt werden, da für die 

CD4-IHC zu wenig Restgewebe vorhanden war. Von den übrigen 11 NTRK-positiven MSI-

high-Kolonkarzinomen wurden 10 von 11 (90,91 %) Tumoren im Zentrum von CD4⁺-T-

Lymphozyten infiltriert. Die CD4-IHC zeigte auch bei mehrfacher Wiederholung aller 
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Proben teilweise nur eine sehr geringe Intensität der Färbung, wodurch die Beurteilbarkeit 

eingeschränkt wird und die Aussagekraft dieser Auszählung reduziert ist.  

Der Mittelwert der Anzahl an TILs betrug bei den CD3⁺-T-Lymphozyten 82/HPF bzw. 

1033/mm², bei den CD4⁺-T-Lymphozyten 52/HPF bzw. 657/mm² und bei den CD8⁺-T-

Lymphozyten 68/HPF bzw. 856/mm². Bei allen drei TIL-Subgruppen zeigte sich unter den 

Tumoren eine große Varianz in der Infiltration (siehe Abbildung 15).  

Es konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Infiltration der einzelnen TIL-

Subgruppen (CD3⁺/CD4⁺, CD3⁺/CD8⁺ bzw. CD4⁺/CD8⁺) im Zentrum eines Tumors 

festgestellt werden (siehe Abbildung 16). 

In Tabelle 23 sind die Ergebnisse der PD-L1-Expression der Tumorzellen und die Infiltration 

des Tumors mit TILs zusammengefasst. Abbildung 17 zeigt je einen Tumor mit geringer 

Infiltration von TILs im Zentrum und einen Tumor mit hoher Infiltration von TILs im 

Zentrum. 

 

 

Abbildung 15: Boxplots der Verteilung von CD3⁺-, CD4⁺- und CD8⁺-T-Lymphozyten im Zentrum NTRK-positiver MSI-high-
Kolonkarzinome 
CD3⁺: Mittelwert: 1033 TILs/mm², Median: 746 TILs/mm², Minimum: 379 TILs/mm², Maximum: 2275 TILs/mm², 

Interquartilsabstand: 619 - 1295 TILs/mm² 

CD4⁺: Mittelwert: 657 TILs/mm², Median: 632 TILs/mm², Minimum: 0 TILs/mm², Maximum: 1656 TILs/mm², 

Interquartilsabstand: 265 - 859 TILs/mm² 

CD8⁺: Mittelwert: 856 TILs/mm², Median: 803 TILs/mm², Minimum: 114 TILs/mm², Maximum: 2426 TILs/mm², 

Interquartilsabstand: 622 - 967 TILs/mm² 
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Abbildung 16: Korrelation zwischen CD3⁺-/CD8⁺-, CD3⁺-/CD4⁺- und CD4⁺-/CD8⁺-T-Lymphozyten im Zentrum NTRK-
positiver MSI-high-Kolonkarzinome 
 

 

 
Tabelle 23: PD-L1-Expression und Tumormikroumgebung der 12 NTRK-positiven MSI-high-Kolonkarzinome 
Grad der PD-L1-Expression: ++ starke Expression (TPS ≥ 50 %), + moderate Expression (TPS 1 – 49 %), - keine Expression  

(TPS < 1 %) 

Infiltration von T-Lymphozyten im Zentrum des Tumors: ••• ≥ 75 TILs/HPF (≥ 948 TILs/mm²), •• 25-74 TILs/HPF (316-947 

TILs/mm²), • < 25 TILs/HPF (< 316 TILs/mm²), - keine Infiltration 

Patient PD-L1 CD3⁺ CD4⁺ CD8⁺ 

3/E0124 ++ ••• •• ••• 

7/M0022 + •• - •• 

17/F0027 ++ ••• •• • 

33/W0046 + •• • ••• 

47/S0043 + •• • • 

49/W0010 - •• •• •• 

52/R0026 + ••• • ••• 

54/N0094 + •• •• •• 

85/M0030 + ••• ••• ••• 

140/L0009 ++ •• ••• •• 

156/L0001 + keine Angabe keine Angabe •• 

163/W0008 + ••• ••• ••• 
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Abbildung 17: CD3-, CD4- und CD8-IHC NTRK-positiver MSI-high-Kolonkarzinome 
A - C: Patient 47/S0043 mit geringer Infiltration von CD3⁺- (A), CD4⁺- (B) und CD8⁺-T-Lymphozyten (C) im Zentrum des 

Tumors 

D - F: Patient 85/M0030 mit hoher Infiltration von CD3⁺- (D), CD4⁺- (E) und CD8⁺-T-Lymphozyten (F) im Zentrum des 

Tumors  
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4.2 Weitere Genfusionen 
 

Abgesehen von NTRK-Fusionen sollte in dem MSI-high-Kollektiv nach weiteren 

Genfusionen gesucht werden. Zu diesem Zweck wurde zuerst eine ALK-Immunhistochemie 

bei 186 der 411 MSI-high-Tumore durchgeführt. Keiner der 186 Tumore wies eine ALK-

positive Färbung in der IHC auf.  

Da das Screening mittels ALK-IHC bis zu diesem Punkt nicht erfolgreich war und die IHC für 

das Screening auf andere Fusionen in Genen wie z.B. RET oder ROS1 nicht sensitiv genug 

ist, sollten nun MSI-high-Tumore im Kollektiv direkt mittels NGS sequenziert werden. 

Um eine erfolgsversprechende Auswahl an Tumorproben zu erhalten, wurden die 

Ergebnisse der Eigenschaften von NTRK-positiven MSI-high-Tumoren hinzugezogen. 

Demnach wurden die 399 NTRK-negativen MSI-high-Tumore nach den Eigenschaften 

weiter gefiltert, bei denen NTRK-Fusionen besonders häufig vorkamen. Dies betraf Tumore 

im linksseitigen Kolon (p < 0,001), die den Wildtyp in den vier onkogenen Treibergenen 

BRAF, KRAS, NRAS und PIK3CA (p < 0,001) und das T3-Stadium (p = 0,066) aufwiesen. Diese 

Kriterien erfüllten 21 NTRK-negative MSI-high-Tumore im Kollektiv. Es wurde eine RNA-

Sequenzierung mittels NGS von 16 dieser 21 Tumore durchgeführt. 

In den 16 Tumoren wurden 5 Tumore (31,25 %) mit einer Genfusion detektiert. Davon 

waren 2 ALK-Fusionen (GCC2-ALK und STRN-ALK), 2 RET-Fusionen (CCDC6-RET und NCOA4-

RET) und 1 TFG-ADGRG7-Fusion (siehe Tabelle 24). 

 

Tabelle 24: Übersicht der RNA-Sequenzierung mittels NGS mit 5 detektierten Genfusionen 
Chrom. = Chromosom 

  5‘-Fusionspartner 3‘-Fusionspartner 

Patient Gen Chrom. Exon Breakpoint Gen Chrom. Exon Breakpoint 

13/S0024 GCC2 2 7 108.472.899 ALK 2 20 29.223.528 

15/I0084 NCOA4 10 10 46.009.410 RET 10 12 43.116.583 

74/B0079 TFG 3 3 100.720.058 ADGRG7 3 2 100.629.597 

96/N0015 CCDC6 10 1 59.906.121 RET 10 12 43.116.583 

140/L0006 STRN 2 3 36.916.077 ALK 2 20 29.223.528 

 

Der Tumor von Patient 13/S0024 mit der GCC2-ALK-Fusion ist in der zuvor durchgeführten 

ALK-IHC negativ gewesen. Abbildung 18 zeigt die negative ALK-IHC dieses Patienten. 

 



74 
 

 

Abbildung 18: ALK-IHC des Tumors von Patient 13/S0024 
In der ALK-IHC dieses Patienten ist keine zytoplasmatische, membranöse oder nukleäre Färbung der Tumorzellen zu 

erkennen. Die ALK-IHC wurde als negativ gewertet. 

 

Da bei diesem Patienten eine Diskrepanz zwischen der RNA-Sequenzierung mittels NGS und 

der ALK-IHC vorlag, wurde hier als dritte Methode die ALK-FISH hinzugezogen. 

Bei der Auswertung der ALK-FISH wurden insgesamt 193 Zellen ausgezählt. Von denen 

wiesen 110 Zellen (56,99 %) einen chromosomalen Bruch des ALK-Gens auf, während 83 

Zellen (43,01 %) keinen chromosomalen Bruch zeigten. Damit wurde die ALK-FISH dieses 

Tumors als positiv gewertet. Die ALK-IHC wurde als falsch-negativ beurteilt. Abbildung 19 

zeigt einen Ausschnitt aus der ALK-FISH dieses Patienten. 
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Abbildung 19: Tumorzellen mit chromosomalem Bruch des ALK-Gens 
Exemplarisch sind in diesem Bildausschnitt 3 Tumorzellen mit chromosomalem Bruch des ALK-Gens markiert (weiße 

Umrandung). 

 

Abgesehen von den 3 Kriterien, nach denen die Tumore zuvor herausgefiltert worden 

waren (linksseitige Tumorlokalisation, Wildtyp in allen vier onkogenen Treibergenen und 

T3-Stadium) wiesen die 5 Fusions-positiven Tumore folgende Eigenschaften auf: 

 

Von den 5 Patienten waren 4 (80 %) weiblich und 1 (20 %) männlich. Das Durchschnittsalter 

der Patienten betrug 76 Jahre. 

Lymphknotenmetastasen hatten bereits 3 der 5 Patienten, wobei 2 (40 %) im Stadium N1 

und 1 im Stadium N2 (20 %) waren. 2 Patienten (40 %) wiesen keine 

Lymphknotenmetastasen auf (Stadium N0). 

Dadurch, dass alle Tumore im T3-Stadium waren, wurden entsprechend die 3 Patienten mit 

Lymphknotenmetastasen dem UICC-Stadium III und die beiden Patienten ohne 

Lymphknotenmetastasen dem UICC-Stadium II zugeordnet. 

Alle 5 Tumore waren Adenokarzinome und alle befanden sich im Colon sigmoideum. 
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Keiner der 5 Patienten wies einen Zweittumor im Darm auf, aber die Patientin mit der 

CCDC6-RET-Fusion hatte zusätzlich ein Lungenkarzinom. 

Im Hinblick auf das MMR-System wiesen 4 von 5 Tumoren einen Ausfall der MMR-Proteine 

MLH1 und PMS2 auf, während MSH2 und MSH6 intakt waren. Bei 1 von 5 Tumoren waren 

umgekehrt die MMR-Proteine MSH2 und MSH6 ausgefallen, während MLH1 und PMS2 

intakt waren. 

Keiner der Patienten hatte zum Zeitpunkt der Datenerhebung ein Rezidiv oder war 

verstorben. 

In Tabelle 25 sind die klinischen und in Tabelle 26 die histologischen und 

molekularpathologischen Eigenschaften der 5 Fusions-positiven Tumore 

zusammengefasst. 

 

Tabelle 25: Klinische Daten der 5 Fusions-positiven MSI-high-Patienten 
m = männlich, w = weiblich, li. = links, C. sigm. = Colon sigmoideum 

Die Eigenschaften, nach denen die Tumore zuvor herausgefiltert wurden, sind in grauer Schrift markiert. 
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13/S0024 w 85 T3d N1b IIIb li. C. sigm. - - nein nein 74,3 74,3 

15/I0084 w 75 T3 N0 IIa li. C. sigm. - - nein nein 10,3 10,3 

74/B0079 w 77 T3 N2a IIIb li. C. sigm. - - nein nein 24,0 24,0 

96/N0015 w 65 T3 N0 IIa li. C. sigm. - Lunge nein nein 0,2 0,2 

140/L0006 m 76 T3 N1a III li. C. sigm. - - nein nein 13,3 13,3 

 

 

Tabelle 26: Histologische und molekularpathologische Eigenschaften der 5 Fusions-positiven MSI-high-Tumore 
wt = Wildtyp 

Die Expression der 4 MMR-Proteine MLH1, MSH2, MSH6 und PMS2 wurde mittels Immunhistochemie bestimmt. Eine 

Expression in < 10 % der Tumorzellen wurde als Defekt angesehen. Die Eigenschaften, nach denen die Tumore zuvor 

herausgefiltert wurden, sind in grauer Schrift markiert. 

Patient Histologischer Subtyp BRAF KRAS NRAS PIK3CA MLH1 MSH2 MSH6 PMS2 

13/S0024 Adenokarzinom wt wt wt wt defekt  intakt intakt defekt 

15/I0084 Adenokarzinom wt wt wt wt defekt  intakt intakt defekt 

74/B0079 Adenokarzinom wt wt wt wt defekt  intakt intakt defekt 

96/N0015 Adenokarzinom wt wt wt wt defekt intakt intakt defekt 

140/L0006 Adenokarzinom wt wt wt wt intakt defekt defekt intakt 
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5. Diskussion 
 

In dieser Arbeit sollten die klinischen und molekularpathologischen Eigenschaften von MSI-

high-Kolonkarzinomen mit NTRK-Fusionen untersucht werden. 

Dabei war die erste Hypothese, dass NTRK-Fusionen in MSI-high-Tumoren in bis zu 5 % der 

Kolonkarzinome vorkommen. In dieser Arbeit wurden 411 Patienten mit einem MSI-high-

Kolonkarzinom mittels pan-TRK-IHC auf NTRK-Fusionen gescreent und durch RNA-

Sequenzierung mittels NGS bestätigt. Dabei konnte bei 12 von 411 Patienten eine NTRK-

Fusion nachgewiesen werden, was einem Anteil von 2,92 % entspricht. Dieser Anteil ist 

geringer als in anderen Studien beobachtet wurde. In einer Studie von Wang, Li et al. [122] 

wurden NTRK-Fusionen in ca. 6 % (n = 13/207), bei Guo, Guo et al. [94] in ca. 7 % (n = 4/55), 

bei Yaeger, Chatila et al. [96] in ca. 8 % (n = 3/39) und bei Ukkola, Nummela et al. [123] in 

ca. 11 % (n = 7/62) aller MSI-high-Kolonkarzinome detektiert. Im Vergleich zu diesen 

Studien wurde in dieser Arbeit eine deutlich größere Kohorte an MSI-high-

Kolonkarzinomen untersucht. Zudem ist das Patientenkollektiv im ColoPredict-2.0-Register 

unselektiert, sodass die Versorgungsrealität besser abgebildet wird als in den meisten 

klinischen Studien. Deshalb ist es wahrscheinlicher, dass die Prävalenz von NTRK-Fusionen 

in MSI-high-Kolonkarzinomen niedriger ist als in den vorigen Studien beobachtet wurde.  

Methodisch muss allerdings berücksichtigt werden, dass in dieser Arbeit ausschließlich 

pan-TRK-IHC-positive Tumore durch die RNA-Sequenzierung bestätigt wurden. Die 

Sensitivität der pan-TRK-IHC ist mit bis zu 95 % insgesamt zwar relativ hoch [92, 108], aber 

dennoch könnte es noch mehr Tumore in der Kohorte geben, die eine NTRK-Fusion 

aufweisen, welche aber in der pan-TRK-IHC fälschlicherweise als negativ detektiert wurden. 

Gerade für die NTRK3-Fusionen wurde eine geringere Sensitivität der pan-TRK-IHC 

festgestellt. Solomon, Linkov et al. hatten in ihrer Studie eine Sensitivität der pan-TRK-IHC 

bei NTRK3-Fusionen von 79,4 % festgestellt [92] und auch Bocciarelli, Caumont et al. 

beschrieben, dass bei einigen NTRK3-positiven Tumoren die pan-TRK-IHC negativ war [83]. 

Zudem beschrieben Lasota, Chlopek et al. eine geringere Intensität der pan-TRK-IHC bei 

NTRK3-Fusionen im Vergleich zu NTRK1-Fusionen [93]. Dies konnte im Fall der einen 

NTRK3-Fusion in dieser Arbeit ebenfalls beobachtet werden, wobei auch eine der 11 

NTRK1-Fusionen nur eine geringe Intensität in der pan-TRK-IHC zeigte. 



78 
 

Auf der anderen Seite wurde in dieser Arbeit ein Fall eines pan-TRK-positiven Tumors 

beobachtet, bei dem sich sowohl bei der RNA-Sequenzierung als auch bei der NTRK1/2/3-

FISH keine NTRK-Fusion nachweisen ließ und der folglich als falsch-positiv gewertet wurde. 

Die Spezifität der pan-TRK-IHC liegt somit in dieser Arbeit unter 100 %. Im Gegensatz dazu 

haben Solomon, Linkov et al. und auch Hechtman, Benayed et al. eine Spezifität von 100 % 

für die Detektion von NTRK-Fusionen mittels pan-TRK-IHC bei kolorektalen Karzinomen 

beobachtet [92, 108]. 

Insgesamt gab es von den 12 NTRK-Fusionen in dieser Arbeit 11 NTRK1-Fusionen und 1 

NTRK3-Fusion. Eine NTRK2-Fusion wurde nicht detektiert. Diese Beobachtung deckt sich 

mit den Ergebnissen aus anderen Studien, bei denen ebenfalls größtenteils NTRK1-

Fusionen und einige NTRK3-Fusionen, aber keine NTRK2-Fusionen detektiert wurden [94, 

122, 124]. NTRK2-Fusionen werden nur vereinzelt bei Kolonkarzinomen beschrieben [105, 

125]. Bei den 12 NTRK-Fusionen handelte es sich um 5 TPM3-NTRK1- und 2 LMNA-NTRK1-

Fusionen, sowie 1 TPR-NTRK1-, 1 TFG-NTRK1-, 1 SCYL3-NTRK1-, 1 IRF2BP2-NTRK1- und 1 

EML4-NTRK3-Fusion. Dass die TPM3-NTRK1-Fusion die häufigste NTRK-Fusion bei 

Kolonkarzinomen ist, konnte auch bei vielen vorherigen Studien beobachtet werden [93, 

122, 124, 126]. Fast alle anderen NTRK-Fusionen wurden ebenfalls bereits beim 

Kolonkarzinom beschrieben: LMNA-NTRK1 [122–125], TPR-NTRK1 [124, 125], SCYL3-NTRK1 

[127], IRF2BP2-NTRK1 [123] und EML4-NTRK3 [81, 82, 124]. Einzig die TFG-NTRK1-Fusion 

wurde bislang bei Schilddrüsenkarzinomen, aber nicht beim Kolonkarzinom, berichtet 

[128]. 

 

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand die Hypothese, dass sich NTRK-Fusionen auf der einen 

und Mutationen in den onkogenen Treibergenen BRAF, KRAS, NRAS und PIK3CA auf der 

anderen Seite gegenseitig ausschließen. Diese Hypothese konnte bestätigt werden. Keines 

der 12 MSI-high-Kolonkarzinome mit NTRK-Fusion wies zusätzlich eine Mutation in einem 

der vier onkogenen Treibergene auf und es konnte eine signifikante Assoziation mit dem 

Wildtyp aller vier Treibergene festgestellt werden (p < 0,001). Die Häufigkeit von NTRK-

Fusionen in MSI-high-Kolonkarzinomen mit BRAF-, KRAS-, NRAS- und PIK3CA-Wildtyp lag in 

dieser Arbeit bei 13,79 % und war damit im Vergleich zu den 2,92 % in MSI-high-

Kolonkarzinomen insgesamt deutlich erhöht. Die Beobachtung, dass NTRK-Fusionen - aber 

auch andere Genfusionen - auf der einen und Mutationen in BRAF, KRAS, NRAS oder PIK3CA 
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auf der anderen Seite sich gegenseitig ausschließen, konnte bereits mehrfach bestätigt 

werden [81–84, 92, 124]. 

Der naheliegendste Grund dafür liegt darin, dass sowohl die NTRK-Gene als auch die Gene 

BRAF, KRAS und NRAS in den MAPK-Signalweg involviert sind. Eine NTRK-Fusion in diesem 

Signalweg kann für einen malignen Aktivierungsprozess desselbigen ausreichen, ohne dass 

zusätzliche Mutationen im MAPK-Signalweg nötig werden. Gestützt wird diese These durch 

die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse, auf welche an anderer Stelle detailliert 

eingegangen wird. In der Genexpressionsanalyse wiesen die Gene BRAF und KRAS eine 

signifikante Erhöhung der Genexpression in NTRK-positiven MSI-high-Tumoren gegenüber 

NTRK-negativen MSI-high-Tumoren auf, obwohl alle in der Analyse mit einbezogenen 

Tumore den BRAF- und KRAS-Wildtyp aufwiesen. Da die Überexpression von BRAF und 

KRAS nicht durch korrespondierende Mutationen hervorgerufen wurde, wird diese auf die 

Überaktivierung des MAPK-Signalwegs durch den Einfluss der NTRK-Fusion zurückzuführen 

sein. Somit ist die durch die NTRK-Fusion bedingte Aktivierung des TRK-Rezeptors stark 

genug, sodass auch die dem TRK-Rezeptor nachgeschalteten Proteine, wie BRAF und KRAS, 

eine erhöhte Aktivität aufweisen und deren zugehörigen Gene vermehrt exprimiert 

werden. 

Zusätzlich ließe sich in diesem Zusammenhang auch erklären, weshalb Koexistenzen von 

Mutationen mit NTRK-Fusionen in anderen onkogenen Signalwegen wie p53 oder Wnt/β-

Catenin, welche beim Weg der chromosomalen Instabilität (CIN) des Kolonkarzinoms eine 

Rolle spielen, vorkommen können [85, 93, 122]. Diese Signalwege werden durch die Effekte 

einer NTRK-Fusion nicht direkt beeinflusst. 

Etwas anders scheint der Effekt von NTRK-Fusionen im PI3K/AKT-Signalweg zu sein. Zwar 

schlossen sich in dieser Arbeit NTRK-Fusionen und Mutationen in PIK3CA gegenseitig aus, 

jedoch wurde in vorigen Studien eine Koexistenz von NTRK-Fusionen mit anderen 

Mutationen im PI3K/AKT-Signalweg beobachtet, die nicht PIK3CA betrafen [85, 93]. Wang, 

Li et al. folgerten daraus, dass der PI3K/AKT-Signalweg im Gegensatz zum MAPK-Signalweg 

möglicherweise durch den Effekt einer NTRK-Fusion nicht ausreichend aktiviert wird, um 

einen malignen Aktivierungsprozess in Gang zu setzen [85]. 

Trotz der zahlreichen Studien, die das gleichzeitige Vorkommen von NTRK-Fusionen mit 

Mutationen in BRAF, KRAS, NRAS und PIK3CA ausschließen, konnte in seltenen Fällen eine 

Koexistenz beobachtet werden. So identifizierten Wang, Li et al. die Koexistenz einer 

RUNX1-NTRK3-Fusion mit einer KRAS-Mutation [122]. Bei diesem Patienten handelte es 
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sich allerdings um ein MSS-Rektumkarzinom. Ebenso entdeckten Ukkola, Nummela et al. 

eine TPM3-NTRK1-Fusion mit einer KRAS-Mutation in einem MSS-Kolonkarzinom [123]. 

Dies lässt vermuten, dass in den weniger häufigen Fällen von NTRK-positiven MSS-KRK eine 

zusätzliche Mutation im MAPK-Signalweg nötig sein kann, um diesen Signalweg für die 

Karzinogenese ausreichend zu aktivieren. Im Gegensatz dazu ist die NTRK-Fusion im MSI-

high-KRK als primärer onkogener Treiber des MAPK-Signalwegs wahrscheinlich 

ausreichend, weshalb keine weiteren Mutationen in diesem zu erwarten sind [93]. 

Im Hinblick auf die Mikrosatelliteninstabilität wiesen alle 12 NTRK-positiven Tumore einen 

Ausfall der MMR-Proteine MLH1 und PMS2 auf, während die MMR-Proteine MSH2 und 

MSH6 bei allen 12 Tumoren nicht ausgefallen waren. Da MSI-high-Kolonkarzinome mit 

einem Ausfall von MLH1/PMS2 deutlich häufiger sind als solche mit einem Ausfall von 

MSH2/MSH6, ist dies weniger relevant, auch wenn in einigen Studien betont wird, dass 

insbesondere Tumore mit einem Ausfall von MLH1 besonders viele Genfusionen aufweisen 

[123, 129].  

Insgesamt sollten MSI-high-Kolonkarzinome unabhängig davon, welche MMR-Proteine 

ausgefallen sind, auf NTRK-Fusionen untersucht werden, wenn sie zusätzlich den Wildtyp 

in BRAF, KRAS, NRAS und PIK3CA aufweisen. In diesem Fall ist Häufigkeit von NTRK-

Fusionen deutlich erhöht. In MSI-high-Kolonkarzinomen schließen sich NTRK-Fusionen und 

Mutationen in BRAF, KRAS, NRAS und PIK3CA gegenseitig aus, sodass davon auszugehen 

ist, dass die NTRK-Fusion hierbei als primärer onkogener Treiber des MAPK-Signalwegs 

fungiert. 

 

Im Folgenden werden zunächst die klinischen Eigenschaften von MSI-high-

Kolonkarzinomen mit NTRK-Fusion diskutiert. Das Durchschnittsalter der Patienten mit 

NTRK-positivem MSI-high-Kolonkarzinom betrug in dieser Arbeit 71 Jahre und wich damit 

nur geringfügig vom Durchschnittsalter der Patienten ohne NTRK-Fusion (72 Jahre) ab. 

NTRK-Fusionen kommen beim Kolonkarzinom im fortgeschrittenem Lebensalter vor, 

allerdings tritt das Kolonkarzinom in der Altergruppe der 70- bis 79-Jährigen auch am 

häufigsten auf, sodass das fortgeschrittene Lebensalter kein signifikantes Merkmal von 

Patienten mit NTRK-Fusion darstellt [3]. Der jüngste Patient mit einer NTRK-Fusion war in 

dieser Arbeit 57 Jahre alt und auch in anderen Studien wurde beobachtet, dass NTRK-

Fusionen beim Kolonkarzinom ab einem Alter von 50 Jahren auftreten, wobei das 

Durchschnittsalter um die 70 Jahre liegt [93, 122]. 
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NTRK-Fusionen kommen bei weiblichen und männlichen Patienten vor. Zwar wurden in 

dieser Arbeit mehr Frauen (n = 7) als Männer (n = 5) mit einer NTRK-Fusion detektiert, 

jedoch waren Männer in Relation häufiger betroffen (3,50 % vs. 2,62 %), wenn auch nicht 

signifikant. Die verbreitete Beobachtung, dass NTRK-Fusionen bei Frauen häufiger 

vorkommen, wird in dieser Arbeit nicht geteilt [87, 93, 130]. Ein möglicher Grund für diesen 

Unterschied könnte darin liegen, dass hier, im Gegensatz zu den anderen Studien, ein 

reines MSI-Kollektiv betrachtet wurde. Sowohl Genfusionen als auch das weibliche 

Geschlecht sind mit MSI-high-Tumoren assoziiert [39, 82]. Folglich werden in einem 

gemischten Kollektiv aus MSI- und MSS-Tumoren Genfusionen vermehrt bei MSI-Tumoren 

und damit vermehrt bei Frauen beobachtet. Dies ist in einem reinen MSI-Kollektiv nicht der 

Fall. Insgesamt ist der Unterschied zwischen den Geschlechtern in jedem Fall nur gering 

und NTRK-Fusionen treten bei beiden Geschlechtern relativ ausgeglichen auf. 

NTRK-Fusionen treten in allen lokal-begrenzten Tumorstadien nach UICC (I - III) auf und 

sind nicht signifikant mit einem UICC-Stadium assoziiert (p = 0,224), auch wenn die meisten 

NTRK-Fusionen (n = 8/12) in diesem Kollektiv im UICC-Stadium II auftraten. Sie können also, 

wie alle Genfusionen, schon ein frühes Ereignis in der Karzinogenese des Kolonkarzinoms 

darstellen, was Yang, Wang et al. in ihrer Studie anhand einer Ganzgenomsequenzierung 

von 63 kolorektalen Karzinomen bereits zeigen konnten [131]. 

Bei genauerer Betrachtung der TNM-Klassifikation fiel interessanterweise auf, dass in 

dieser Arbeit 10 von 12 Tumoren (83,33 %) mit NTRK-Fusion das T-Stadium T3 aufwiesen, 

was einer lokalen Infiltration des Tumors bis in die Subserosa bzw. bis in das perikolische 

Fettgewebe entspricht. NTRK-Fusionen waren in dieser Arbeit zwar nicht signifikant mit 

dem T3-Stadium assoziiert (p = 0,066), scheinen allerdings in diesem Stadium häufiger 

aufzutreten. Lasota, Chlopek et al. konnten diese Beobachtung in ihrem Kollektiv ebenfalls 

feststellen [93]. Weshalb NTRK-Fusionen im weiter fortgeschrittenen Stadium T4 weniger 

häufig auftreten, ist bislang nicht geklärt. Möglicherweise ist ein Grund dafür, dass bis zum 

Stadium T4 bereits andere DNA-Alterationen wie Mutationen aufgetreten sind, die 

wiederum das Auftreten von Genfusionen in diesem Stadium unwahrscheinlicher werden 

lassen [81, 123]. Dafür spricht, dass in diesem Kollektiv von den 186 MSI-high-

Kolonkarzinomen im Stadium T3 49 (26,34 %) den Wildtyp in den Genen BRAF, KRAS, NRAS 

und PIK3CA aufwiesen, während es von den 125 MSI-high-Kolonkarzinomen im Stadium T4 

nur 18 (14,4 %) waren. 
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Es gibt keinen signifikanten Zusammenhang zwischen NTRK-Fusionen und dem Auftreten 

von Lymphknotenmetastasen (p = 0,848). Dies gilt zumindest für lokal begrenzte 

Kolonkarzinome, was durch weitere Studien mit der gleichen Beobachtung gestützt wird 

[123, 132]. Beim metastasierten Kolonkarzinom konnte in der Vergangenheit dagegen ein 

Zusammenhang von NTRK-Fusionen mit dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen 

nachgewiesen werden [87]. 

Im Hinblick auf die Lokalisation von Karzinomen mit NTRK-Fusion im Darm wurde in dieser 

Arbeit entgegen der Erwartung keine Assoziation mit rechtsseitigen Kolonkarzinomen 

beobachtet. Interessanterweise wurde im Gegenteil festgestellt, dass die Karzinome mit 

NTRK-Fusion signifikant mit einer Lokalisation des Tumors im linksseitigen Kolon assoziiert 

waren (p < 0,001). 12,66 % (n = 10/79) der linksseitigen MSI-high-Kolonkarzinome wiesen 

eine NTRK-Fusion auf. Die meisten Studien zu Kolonkarzinomen mit Genfusionen allgemein 

und NTRK-Fusionen im Speziellen haben eine Assoziation zu rechtsseitiger 

Tumorlokalisation herstellen können [82, 87, 93, 125, 130] und in einige Studien konnte gar 

keine Assoziation beobachtet werden [123, 132]. Dass aber NTRK-Fusionen mit 

linksseitigen Kolonkarzinomen assoziiert sind, ist eine neue Beobachtung. Die Ursache für 

diese Diskrepanz liegt ebenfalls darin, dass in dieser Arbeit ein Kollektiv einzig bestehend 

aus MSI-high-Kolonkarzinomen betrachtet wurde. In bisherigen Studien wurde meist ein 

gemischtes Kollektiv aus MSI- und MSS-Kolonkarzinomen betrachtet. Dabei wurde 

beobachtet, dass Genfusionen rechtsseitig häufiger vorkommen, da rechtsseitige 

Kolonkarzinome viel häufiger MSI aufweisen als linksseitige, wodurch das Auftreten von 

Genfusionen dort wahrscheinlicher wird [82, 83]. Auch in dieser Arbeit waren von den 411 

MSI-high-Kolonkarzinomen 331 im rechtsseitigen Kolon lokalisiert, während nur 79 im 

linksseitigen Kolon lokalisiert waren (zusätzlich gab es einen Tumor mit unbekannter 

Lokalisation). Man muss zusätzlich berücksichtigen, dass Genfusionen, wie hier und auch in 

früheren Studien gezeigt werden konnte, mit dem Wildtyp in den Treibergenen BRAF, 

KRAS, NRAS und PIK3CA assoziiert sind [81, 82]. Von den 331 rechtsseitigen 

Kolonkarzinomen in diesem Kollektiv wiesen nur 14,2 % (n = 47) den Wildtyp in allen vier 

Treibergenen auf, während von den 79 linksseitigen Kolonkarzinomen 50,6 % (n = 40) den 

Wildtyp in allen vier Treibergenen aufwiesen. Linksseitige Kolonkarzinome weisen relativ 

gesehen also deutlich häufiger den Wildtyp in BRAF, KRAS, NRAS und PIK3CA auf, während 

rechtsseitige Kolonkarzinome vermehrt Mutationen in diesen Genen aufweisen [133–136]. 
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Dadurch besteht innerhalb der Gruppe der MSI-high-Kolonkarzinome eine Assoziation 

zwischen NTRK-Fusionen und linksseitiger Tumorlokalisation. 

Nichtsdestotrotz wäre eine größere Zahl an NTRK-Fusionen auch bei den rechtsseitigen 

Tumoren zu erwarten gewesen, da der oben beschriebenen Argumentation nach ein 

annähernd gleiches Verhältnis von NTRK-Fusionen in linksseitigen und rechtsseitigen 

Kolonkarzinomen vorkommen müsste, sofern sie MSI-high sind und den Wildtyp in BRAF, 

KRAS, NRAS und PIK3CA aufweisen. Tatsächlich wiesen aber von den MSI-high-Tumoren 

mit dem Wildtyp in BRAF, KRAS, NRAS und PIK3CA linksseitig n = 10/40 (25 %) eine NTRK-

Fusion auf, während rechtsseitig nur n = 2/47 (4,26 %) der MSI-high-Tumore mit dem 

Wildtyp in BRAF, KRAS, NRAS und PIK3CA eine NTRK-Fusion aufwiesen. Als mögliche 

Ursachen für diese deutlich geringere Zahl an NTRK-Fusionen bei rechtsseitigen MSI-high-

Tumoren mit dem Wildtyp in BRAF, KRAS, NRAS und PIK3CA müssen weitere 

molekularpathologische Einflussfaktoren und auch falsch-negative Ergebnisse in der pan-

TRK-IHC in Betracht gezogen werden. 

Neben dem Zusammenhang zwischen NTRK-Fusionen und linksseitiger Tumorlokalisation 

in MSI-high-Kolonkarzinomen sollte auch ein genauerer Blick auf die spezifische 

Lokalisation der NTRK-positiven Tumore geworfen werden. Loree, Pereira et al. haben 

diesbezüglich festgestellt, dass die pauschale Einteilung in rechts- und linksseitige 

Kolonkarzinome die molekularpathologischen Subgruppen von Kolonkarzinomen nicht 

ausreichend berücksichtigt [137]. Betrachtet man die spezifische Lokalisation von NTRK-

positiven MSI-high-Tumoren, so lässt sich feststellen, dass diese im gesamten linken 

Hemikolon vorkommen. In der linken Kolonflexur hatten 15,38 % (n = 2/13), im Colon 

descendens 12,50 % (n = 3/24) und im Colon sigmoideum ebenfalls 12,50 % (n = 5/40) der 

MSI-high-Tumore eine NTRK-Fusion. Im rechten Hemikolon waren die beiden NTRK-

Fusionen im Colon ascendens lokalisiert und machten dort einen Anteil von 1,32 % (n = 

2/151) aus. Somit lässt sich keine spezifische Lokalisation von Tumoren mit NTRK-Fusion 

feststellen. Dennoch ist anzumerken, dass Kolonkarzinome mit NTRK-Fusion auch an 

unüblichen Lokalisationen, wie zum Beispiel der linken Kolonflexur, vorkommen, was 

Lasota, Chlopek et al. ebenfalls beobachten konnten [93].  

NTRK-positive MSI-high-Tumore sind nicht mit dem zusätzlichen Auftreten eines weiteren 

Karzinoms im Darm und auch nicht mit dem Auftreten eines anderen Karzinoms assoziiert, 

wobei es in dieser Arbeit einen Patienten gab, der zusätzlich zu einem NTRK-positiven MSI-

high-Kolonkarzinom ein Prostatakarzinom hatte und eine Patientin, die zusätzlich ein 
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Mammakarzinom aufwies. Bislang sind keine Daten zum Zusammenhang von NTRK-

positiven Tumoren mit dem Auftreten von weiteren Tumoren veröffentlicht worden. 

Lediglich Yamashiro, Kurihara et al. berichten in ihrer Studie von einem Patienten, der 

neben einem NTRK-positiven Kolonkarzinom einen weiteren Tumor, in diesem Fall ein 

Thymom, aufwies [138]. 

Histologisch handelt es sich bei Kolonkarzinomen mit NTRK-Fusionen um Adenokarzinome 

des Kolons, was sowohl in dieser Arbeit als auch in vorherigen Studien belegt wurde [122, 

138]. Das Adenokarzinom stellt allerdings auch den mit Abstand häufigsten malignen 

Tumor des Kolons dar, weshalb Kolonkarzinome mit NTRK-Fusion nicht signifikant mit 

diesem histologischen Subtyp assoziiert sind [14, 15]. Ob ein bestimmter Subtyp des 

Adenokarzinoms mit dem Auftreten von NTRK-Fusionen zusammenhängt, konnte bislang 

nicht eindeutig ermittelt werden. Lasota, Chlopek et al. berichten in ihrer Studie davon, 

dass NTRK-positive Kolonkarzinome zum Großteil muzinöse Adenokarzinome sind und dass 

sie zudem ein Siegelringezellkarzinom mit einer NTRK-Fusion in ihrem Kollektiv entdeckt 

haben [93]. Auch Yamashiro, Kurihara et al. haben in ihrer Studie eine NTRK-Fusion in 

einem muzinösen Adenokarzinom entdeckt [138]. Diese Beobachtung deckt sich nicht mit 

den Ergebnissen dieser Arbeit und der Studie von Pietrantonio, Di Nicolantonio et al., bei 

der ebenfalls kein Adenokarzinom eine muzinöse Komponente aufwies [87]. Ebenso 

konnten Bang, Lee et al. keine besonderen histologischen Subgruppen des Adenokarzinoms 

mit dem Auftreten von NTRK-Fusionen in Verbindung bringen [126]. Aus den Ergebnissen 

dieser Arbeit und den unterschiedlichen Ergebnissen der zitierten Studien lässt sich 

schließen, dass NTRK-Fusionen bei verschiedenen Subtypen des Adenokarzinoms des 

Kolons auftreten können und mit keinem Subtyp signifikant assoziiert sind.  

 

Als Nächstes sollte die Hypothese geprüft werden, dass NTRK-Fusionen die Prognose von 

MSI-high-Kolonkarzinomen verschlechtern. Dazu wurden die Follow-Up-Daten zum 

Überleben und zum Auftreten von Rezidiven ausgewertet. Dabei konnte kein signifikanter 

Unterschied im Überleben zwischen Patienten mit NTRK-positivem MSI-high-

Kolonkarzinom und NTRK-negativen MSI-high-Kolonkarzinom festgestellt werden (p = 

0,941). In beiden Gruppen lebten zum Zeitpunkt der letzten Datenerhebung relativ noch 

annähernd gleich viele Patienten (NTRK-positive: 83,33 % vs. NTRK-negative: 79,70 %). Die 

mediane Überlebenszeit konnte nicht angegeben werden, da in beiden Gruppen noch 

mehr als 50 % der Patienten lebten. Die geschätzte mittlere Überlebenszeit lag bei der 
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NTRK-positiven Kohorte bei 60,45 Monaten (95%-Konfidenzintervall: 39,25 - 81,66 

Monate) und in der NTRK-negativen Kohorte bei 83,99 Monaten (95%-Konfidenzintervall: 

74,08 - 93,91 Monate). Aus zwei Gründen ist die Aussagekraft dieser geschätzten mittleren 

Überlebenszeiten sehr begrenzt: Zum einen wird die mittlere Überlebenszeit maßgeblich 

von den Zensierungen beeinflusst und zum anderen ist die Fallzahl in der NTRK-positiven 

Kohorte sehr gering, sodass ein weites 95%-Konfidenzintervall entsteht [139]. Da die 

mediane Überlebenszeit als robusterer Wert nicht berechnet werden konnte, kann hier 

kein aussagekräftiger Vergleich der Überlebenszeiten zwischen der NTRK-positiven und der 

NTRK-negativen Kohorte hergestellt werden. Es bleibt lediglich festzuhalten, dass sich das 

Gesamtüberleben zwischen den beiden Gruppen nicht signifikant unterscheidet.  

Ebenso wie beim Gesamtüberleben verhält es sich beim Auftreten von Rezidiven. In dieser 

Arbeit unterschied sich die Häufigkeit eines Lokalrezidivs in der NTRK-positiven und in der 

NTRK-negativen Kohorte nicht signifikant (p = 1). In beiden Gruppen ist zum Zeitpunkt der 

letzten Datenerhebung bei einem annähernd gleich hohen Anteil von Patienten ein 

Lokalrezidiv aufgetreten (NTRK-positive: 8,33 % vs. NTRK-negative: 11,11 %). 

Bislang gibt es wenige Daten bezüglich des Einflusses von NTRK-Fusionen auf die Prognose 

von Kolonkarzinomen, was hauptsächlich der geringen Anzahl von entsprechenden 

Patienten geschuldet ist. Pietrantonio, Di Nicolantonio et al. haben in ihrer Studie zu ALK-, 

ROS1- und NTRK-Fusionen beim Kolonkarzinom eine signifikant schlechtere Prognose - 

auch unabhängig vom MSI-Status - bei Fusions-positiven Tumoren festgestellt [87]. 

Allerdings wurde in der genannten Studie das metastasierte und nicht das lokal begrenzte 

Kolonkarzinom untersucht. Drei andere Studien haben die Prognose von NTRK-Fusionen in 

verschiedenen soliden Tumoren insgesamt untersucht, bei der die meisten NTRK-Fusionen 

jeweils in der Gruppe der kolorektalen Karzinome (n = 7/27, n = 9/38 bzw. n = 9/28) 

vorkamen. In allen drei Studien konnte kein signifikanter Unterschied in der Prognose von 

NTRK-positiven und NTRK-negativen soliden Tumoren festgestellt werden [140–142]. Choi, 

Kwon et al. haben lokal begrenzte Kolonkarzinome mit verschiedenen Genfusionen, 

darunter auch NTRK-Fusionen, bezüglich deren Prognose untersucht und konnten ebenfalls 

keinen signifikanten Unterschied zu Kolonkarzinomen ohne Fusion feststellen [86]. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit und der genannten Studien deuten darauf hin, dass NTRK-

Fusionen zumindest im lokal begrenzten Stadium weder einen negativen noch einen 

positiven prognostischen Einfluss auf das Kolonkarzinom haben. Insgesamt sind sowohl 

diese Arbeit als auch die zitierten Studien in ihrer Aussagekraft limitiert, da sie nur relativ 
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geringe Fallzahlen von NTRK-positiven Karzinomen aufweisen und auch der 

Beobachtungszeitraum nicht ausreichend lang ist. Es sind Studien mit größeren Fallzahlen 

und längeren Follow-Up-Zeiten von NTRK-positiven Kolonkarzinomen nötig, um deren 

Einfluss auf die Prognose zuverlässig bestimmen zu können. 

 

Da Patienten mit einem hereditären Kolonkarzinom im Rahmen des Lynch-Syndroms 

charakteristisch ein MSI-high-Kolonkarzinom aufweisen, sollte geprüft werden, ob Tumore 

mit NTRK-Fusion bei Patienten mit einem hereditären MSI-high-Kolonkarzinom im Rahmen 

des Lynch-Syndroms oder bei Patienten mit einem sporadischen MSI-high-Kolonkarzinom 

häufiger sind. In dieser Arbeit waren alle Tumore mit NTRK-Fusion (n = 12/12) sporadische 

MSI-high-Kolonkarzinome, da sie alle eine Methylierung des MLH1-Promotors aufwiesen. 

Diese Beobachtung wird in der Literatur genauso geteilt und trifft auch auf andere 

Genfusionen zu [82, 84, 85, 143]. Lediglich Svrcek, Colle et al. berichten über zwei NTRK-

Fusionen, die beim metastasierten Kolonkarzinom im Rahmen des Lynch-Syndroms 

detektiert wurden [95]. Insgesamt treten NTRK-Fusionen also fast ausschließlich beim 

sporadischen MSI-high-Kolonkarzinom auf. 

 

Mit Hilfe der Genexpressionsanalyse sollte nun untersucht werden, ob NTRK-Fusionen 

tatsächlich auch mit einer vermehrten Expression der NTRK-Gene NTRK1, NTRK2 und 

NTRK3 einhergehen. Der Vergleich der Genexpression der 12 MSI-high-Kolonkarzinome mit 

NTRK-Fusion mit 12 MSI-high-Kolonkarzinomen ohne NTRK-Fusion zeigte eine signifikant 

erhöhte Expression des NTRK1-Gens in der Kohorte mit NTRK-Fusion um das 116-fache der 

negativen Kohorte (p < 0,0001), während die Gene NTRK2 und NTRK3 nicht signifikant 

vermehrt exprimiert wurden. Dieses Ergebnis lässt sich dadurch erklären, dass 11 der 12 

NTRK-positiven Tumore eine NTRK1-Fusion hatten, während nur ein Tumor mit einer 

NTRK3-Fusion und kein Tumor mit einer NTRK2-Fusion detektiert wurde. Okamura, 

Boichard et al. haben diesbezüglich die NTRK-Expression in verschiedenen adulten 

Tumorentitäten insgesamt untersucht [144]. Sie konnten anhand von 31 NTRK-positiven 

Tumoren feststellen, dass die Genexpression von allen drei NTRK-Genen gegenüber NTRK-

negativen Tumoren signifikant erhöht war. Dies lässt die Vermutung zu, dass die Gene 

NTRK2 und NTRK3 ebenfalls überexprimiert werden, sofern eine NTRK2- bzw. NTRK3-

Fusion vorliegt, auch wenn dies in dieser Arbeit aufgrund der mangelnden Fallzahl dieser 

Fusionen nicht nachgewiesen werden konnte. 
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Wie bereits zu Beginn der Diskussion erwähnt, wurde bei Betrachtung der Gene, die in die 

Signalkaskaden der TRK-Rezeptoren involviert sind, eine signifikante Erhöhung von KRAS 

und BRAF aus dem MAPK-Signalweg um mehr als das Dreifache in NTRK-positiven MSI-

high-Tumoren beobachtet. Sowohl alle 12 NTRK-positiven als auch alle 12 NTRK-negativen 

MSI-high-Kolonkarzinome, die in die Genexpressionsanalyse mit einbezogen wurden, 

wiesen den Wildtyp in den Genen KRAS und BRAF auf, sodass eine vermehrte Expression 

aufgrund einer Mutation in diesen Genen ausgeschlossen werden konnte. Demnach steht 

die erhöhte Genexpression von KRAS und BRAF wahrscheinlich in Zusammenhang mit der 

durch die NTRK-Fusion bedingten gesteigerten Aktivität im MAPK-Signalweg. 

Insgesamt bekräftigen die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse, dass NTRK-Fusionen 

tatsächlich zu einer vermehrten Expression von TRK-Rezeptoren führen, wodurch die 

nachgeschalteten Signalwege übermäßig aktiviert werden und durch vermehrte 

Zellproliferation die Entstehung eines Karzinoms begünstigt wird. 

 

Im Zuge der zielgerichteten Therapie von Kolonkarzinomen spielen auch 

Immuncheckpoint-Inhibitoren eine zunehmend größere Rolle. Um herauszufinden, ob MSI-

high-Kolonkarzinome mit NTRK-Fusion von einer solchen Therapie zusätzlich profitieren 

könnten, wurde die PD-L1-Expression auf der Oberfläche der Tumorzellen bestimmt. In 

dieser Arbeit wiesen 11 von 12 Tumoren (91,67 %) mit NTRK-Fusion eine PD-L1-Expression 

der Tumorzellen auf. Die Expression von PD-L1 auf Tumorzellen von Kolonkarzinomen mit 

NTRK-Fusion wurde auch in anderen Studien beobachtet. Lasota, Chlopek et al. konnten in 

ihrer Studie zu kolorektalen Karzinomen bei den meisten NTRK-positiven Tumoren eine PD-

L1-Expression der Tumorzellen beobachten, auch wenn diese zum Großteil nur schwach 

und fokal war [93]. Weniger häufig detektierten Gatalica, Xiu et al. die Expression von PD-

L1 in ihrer Studie zu NTRK-Fusionen in verschiedenen Tumorentitäten (n = 7/30, 23 %) 

[107]. Tatsächlich konnten Wang, Yi et al. eine PD-L1-Expression in MSI-high-

Kolonkarzinomen mit Genfusion in 5 von 11 Tumoren (46 %) beobachten, sodass die PD-

L1-Expression im Vergleich zu MSI-high-Kolonkarzinomen ohne Genfusion signifikant 

erhöht war (p < 0,001) [129]. Diese Beobachtung ist interessant, wenn man bedenkt, dass 

die PD-L1-Expression in MSI-high-Kolonkarzinomen insgesamt bereits erhöht ist [115, 145–

147]. Da in dieser Arbeit die PD-L1-Expression von MSI-high-Tumoren ohne Genfusion nicht 

getestet wurde, kann hier nicht bestätigt werden, dass Genfusionen in MSI-high-

Kolonkarzinomen signifikant mit einer Expression von PD-L1 assoziiert sind.  
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Dennoch weisen MSI-high-Kolonkarzinome mit NTRK-Fusion häufig auch eine PD-L1-

Expression auf, sodass die PD-L1-Expression in diesen Fällen ebenfalls mitbestimmt werden 

sollte. Patienten mit NTRK-Fusion und PD-L1-Expression könnten zusätzlich zu einer 

Therapie mit TRK-Inhibitoren auch von einer Therapie mit PD-L1-Inhibitoren profitieren 

[122]. Diesbezüglich sind klinische Studien nötig, um den Nutzen einer solchen 

Kombinationstherapie zu untersuchen. 

 

Im Rahmen der Untersuchung der Tumormikroumgebung von NTRK-positiven MSI-high-

Kolonkarzinomen wurde geprüft, in welchem Ausmaß diese Karzinome tumorinfiltrierende 

T-Lymphozyten (TILs) aufweisen. In dieser Arbeit lag die Dichte von TILs im Zentrum NTRK-

positiver MSI-high-Tumore durchschnittlich bei 1033 CD3⁺-T-Lymphozyten/mm², bei 657 

CD4⁺-T-Lymphozyten/mm² und bei 856 CD8⁺-T-Lymphozyten/mm². Wie bereits in vorigen 

Studien zu TILs in kolorektalen Karzinomen berichtet worden ist, war die Varianz in der 

Anzahl der TILs auch in dieser Arbeit groß [45, 148]. Im Vergleich zu anderen Studien, in 

denen TILs in Kolonkarzinomen insgesamt untersucht worden sind, war der Mittelwert der 

TILs im Zentrum der NTRK-positiven MSI-high-Kolonkarzinome in dieser Arbeit erhöht. So 

betrug der Mittelwert der TILs im Zentrum des Tumors in einer Studie von Pagès, Mlecnik 

et al., in welcher 3539 Kolonkarzinome untersucht worden sind, 693 CD3⁺-T-

Lymphozyten/mm² bzw. 241 CD8⁺-T-Lymphozyten/mm² [45]. Ähnliche Ergebnisse zeigte 

die Studie von Glaire, Domingo et al. mit 1137 kolorektalen Karzinomen, wobei der 

Mittelwert der TILs im Zentrum des Tumors bei 596 CD3⁺-T-Lymphozyten/mm² bzw. 232 

CD8⁺-T-Lymphozyten/mm² lag [57]. Allerdings sind die Mittelwerte der TILs in dieser Arbeit 

in ihrer Aussagekraft limitiert. Dies liegt zum einen methodisch an der manuellen 

Auszählung der Zellen, wodurch die Objektivität begrenzt wird. Zum anderen ist in dieser 

Arbeit im Vergleich zu den genannten Studien nur ein sehr kleines Kollektiv untersucht 

worden, in dem zusätzlich eine große Varianz in der Anzahl der TILs vorlag. Trotzdem haben 

auch Lasota, Chlopek et al. über hohe Zahlen an CD4⁺- und CD8⁺-T-Lymphozyten in NTRK-

positiven MSI-high-Kolonkarzinomen berichtet [93]. Dabei waren die CD4⁺-T-Lymphozyten 

- passend zu den Ergebnissen dieser Arbeit - weniger präsent als die CD8⁺-T-Lymphozyten. 

Hohe Zahlen an TILs - insbesondere an CD3⁺- und CD8⁺-T-Lymphozyten - werden mit einer 

guten Prognose in Zusammenhang gebracht [45, 149, 150]. In vorigen Studien wurden hohe 

Zahlen an TILs vor allem in MSI-high-Kolonkarzinomen beobachtet, während MSS-

Kolonkarzinome eine geringere Zahl an TILs aufwiesen [149, 151–153]. Dies ist 
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wahrscheinlich neben dem geringeren Metastasierungspotential ein weiterer Faktor, 

weshalb MSI-high-Tumore gegenüber MSS-Tumoren eine bessere Prognose aufweisen 

[38–41]. Zusammenfassend weisen NTRK-positive MSI-high-Kolonkarzinome, wie die 

meisten MSI-high-Kolonkarzinome, eine hohe Infiltration von T-Lymphozyten auf, weshalb 

sie möglicherweise zumindest gegenüber MSS-Kolonkarzinomen prognostisch günstiger 

sein könnten.  

 

Zuletzt wurde im MSI-Kollektiv nach weiteren Genfusionen gesucht. Dass zu diesem Zweck 

die Immunhistochemie im Gegensatz zur pan-TRK-IHC bei NTRK-Fusionen unzuverlässig ist, 

wurde bereits in mehreren Studien festgestellt. So wurde zum Beispiel belegt, dass die 

Sensitivität der RET-IHC zur Detektion von RET-Fusionen erheblich durch den 

Fusionspartner beeinflusst wird [154]. Auch die ALK-IHC kann zwar für die Detektion von 

ALK-Fusionen beim kolorektalen Karzinom verwendet werden, weist aber häufig falsch-

negative Ergebnisse auf [155–158]. In dieser Arbeit wurde ebenfalls eine GCC2-ALK-Fusion 

mittels RNA-Sequenzierung detektiert, welche in der ALK-IHC keine Färbung zeigte. 

Durch Zuhilfenahme der Beobachtungen von NTRK-Fusionen in MSI-high-Kolonkarzinomen 

wurden schließlich Genfusionen mittels RNA-Sequenzierung in 5 von 16 (31,25 %) NTRK-

negativen MSI-high-Tumoren detektiert, welche im linksseitigen Kolon lokalisiert waren 

sowie das T-Stadium T3 und den Wildtyp in den Genen BRAF, KRAS, NRAS und PIK3CA 

aufwiesen.  

Auch wenn in dieser Arbeit nur ein kleines Kollektiv von 16 NTRK-negativen MSI-high-

Kolonkarzinomen mit ähnlichen Eigenschaften zu NTRK-positiven MSI-high-

Kolonkarzinomen auf weitere Genfusionen untersucht wurde, wird deutlich, dass diese 

Eigenschaften auch auf MSI-high-Kolonkarzinome mit anderen Genfusionen zutreffen. Dies 

wird durch den Unterschied in den Prävalenzen verdeutlicht: Während Genfusionen in MSI-

high-Kolonkarzinomen insgesamt eine Prävalenz von ca. 5 % aufweisen, ist die Prävalenz in 

MSI-high-Kolonkarzinomen mit den oben genannten Eigenschaften auf über 30 % erhöht  

[82, 83]. 

Es wurden 2 ALK-Fusionen (GCC2-ALK und STRN-ALK), 2 RET-Fusionen (CCDC6-RET und 

NCOA4-RET) und eine TFG-ADGRG7-Fusion detektiert. Einige dieser Fusionen sind bereits 

beim Kolonkarzinom berichtet worden: STRN-ALK [156, 159], CCDC6-RET [160, 161] und 

NCOA4-RET [160, 161]. Dagegen wurde die GCC2-ALK-Fusion bislang beim Kolonkarzinom 

nicht berichtet, dafür aber beim Lungenkarzinom [162, 163]. Genauso wurde die TFG-
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ADGRG7-Fusion bislang bei Lymphomen und beim Medulloblastom, aber nicht beim 

Kolonkarzinom beschrieben [164, 165].  

Genfusionen kommen häufig bei MSI-high-Kolonkarzinomen vor, die den Wildtyp in den 

Genen BRAF, KRAS, NRAS und PIK3CA aufweisen. Zusätzlich steigt die Wahrscheinlichkeit 

bei linksseitiger Tumorlokalisation und dem T-Stadium T3. Da ein Screening auf 

Genfusionen mittels NGS aktuell noch mit hohen Kosten verbunden ist, könnten diese 

Tumoreigenschaften eine bessere Prognose erlauben, ob solch ein Screening bei 

entsprechenden Patienten erfolgsversprechend wäre. Die Ergebnisse dieser Arbeit 

unterstützen den von Cocco, Benhamida et al. vorgeschlagenen Algorithmus, MSI-high-

Kolonkarzinome mit BRAF/RAS-Wildtyp einem direkten Screening auf Genfusionen zu 

unterziehen, da diese von einer zielgerichteten Therapie profitieren könnten [82]. 

 

6. Zusammenfassung 
 

Seit einigen Jahren entwickeln sich die medikamentösen Therapieansätze maligner Tumore 

weg von den klassischen Chemotherapeutika, welche nicht zielgerichtet sind und starke 

Nebenwirkungen auf den gesamten Organismus aufweisen, hin zu zielgerichteten 

Medikamenten, welche anhand der individuellen Tumormerkmale eines Patienten 

ausgewählt werden, wodurch der Tumor effektiver und nebenwirkungsärmer therapiert 

werden kann. Im Zuge dessen wird es zunehmend wichtiger, die molekularpathologischen 

Eigenschaften eines Tumors individuell zu bestimmen und diesen auf bestimmte Biomarker 

zu untersuchen, um Patienten die bestmögliche Therapie ihres Tumors zu ermöglichen. 

Eine Gruppe dieser Biomarker stellen die Genfusionen dar, welche häufig zu einer 

übermäßigen Expression von Rezeptoren in Tumorzellen führen, die wiederum maligne, 

proliferative Wachstumsprozesse in Gang setzen. In diesem Fall kann eine medikamentöse 

Blockade dieser Rezeptoren das Tumorwachstum stoppen.  

Beim Kolonkarzinom stellen insbesondere NTRK-Fusionen, die vor allem in MSI-high-

Kolonkarzinomen vorkommen, eine wichtige Subgruppe dar. Da NTRK-Fusionen insgesamt 

relativ selten auftreten und die molekulare Diagnostik mit hohen Kosten verbunden ist, ist 

es wichtig, die molekularpathologischen Eigenschaften von MSI-high-Kolonkarzinomen mit 

NTRK-Fusion zu kennen, um ein gezieltes Screening auf diese durchführen zu können. Das 
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Ziel dieser Arbeit war es, diese Eigenschaften von MSI-high-Kolonkarzinomen mit NTRK-

Fusion zu untersuchen. 

In 411 MSI-high-Kolonkarzinomen wurden in dieser Arbeit 12 NTRK-Fusionen (2,92 %) 

detektiert, von denen eine Fusion (TFG-NTRK1) beim Kolonkarzinom noch nicht 

beschrieben worden ist. Damit war das Auftreten von NTRK-Fusionen in MSI-high-

Kolonkarzinomen gegenüber allen Kolonkarzinomen erwartungsgemäß erhöht.  

Es konnte nachgewiesen werden, dass MSI-high-Kolonkarzinome mit NTRK-Fusion 

signifikant mit dem Wildtyp in den vier onkogenen Treibergenen BRAF, KRAS, NRAS und 

PIK3CA assoziiert sind. Bei den MSI-high-Kolonkarzinomen schließen sich NTRK-Fusionen 

auf der einen und Mutationen in BRAF, KRAS, NRAS und PIK3CA auf der anderen Seite 

gegenseitig aus. Die Expression des NTRK1-Gens war in MSI-high-Kolonkarzinomen mit 

NTRK-Fusion  gegenüber MSI-high-Kolonkarzinomen ohne NTRK-Fusion signifikant erhöht, 

ebenso wie die Expression von BRAF und KRAS. Dadurch wird belegt, dass NTRK-Fusionen 

tatsächlich zu einer vermehrten Expression von TRK-Rezeptoren führen und 

nachgeschaltete Proteine und deren Gene ebenfalls vermehrt exprimiert und aktiviert 

werden. Im MAPK-Signalweg fungiert die NTRK-Fusion somit als primärer onkogener 

Treiber, sodass keine zusätzlichen Mutationen in diesem Signalweg nötig werden, um einen 

malignen Aktivierungsprozess in Gang zu setzen. 

Außerdem wurde festgestellt, dass NTRK-Fusionen innerhalb der Gruppe der MSI-high-

Kolonkarzinome signifikant mit Tumoren im linksseitigen Hemikolon assoziiert sind. 

Ursächlich dafür ist die nach distal zunehmende Häufigkeit des Wildtyps in den Genen 

BRAF, KRAS, NRAS und PIK3CA, wodurch dort die Wahrscheinlichkeit für das Auftreten von 

NTRK-Fusionen erhöht ist. 

Bei allen MSI-high-Kolonkarzinomen mit NTRK-Fusion handelte es sich um sporadische 

Kolonkarzinome mit Methylierung des MLH1-Promotors, während keines dieser Karzinome 

hereditär im Zusammenhang mit dem Lynch-Syndrom auftrat. 

Prognostisch konnte kein signifikanter Unterschied für das Gesamtüberleben und das 

Auftreten eines Rezidivs zwischen MSI-high-Kolonkarzinomen mit NTRK-Fusion und MSI-

high-Kolonkarzinomen ohne NTRK-Fusion festgestellt werden, wobei die Aussagekraft 

aufgrund der geringen Anzahl von Tumoren mit NTRK-Fusion begrenzt war. Diesbezüglich 

sind Studien mit größeren Fallzahlen von Kolonkarzinomen mit NTRK-Fusion nötig, um den 

prognostischen Einfluss von NTRK-Fusionen zu ermitteln. 
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Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die meisten MSI-high-Kolonkarzinome mit 

NTRK-Fusion PD-L1 auf ihrer Oberfläche exprimieren und durch CD3⁺-, CD4⁺- und CD8⁺-T-

Lymphozyten infiltriert werden. Durch die Expression von PD-L1 könnten Patienten mit 

MSI-high-Kolonkarzinomen und NTRK-Fusion von einer Therapie mit Immuncheckpoint-

Inhibitoren profitieren. Die die MSI-high-Kolonkarzinome mit NTRK-Fusion infiltrierenden 

T-Lymphozyten sind als prognostisch günstiger Faktor zu werten. 

Zuletzt wurden anhand der Merkmale von MSI-high-Kolonkarzinomen mit NTRK-Fusion 16 

MSI-high-Kolonkarzinome auf weitere Genfusionen gescreent. Dabei wurden fünf weitere 

Genfusionen (31,25 %) detektiert. Darunter waren zwei Fusionen (GCC2-ALK und TFG-

ADGRG7), welche bislang beim Kolonkarzinom nicht berichtet worden sind. Andere 

Genfusionen kommen also ebenfalls häufig bei MSI-high-Kolonkarzinomen vor, die den 

Wildtyp in den Genen BRAF, KRAS, NRAS und PIK3CA aufweisen und sich im linken 

Hemikolon befinden. 

Zusammenfassend sollten MSI-high-Kolonkarzinome, die den Wildtyp in den vier 

onkogenen Treibergenen BRAF, KRAS, NRAS und PIK3CA aufweisen, auf Genfusionen 

gescreent werden, vor allem wenn sie sich zusätzlich im linken Hemikolon befinden. Bei 

diesen Karzinomen ist das Auftreten von Genfusionen, wie z.B. NTRK-Fusionen, deutlich 

erhöht. Zusätzlich sollte der PD-L1-Status von MSI-high-Kolonkarzinomen mit NTRK-Fusion 

bestimmt werden, da diese Tumore häufig auch PD-L1 exprimieren, wodurch betroffene 

Patienten neben einer Therapie mit TRK-Inhibitoren wie Larotrectinib auch von einer 

Therapie mit Immuncheckpoint-Inhibitoren wie Atezolizumab profitieren könnten. Der 

Nutzen einer solchen Kombinationstherapie sollte in klinischen Studien untersucht werden. 

Auch wenn die Patienten mit MSI-high-Kolonkarzinom und Genfusion nur eine kleine 

Subgruppe der Darmkrebspatienten darstellen, so könnten diese Patienten in Zukunft von 

einer zielgerichteten Therapie ihres Tumors profitieren. 
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Anhang 
 

A1: MSI-Kollektiv und Gesamtheit aller MSI-Tumore im Colopredict-2.0-Register 
mt = Mutation, wt = Wildtyp, NA = nicht angegeben 

    
MSI Kollektiv  MSI Colopredict 

Gesamt 

    Gesamt % Gesamt % 

  N 411   1003   

Alter Mittel 72,02   73,21   

Geschlecht männlich 143 34,79% 330 32,90% 

  weiblich 267 64,96% 667 66,50% 
  NA 1 0,24% 6 0,60% 

T T0 2 0,49% 2 0,20% 

  T1 26 6,33% 33 3,29% 

  T2 72 17,52% 98 9,77% 

  T3 186 45,26% 701 69,89% 

  T4 125 30,41% 159 15,85% 

  NA   0,00% 10 1,00% 

N N0 258 62,77% 653 65,10% 

  N1 81 19,71% 212 21,14% 

  N2 70 17,03% 127 12,66% 

  Nx 2 0,49% 3 0,30% 

  NA   0,00% 8 0,80% 

UICC I 89 21,65% 95 9,47% 

  II 168 40,88% 552 55,03% 

  III 154 37,47% 346 34,50% 

  NA   0,00% 10 1,00% 

Lokalisation rechts 331 80,54% 844 84,15% 

  links 79 19,22% 150 14,96% 
  NA 1 0,24% 9 0,90% 

Lokalisation 
führend 

Colon ascendens 151 36,74% 412 41,08% 

  Colon descendens 24 5,84% 46 4,59% 

  Colon transversum 50 12,17% 118 11,76% 

  Colon sigmoideum 40 9,73% 72 7,18% 

  Linke Colonflexur 13 3,16% 30 2,99% 

  Rechte Colonflexur 35 8,52% 96 9,57% 

  Rektosigmoidaler Übergang 2 0,49% 2 0,20% 

  Zökum 94 22,87% 217 21,64% 

  Appendix 1 0,24% 1 0,10% 

  Kolon nicht näher bezeichnet 1 0,24% 5 0,50% 

  NA   0,00% 3 0,30% 

Zweittumor ja  18 4,38% 38 3,79% 

  nein 393 95,62% 965 96,21% 

weiterer Tumor ja 60 14,60% 128 12,76% 

  nein 351 85,40% 875 87,24% 

Histologischer 
Subtyp 

Adenokarzinom 340 82,73% 835 83,25% 

  Muzinöses Adenokarzinom 40 9,73% 83 8,28% 
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  Siegelringzellkarzinom 2 0,49% 4 0,40% 

  Undifferenziertes Karzinom 2 0,49% 5 0,50% 

  Adenokarzinom vom intestinalen 
Typ 

3 0,73% 4 0,40% 

  Adenokarzinom in tubulovillösem 
Adenom 

2 0,49% 4 0,40% 

  Schleimbildendes Adenokarzinom 1 0,24% 3 0,30% 

  Medulläres Karzinom 8 1,95% 20 1,99% 

  Kribiformes Karzinom 1 0,24% 1 0,10% 

  Serratiertes Adenokarzinom 1 0,24% 2 0,20% 

  NA 11 2,68% 42 4,19% 

BRAF mt 235 57,18% 618 61,62% 

  wt 176 42,82% 370 36,89% 

  NA   0,00% 15 1,50% 

KRAS mt 61 14,84% 137 13,66% 

  wt 350 85,16% 851 84,85% 

  NA   0,00% 15 1,50% 

NRAS mt 10 2,43% 20 1,99% 

  wt 401 97,57% 968 96,51% 

  NA   0,00% 15 1,50% 

PIK3CA mt 118 28,71% 311 31,01% 

  wt 293 71,29% 677 67,50% 

  NA   0,00% 15 1,50% 

MLH1 intakt 56 13,63% 108 10,77% 

  defekt 346 84,18% 873 87,04% 

  NA 9 2,19% 22 2,19% 

MSH2 intakt 376 91,48% 938 93,52% 

  defekt 27 6,57% 45 4,49% 

  NA 8 1,95% 20 1,99% 

MSH6 intakt 353 85,89% 874 87,14% 

  defekt 48 11,68% 105 10,47% 

  NA 10 2,43% 24 2,39% 

PMS2 intakt 45 10,95% 76 7,58% 

  defekt 355 86,37% 903 90,03% 

  NA 11 2,68% 24 2,39% 

Rezidiv ja 41 9,98% 67 6,68% 

  nein 331 80,54% 830 82,75% 

  unbekannt 39 9,49% 106 10,57% 

Tod ja 82 19,95% 151 15,05% 

  nein 324 78,83% 841 83,85% 

  unbekannt 5 1,22% 11 1,10% 

Tod oder Rezidiv ja 107 26,03% 192 19,14% 

  nein 262 63,75% 698 69,59% 

  unbekannt 42 10,22% 113 11,27% 
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A2: MSS-Kollektiv und Gesamtheit aller MSS-Tumore im Colopredict-2.0-Register 
mt = Mutation, wt = Wildtyp, NA = nicht angegeben 

    
MSS Kollektiv MSS Colopredict 

Gesamt 

    Gesamt % Gesamt % 

  N 98   4421   

Alter Mittel 69,48   69,46   

Geschlecht männlich 49 50,00 2556 58,04 

  weiblich 49 50,00 1848 41,96 
  NA     17   

T T0 0 0,00 8 0,18 

  T1 8 8,16 235 5,42 

  T2 21 21,43 499 11,51 

  T3 37 37,76 3000 69,22 

  T4 32 32,65 592 13,66 

  NA     87   

N N0 57 58,16 2440 56,27 

  N1 30 30,61 1255 28,94 

  N2 11 11,22 629 14,51 

  Nx 0 0,00 12 0,28 

  NA     85   

UICC I 20 20,41 496 11,52 

  II 38 38,78 1926 44,75 

  III 40 40,82 1882 43,73 

  NA     117   

Lokalisation rechts 55 56,12 2274 52,51 

  links 43 43,88 2057 47,49 
  NA     90   

Lokalisation 
führend 
  

Colon ascendens  18 18,37 965 21,97 

Colon descendens 3 3,06 270 6,15 

  Colon transversum 8 8,16 392 8,93 

  Colon sigmoideum 33 33,67 1504 34,24 

  Linke Colonflexur 6 6,12 172 3,92 

  Rechte Colonflexur 6 6,12 250 5,69 

  Rektosigmoidaler Übergang 1 1,02 111 2,53 

  Zökum 23 23,47 647 14,73 

  Appendix 0 0,00 20 0,46 

  Kolon nicht näher bezeichnet 0 0,00 34 0,77 

  Kolon überlappende Regionen 0 0,00 27 0,61 

  NA     29   

Zweittumor ja  4 4,08 154 3,48 

  nein 94 95,92 4267 96,52 

weiterer Tumor ja 12 12,24 446 10,09 

  nein 86 87,76 3975 89,91 

Histologischer 
Subtyp 
  
  
  

Adenokarzinom 91 93,81 4023 94,84 

Muzinöses Adenokarzinom 6 6,19 144 3,39 

Siegelringzellkarzinom 0 0,00 7 0,17 

Adenokarzinom vom intestinalen 
Typ 

0 0,00 20 0,47 
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  Adenokarzinom in tubulovillösem 
Adenom 

0 0,00 12 0,28 

  Schleimbildendes Adenokarzinom 0 0,00 5 0,12 

  Kribiformes Karzinom 0 0,00 9 0,21 

  Serratiertes Adenokarzinom 0 0,00 4 0,09 

  anderer 0 0,00 18 0,41 

  NA 1   179   

BRAF mt 16 16,33 325 8,48 

  wt 82 83,67 3508 91,52 

  NA     588   

KRAS mt 45 45,92 1529 39,89 

  wt 53 54,08 2304 60,11 

  NA     588   

NRAS mt 4 4,08 143 3,73 

  wt 94 95,92 3690 96,27 

  NA     588   

PIK3CA mt 21 21,43 891 23,26 

  wt 77 78,57 2940 76,74 

  NA     590   

MLH1 intakt 97 98,98 4310 98,74 

  defekt 1 1,02 55 1,26 

  NA     56   

MSH2 intakt 97 100,0 4335 99,38 

  defekt 0 0,00 27 0,62 

  NA 1   59   

MSH6 intakt 96 98,98 4181 95,92 

  defekt 1 1,02 178 4,08 

  NA 1   62   

PMS2 intakt 95 96,94 4280 98,05 

  defekt 3 3,06 85 1,95 

  NA     56   

Rezidiv ja 17 17,35 465 13,42 

  nein 81 82,65 2999 86,58 

  unbekannt     957   

Tod ja 26 26,53 639 14,52 

  nein 72 73,47 3762 85,48 

  unbekannt     20   

Tod oder Rezidiv ja 34 34,69 896 25,81 

  nein 64 65,31 2575 74,19 

  unbekannt     950   

 

 

 

 

 



113 
 

A3: Übersicht der klinischen und molekularpathologischen Eigenschaften von Patienten mit NTRK-positiven und 
NTRK-negativen MSI-high-Tumoren 
mt = Mutation, wt = Wildtyp, NA = nicht angegeben, pos = positiv, neg = negativ, Sig. = Signifikanz, sig. = signifikant, 

histolog. = histologisch, Siegelringzellkarz. = Siegelringzellkarzinom, schleimbild. = schleimbildend 

    
MSI Kollektiv 

NTRK 

 

        

    
NTRK 
pos  

NTRK 
neg 

Gesamt % pos % neg p-Wert Sig. 

  N 12 399 411 2,92% 97,08%     
Alter Mittel 71,00 72,05 72,02         
Geschlecht männlich 5 138 143 3,50% 96,50% 

0,760     weiblich 7 260 267 2,62% 97,38% 
  NA     1     
T T0 0 2 2 0,00% 100,00% 

0,066   

  T1 1 25 26 3,85% 96,15% 
  T2 0 72 72 0,00% 100,00% 
  T3 10 176 186 5,38% 94,62% 
  T4 1 124 125 0,80% 99,20% 
  NA           
N N0 9 249 258 3,49% 96,51% 

0,848   

  N1 2 79 81 2,47% 97,53% 
  N2 1 69 70 1,43% 98,57% 
  Nx 0 2 2 0,00% 100,00% 
  NA           
UICC I 1 88 89 1,12% 98,88% 

0,224   
  II 8 160 168 4,76% 95,24% 
  III 3 151 154 1,95% 98,05% 
  NA           
Lokalisation rechts 2 329 331 0,60% 99,40% 

<0,001 sig.   links 10 69 79 12,66% 87,34% 
  NA     1     
Zweittumor ja  0 18 18 0,00% 100,00% 

1   
  nein 12 381 393 3,05% 96,95% 

weiterer 
Tumor 

ja 2 58 60 3,33% 96,67% 
0,690   

  nein 10 341 351 2,85% 97,15% 
Histolog. 
Subtyp 

Adenokarzinom 11 329 340 3,24% 96,76% 

0,243   

  Muzinöses 
Adenokarzinom 

0 40 40 0,00% 100,00% 

  Siegelringzellkarz. 0 2 2 0,00% 100,00% 
  Undifferenziertes 

Karzinom 
0 2 2 0,00% 100,00% 

  Adenokarzinom 
vom intestinalen 
Typ 

0 3 3 0,00% 100,00% 

  Adenokarzinom in 
tubulovillösem 
Adenom 

1 1 2 50,00% 50,00% 

  Schleimbild. 
Adenokarzinom 

0 1 1 0,00% 100,00% 

  Medulläres 
Karzinom 

0 8 8 0,00% 100,00% 
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  Kribiformes 
Karzinom 

0 1 1 0,00% 100,00% 

  Serratiertes 
Adenokarzinom 

0 1 1 0,00% 100,00% 

  NA     11     
BRAF mt 0 235 235 0,00% 100,00% 

<0,001 sig.   wt 12 164 176 6,82% 93,18% 
  NA           

KRAS mt 0 61 61 0,00% 100,00% 
0,228     wt 12 338 350 3,43% 96,57% 

  NA           
NRAS mt 0 10 10 0,00% 100,00% 

1     wt 12 389 401 2,99% 97,01% 
  NA           
PIK3CA mt 0 118 118 0,00% 100,00% 

0,022 sig.   wt 12 281 293 4,10% 95,90% 
  NA           
Mutation 
BRAF/RAS/ 
PIK3CA 

ja 0 324 324 0,00% 100,00% 
<0,001 

 
nein 12 75 87 13,79% 86,21% sig. 
NA       

MLH1 intakt 0 56 56 0,00% 100,00% 

0,532     defekt 12 334 346 3,47% 96,53% 
  NA   9 9     
MSH2 intakt 12 364 376 3,19% 96,81% 

1     defekt 0 27 27 0,00% 100,00% 
  NA   8 8     
MSH6 intakt 12 341 353 3,40% 96,60% 

0,537     defekt 0 48 48 0,00% 100,00% 
  NA   10 10     
PMS2 intakt 0 45 45 0,00% 100,00% 

0,551     defekt 12 343 355 3,38% 96,62% 
  NA   11 11     

Rezidiv ja 1 40 41 2,44% 97,56% 
1     nein 11 320 331 3,32% 96,68% 

  unbekannt   39 39     
Tod ja 2 80 82 2,44% 97,56% 

1     nein 10 314 324 3,09% 96,91% 
  unbekannt   5 5     
Tod oder 
Rezidiv 

ja 3 104 107 2,80% 97,20% 

1   
  nein 9 253 262 3,44% 96,56% 
  unbekannt   42 42     
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