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1. Einleitende Zusammenfassung

Die vorliegende kumulative Habilitationsarbeit befasst sich mit prognostischen und
pradiktiven Biomarkern sowie mit seltenen Metastasierungswegen beim kolorektalen
Karzinom (KRK). Alle im Folgenden aufgefihrten  Arbeiten  dieses
Habilitationsprojekts wurden an Patientenkollektiven mit primér nicht-resektablem

metastasiertem kolorektalen Karzinom (mKRK) durchgefuhrt.

Im Fokus der wissenschaftlichen Tatigkeit und Publikationsaktivitdt standen
Untersuchungen zum Serum-Tumormarker CEA (carcinoembryonic antigen) und
dessen Stellenwert in der Beurteilung des Therapieansprechens auf eine Systemtherapie.
Es konnte gezeigt werden, dass sich das Serum-CEA konkordant zur radiologischen
Bildgebung, dem heute immer noch gultigen Staging-Goldstandard, verhélt. In
Analogie zum Depth-of-Response-Modell wurde herausgearbeitet, dass das AusmaR des
CEA-Abfalls von prognostischer Bedeutung fiir das Uberleben ist und hierfiir ein CEA-

cutoff definiert.

Ein weiterer Fokus lag in der Untersuchung seltener Metastasierungswege, im
Speziellen der Entwicklung von ZNS-Metastasen. Hier wurde das bisher grofRte
Patientenkollektiv identifiziert und Uberlebenszeiten, prognostische Faktoren und
Metastasierungswege analysiert. Des Weiteren konnten Tumorproben aus diesem
Patientenkollektiv hinsichtlich prognostischer Biomarker untersucht werden. Ziel dieser
Zusammenfassung der kumulativen Habilitationsschrift ist es, die Ergebnisse der
einzelnen Publikationen thematisch im wissenschaftlichen Kontext darzustellen und zu
diskutieren. Daher wird im Rahmen dieser Arbeit nicht auf alle Aspekte des mKRK in

gleicher Wichtung eingegangen.
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2. Hintergrund

2.1. Das metastasierte kolorektale Karzinom (mKRK)

Das kolorektale Karzinom stellt eine der hdufigsten malignen Tumorerkrankungen in
der westlichen Welt dar. In Deutschland erkranken jahrlich ca. 61.000 Frauen und
Manner neu an Darmkrebs und etwa 25.000 versterben jahrlich an dessen Folgen. Das
mittlere Erkrankungsalter liegt bei 72 Jahren (Ménner) bzw. 75 Jahren (Frauen)
(Robert-Koch-Institut, Krebsregister). Fast zwei Drittel der Primartumore sind im Kolon
lokalisiert und etwa ein Drittel im Rektum (Siegel et al.). Histologisch handelt es sich
fast ausschlieBlich um Adenokarzinome (>90%). Nur Adenokarzinome des Kolorektum
sind in Registern unter ICD-10 CD10 bzw. CD18-20 abgebildet und werden in

kolorektale Therapiestudien eingeschlossen.

Etwa 20% aller Patienten werden mit primar metastasiertem KRK diagnostiziert
(synchrone Metastasierung) und weitere 45% entwickeln zu einem spateren Zeitpunkt
Metastasen (metachrone Metastasierung) (SEER Cancer Statistics Review 1975-2013).
Die Metastasierung erfolgt am haufigsten hamatogen in Leber (50-70%) und Lunge (10-
30%) (Mirty et al), lymphogen in regiondre oder ferne Lymphknoten oder per
continuitatem in das Peritoneum (5-15%) (Segelman et al; Vatandoust et al). Seltene
befallene Organe sind Knochen, Weichgewebe oder das zentrale Nervensystem (ZNS).

Letztgenannte werden meist in der Kategorie ,,andere* zusammengefasst.

2.2.  Das heterogene Kollektiv der KRK-Patienten im metastasierten Stadium

Der einheitlich behandelbare Patient mit mKRK existiert in dieser Form nicht mehr.
Das Alter und die Komorbiditaten des Patienten (fit vs. unfit), die Anzahl und

Lokalisation der Metastasen (Oligometastasierung vs. dissemierte Metastasierung), die

6
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Anzahl der betroffenen Organe (1 Organ vs. >2 Organe), die Resektabilitdt der
Metastasen (RO vs. R1/2 vs. nicht operabel) sowie die Tumorbiologie (RAS, BRAF,
MSS/MSI) beeinflussen die Therapiewahl und somit die Prognose substanziell. Um der
Heterogenitat dieses Patientenkollektivs gerecht zu werden, definierte die ESMO
mKRK-Subgruppen mit dem Ziel optimale individuelle Therapiestrategien zu

entwickeln (van Cutsem et al, ESMO guidelines, 2016):

Metastasen primar RO-resektabel

e Oligometastasierung (2-3, max. 5 Metastasen), entweder primér oder sekundar
resektabel nach Konversionschemotherapie

e Tumorassoziierte Symptome und/oder rasche Tumorprogression mit
dringlichem Bedarf der Zytoreduktion (tumor shrinkage), madglicherweise
resektabel nach intensiver Konversionschemotherapie

e Disseminierte Metastasierung ohne Tumor-assoziierte Symptome und ohne

ausgewiesenes Ziel der schnellen Zytoreduktion (never resectable) und/oder

multimorbider alter Patient (unfit)

Hieraus ergeben sich unterschiedliche Behandlungsstrategien bzw. -sequenzen, die
heute standardmaf3ig im multidisziplindren Tumorboard erarbeitet werden. Die Therapie
von KRK-Metastasen ist somit heute eine interdisziplindre Herausforderung geworden.
Es steht eine Vielzahl von systemischen Substanzen und lokalen Therapieverfahren zur

Verfligung.

Auch die aktuelle 8. Version der TNM-Klassifikation (2017) der UICC und AJCC
differenziert aufgrund der unterschiedlichen Prognose beim primar metastasierten KRK

(UICC IV) folgende Subgruppen (s. Tab. 1, Brierley JD et al.).
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Tab. 1: Aktuelle TNM-Klassifikation des mKRK UICC 1V (8. Version, 2017)

TNM-Stadium UICC Befallene Organe

Jedes T jedes N M1la VA nur Leber, Lunge, Ovar oder nicht-regionale
Lymphknoten

Jedes T jedes N M1b VB mehr als ein Organ

Jedes T jedes N M1c IvVC Peritonealkarzinose mit oder ohne Organbefall

Tab. 1: Ausschnitt aus der aktuellen 8. Version der TNM-Klassifikation (2017) der UICC und
AJCC fir die Subgruppe des primar metastasierten kolorektalen Karzinom (Stadium UICC V)
(Brierley JD et al.)

ZNS-Metastasen finden aufgrund ihrer Seltenheit keine Berticksichtigung in diesen
Klassifikationen. Im Gegensatz zu anderen seltenen Metastasenlokalisationen sind
Patienten mit ZNS-Metastasen zudem aufgrund ihrer unglnstigen Prognose
grundsétzlich von der Teilnahme an grofRen Kklinischen Studien ausgeschlossen und

somit in prospektiven Studienpopulationen nicht représentiert.

2.3.  Die systemische Tumortherapie beim nicht-resektablen mKRK

In den letzten zwei Dekaden haben sich mit der Entdeckung prognostischer und
pradiktiver molekularer Marker (RAS [Rat Sarcoma], BRAF [Rapidly growing
fibrosarcoma type B], MSI/MSS [Mikrosatelliteninstabilittat/-stabilitat]) im
Tumorgewebe neue Therapieoptionen fir Patienten mit nicht-resektablen mKRK
ergeben, was sich in zunehmenden Uberlebenszeiten verdeutlicht (Michl et al [A]). In
der palliativen Therapie des MKRK standen fast 50 Jahre lang mit 5-FU/Leukovorin die
einzig wirksamen Substanzen zur Verfiigung. Das mediane Uberleben lag damals unter
einem Jahr (Cunningham et al.). Mitte der 1990er Jahre konnte durch die Kombination
von 5-FU/Leukovorin mit Irinotecan oder Oxaliplatin (FOLFIRI, FOLFOX) das
mediane Uberleben auf etwa 17 bis 20 Monate verlangert werden (Douillard et al. 2000,

Giacchetti et al., Kohne et al.). Mit Einfihrung der monoklonalen anti-EGFR-
8
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Antikorper Cetuximab (2004) und Panitumumab (2007) sowie des monoklonalen anti-
VEGF-Antikorpers Bevacizumab (2005) wurden in  Kombination mit den
chemotherapeutischen Substanzen Uberlebenszeiten von fast zwei Jahren beobachtet
(OPUS trial [Bokemeyer et al. 2011], CRYSTAL study [van Cutsem et al. 2009];
Hurwitz et al., Saltz et al.). Heute erreichen Patienten mit mKRK in den jlngst
publizierten groRen Phase-I11-Studien in Abhdngigkeit vom EGFR-Status mediane
Uberlebenszeiten von bis zu 30 Monaten (PRIME [Douillard et al. 2013], FIRE3
[Heinemann et al. 2014], TRIBE [Loupakis et al. 2014], PEAK [Schwartzberg et al.
2014], CALGB/SWOG 80405 [Venook et al.]). Das 5-Jahres-Uberleben ist jedoch
weiterhin ungunstig und wird mit 13,5 % angegeben (SEER Cancer Statistics Review

2006-2012).

2.4. Die RECIST -Kriterien als Staging-Goldstandard

Die radiologische Schnittbildgebung und Befundung nach RECIST (Response
Evaluation Criteria in Solid Tumors) stellt immer noch den Goldstandard zur
Beurteilung des Therapieansprechens auf eine Systemtherapie dar (Therasse et al,
Eisenhauer et al). Die RECIST Kriterien Version 1.0 wurden im Jahr 2000 eingefihrt
und Iosten die bis dahin gultigen WHO-Kriterien ab (Therasse et al). Eine
Aktualisierung folgte im Jahr 2008 mit Herausgabe der Version 1.1, die bis heute

Gultigkeit hat (Eisenhauer et al).

Die RECIST-Kriterien sehen eine Unterteilung der Metastasen in sogenannte
Ziellasionen (target lesions) und Nicht-Zielldsionen (non target lesions) vor. Als
Ziellasion sind Organmetastasen geeignet, die einen Durchmesser von mindestens 10

mm (Lymphknoten >15mm) zu Beginn der Therapie aufweisen. Die Vermessung der
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Lasionen erfolgt unidimensional, wobei nur der groRte Durchmesser einer Lasion in die
Berechnung eingeht. Maximal werden 5 Ziellasionen herangezogen, wobei maximal 2
Léasionen aus demselben Organ stammen dirfen. Aus den langsten Einzeldurchmessern
der Ziellasionen wird ein Summenwert gebildet, der im Verlauf der Therapie fur die
Beurteilung des Ansprechens dient (Tab. 2). Fur die Vermessung der Metastasen sollte
eine Schnittbildgebung dienen. Der Einsatz der Sonografie wird aufgrund der
Untersucherabhéngigkeit nicht empfohlen und sollte auf die Vermessung von
oberflachlichen Strukturen wie z.B. der Schilddriise oder von Lymphknoten beschrénkt
bleiben. Sollten weitere Metastasen vorliegen, stellen diese Nicht-Ziell&sionen dar,
welche zwar zu Beginn einer Therapie vermessen, im Verlauf aber nicht berichtet

werden miussen.

Tab. 2: Die RECIST-Kriterien, Version 1.1

Kategorisierung des Veranderung der Summe der langsten
Therapieansprechen Durchmesser der Ziellasion

5 -
Progrediente Erkrankung PD >20% Zunahme (aber um mind. 5mm absolut)

oder Auftreten einer neuen Metastase

weder PD, PR oder CR

Stabile Erkrankung SD
. . > 30% Abnahme mit
Partielle Remission PR Bestatigung der PR nach 4 Wochen
Komplette Remission CR keine L&sionen mehr nachweisbar, Bestétigung

der CR nach 4 Wochen

Tab. 2: Die Kategorisierung des Therapieansprechens nach den RECIST 1.1 Kriterien

Nishino et al diskutieren in einem interessanten Ubersichtsartikel aus dem Jahre 2012
die Lucken der RECIST-Kriterien und den Bedarf fur eine personalisierte Krebs- und
Therapie-spezifische Beurteilung des Therapieansprechens im Zeitalter der
personalisierten und molekularen Medizin (Nishino M et al). Ein groBer Kritikpunkt an
den RECIST-KTriterien besteht derzeit in der fehlenden Einbindung von Tumoraktivitat
(messbar z.B. im FDG-PET), der Tumorbiologie (Stichwort ,Krankheits-spezifische

10
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Biomarker*) und funktionellen Ansprechkriterien v.a. auf neuere Substanzen (Stichwort
,»Tumor-Vaskularitdt unter anti-VEGF-Antikorpern®). Aufgrund der zunehmenden
Verflgbarkeit ~ modernerer  Bildgebungstechnik  (PET-CT, MRT), neuerer
Messmethoden (z.B. volumetrische statt diametrische Auswertung) und Krankheits-
spezifischen Biomarkern steigt die Notwendigkeit deren Integration in die Beurteilung

des Therapieansprechens.

2.5. Das Depth of Response (DpR) Modell und die Early Tumor Shrinkage (ETS)
Die RECIST-Kriterien unterscheiden lediglich vier Kategorien, namlich die CR
(komplettes Therapieansprechen), die PR (partielles Therapieansprechen), die SD
(stabile Erkrankung) und die PD (progrediente Erkrankung) (s. Tab. 2, S. 9). Sie stehen
in der Kritik, die Beurteilung des Therapieansprechens stark zu vereinfachen und das
Progressionsfreie Uberleben (PFS) und das Gesamtiiberleben (OS) nur ungenau
vorherzusagen (Sargent et al). Zudem verursachen gerade die neueren Substanzen, und
hier im Speziellen anti-VEGF-Antikorper, auch bei guter Wirksamkeit lediglich eine
geringe diametrische Tumorreduktion (Grothey et al). Die groRten Schwachstellen der
RECIST-Kriterien sind daher (1) die Zusammenfassung aller Patienten mit CR und PR
als ,,Therapieansprecher* (responder) und (2) die fehlende Anerkennung eines geringen
Therapieansprechens <30% (minor response), was nach RECIST als SD kategorisiert
wird.

Die Depth-of-Response (DpR) ist ein neu eingefiihrtes kontinuierliches Mall zur
Beurteilung des Therapieansprechens. Sie beschreibt die maximal erreichte Reduktion
des Tumordurchmessers oder Tumorvolumens unter Therapie (in Prozent) im Vergleich
zum Tumordurchmesser bzw. -volumen vor Therapiestart. Einige Analysen an grof3en
prospektiven Studienkollektiven (FIRE-3, CRYSTAL, OPUS, TRIBE und PEAK)

haben gezeigt, dass das Ausmal} der Abnahme von Tumordurchmesser bzw. -volumen
11
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mit der Effektivitdt der Therapie korreliert und ein Pradiktor fur das Uberleben ist
(Heinemann et al 2015, Mansmann et al 2013, Mansmann et al 2013, Cremolini et al,
Schwartzberg et al).

Als Biomarker zur friihen Beurteilung des Therapieansprechens wurde jingst die Early
Tumor Shrinkage (ETS) eingeflihrt. Die ETS beschreibt das Ausmal} der Reduktion (in
Prozent) von Tumordurchmesser oder Tumorvolumen nach nur 6 bis 8 Wochen nach
Therapiestart. In den unterschiedlichen Publikationen liegt der ETS-cutoff bei 10-30 %
und differenziert zu diesem festgelegten Zeitpunkt die ETS-responder von den ETS-
non-respondern (> vs. < 10-30 %). Wahrend die DpR die maximale Tumorreduktion
als kontinuierliches Ma unabhéngig vom Zeitpunkt beschreibt, wird die ETS zu einem
festen Zeitpunkt (6 bis 8 Wochen nach Therapiebeginn) zur dichotomisierten
Beurteilung des Therapieansprechens herangezogen. Es konnte in mehreren (Meta-)
Analysen grolRer Phase-I11-Studien gezeigt werden, dass die ETS sowohl mit dem PFS
als auch mit dem OS korreliert (Suzuki et al; Giessen et al 2013, Modest et al,
Piessevaux et al. 2009 und 2013, Heinemann et al 2015, Cremolini et al). Diese
Erkenntnisse weisen auf den Bedarf einer frilheren und genaueren bzw. feineren

Beurteilung des Therapieansprechens hin als der nach RECIST.

2.6. Biomarker beim mKRK

Der Einsatz und die Kklinische Relevanz von Biomarkern nehmen im Zeitalter der
individualisierten Tumortherapie kontinuierlich zu.

Der Begriff ,Biomarker* subsummiert eine grofle Bandbreite von molekularen,
histologischen, serochemischen oder radiologischen Charakteristika. Biomarker sind
definiert als messbare Indikatoren eines normalen biologischen Prozesses, eines
pathologischen Zustands oder als Antwort auf eine Exposition mit einer Therapie

(Biomarkers Definitions Working Group; FDA-NIH; 2001).
12
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Biomarker werden wie folgt unterteilt (modifiziert nach FDA-NIH). Es werden jeweils

Beispiele fir das (m)KRK genannt.

Diagnostischer Biomarker: Ein Biomarker, der verwendet wird, um die
Anwesenheit einer Krankheit zu erkennen/zu bestétigen oder Individuen mit
einem Subtyp der Erkrankung zu identifizieren. Beispiele fir mKRK: RAS,
BRAF, MSS/MSI

Monitoring-Biomarker: Ein Biomarker, der seriell gemessen wird, um den
Status einer Erkrankung zu beurteilen oder die Exposition gegeniiber einem
Arzneimittel  nachzuweisen.  Beispiele fur mKRK: radiologische
Schnittbildgebung nach RECIST, Serum-Tumormarker CEA.
Pharmakodynamischer Biomarker / Response Biomarker: Ein Biomarker,
der gezeigt hat, dass eine biologische Antwort bei einer Person aufgetreten ist,
die einem Arzneimittel ausgesetzt war. Beispiele fir mKRK: kein Biomarker
verfugbar.

Pradiktiver Biomarker: Identifiziert Personen, die wahrscheinlicher eine
gunstigere oder ungunstigere Wirkung von der Exposition gegenuiber einem
Arzneimittel erleben werden als dhnliche Personen ohne diesen Biomarker.
Beispiele fuir mMKRK: RAS-Mutationsstatus und Hautexanthem fir anti-EGFR-
Therapie, Depth-of-Reponse (DpR) und Early-Tumor-Shrinkage (ETS),
MSS/MSI fir Checkpoint-Inhibition, kein Biomarker verflgbar fir anti-VEGF-
Therapie.

Prognostischer Biomarker: Schatzt bei Patienten, die an der Erkrankung von
Interesse leiden, die Wahrscheinlichkeit eines klinischen Ereignisses, eines
Krankheitsrezidivs oder einer Krankheitsprogression ein. Beispiele fur mKRK:

RAS, BRAF, (MSS/MSI), Serum-Tumormarker CEA

13
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e Sicherheits-/Toxizitats-Biomarker: Wird vor und/oder nach der Exposition
gegenuber einem Arzneimittel gemessen und zeigt die Wahrscheinlichkeit, die
Anwesenheit oder das Ausmall einer Toxizitdt an. Beispiele fur mKRK:
Dihydropyrimidin-Dehydrogenase(DPD)-Mutation und erhdhte Toxizitat von 5-
FU (Meulendijks et al.), UDP glucuronosyltransferase 1 family polypeptide Al
(UGT1AL1) Polymorphismus und erhéhte Toxizitat von Irinotecan (Barbarino et
al).

e Risiko-Biomarker / Susceptibility: Zeigt bei einer Person, die derzeit nicht
Klinisch offensichtlich an einer Krankheit leidet, das Potenzial fir die
Entwicklung einer Krankheit an. Beispiele fir KRK: kolorektale Polypen in der
Endoskopie (Stichwort ,,Adenom-Karzinom-Sequenz*), hereditire Polyposis-

Erkrankungen wie HNPCC, FAP

Die therapeutisch relevanten und heute in Analogie zu den Leitlinien standardméRig
bestimmten Biomarker beim mKRK sind der erweiterte (extended) RAS-
Mutationsstatus (KRAS und NRAS, jeweils Exon 2-4), der BRAF-Mutationsstatus
sowie die Analyse der Mikrosatelliten-(In)stabilitait (MSS/MSI) im histologischen
Tumorgewebe (ESMO guidelines 2016, van Cutsem et al). Der RAS-Status hat
prognostische und vor allem prédiktive Aussagekraft fir die gegen den EGF-Rezeptor
gerichteten Antikorpertherapien (CRYSTAL [van Cutsem et al 2009], OPUS
[Bokemeyer et al 2015], PRIME [Douillard et al 2013], FIRE3 [Heinemann et al 2014],
Kdhne et al.). Dem BRAF-Status kommt sowohl ein negativer pradiktiver als auch ein
negativer prognostischer Stellenwert zu (Tran et al, Venderbosch et al, Tol et al, Yokota

et al).

14
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Wahrend RAS-Mutationen einen Mutationsschritt in der klassischen Adenom-
Karzinom-Sequenz darstellen, spielt die BRAF-Mutation in der Karzinogenese uber die

serratierte Route eine Rolle (Fearon et al 1990 und 2011; Roustgi et al),

Die Datenlage zum prognostischen Stellenwert der MSS/MSI ist im Vergleich zu
erstgenannten deutlich unsicherer, es weisen jedoch einige Analysen darauf hin, dass
das Vorliegen einer MSI mit einem kiirzen Uberleben einhergeht (Venderbosch et al).
Neuere Analysen zeigen jedoch die starke prédiktive Wertigkeit des MSS/MSI-Status
hinsichtlich eines Therapieansprechens auf eine Immun-Checkpoint-Inhibition (Le et
al).

Trotz etlichen Untersuchungen und vielversprechenden Ergebnissen zu weiteren
Biomarkern beim mKRK, beeinflussen die klinischen Entscheidungen nur die drei oben
genannten substanziell. Viele potenzielle Biomarker setzen sich in der breiten
Anwendung nicht durch, da sie kein spezifisches biologisches Merkmal messen und
keine verldssliche Krankheitsprognose bzw. Vorhersage des Therapieergebnisses
ermdglichen. Ein typisches Beispiel hierfir stellt der Serum-Tumormarker CEA
(carcinoembryonic antigen) dar, der daher im Zentrum der hier vorgestellten

kumulativen Habilitationsarbeit steht.
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3. Der Serum-Tumormarker CEA (carcinoembryonic antigen)

Das CEA (carcinoembryonic antigen) ist ein grofies onkofetales Glykoprotein (~180
kD) der CEA- und Immunglobulin-Genfamilie. Es wurde erstmals 1965 von Phil Gold
und Samuel O. Freedman in Zellextrakten aus kolorektalen Karzinomen identifiziert
(Gold und Freedman et al). CEA wird in Zellen des embryonalen Entoderms und
entsprechend in sich daraus entwickelnden Organen exprimiert (gesamter
Gastrointestinaltrakt vom distalen Osophagus bis zum anorektalem Ubergang, Leber,
Pankreas, Lunge, Thymus, Schilddrise und Harnréhre). CEA wird in die Zellmembran
inseriert (gebundenes CEA) und tbernimmt dort mit der Regulierung der Zell-Zell-
Adhésion seine Hauptaufgabe zum Erhalt der Architektur von Zellverbanden
(Pavlopoulou et al., Jessup et al). Durch Shedding kann CEA von der Membran
abscheren und sich in Flissigkeiten wie beispielsweise im Serum I9sen (l6sliches CEA).
Bei Gesunden liegt der Serum-CEA-Spiegel in der Regel unter 5ng/ml, bei gesunden
Rauchern unter 10ng/ml. Die CEA-Werte konnen in unterschiedlichen Laboren
gewissen Schwankungen unterliegen, die Bundeséarztekammer toleriert in ihren
Richtlinien fur Laboruntersuchungen (RILIBAK) bei der Bestimmung von CEA eine
maximal zulassige Abweichung von 14% (Bundesarztekammer 2008).

Malignome der oben genannten Organe konnen einen Anstieg des Serum-CEA
verursachen. Es ist bisher unklar, ob CEA lediglich mit der absoluten Tumormasse
korreliert oder eine funktionelle Rolle in der Tumorgenese einnimmt. Mehr als 80%
aller Patienten mit mKRK weisen einen CEA-Wert >5ng/ml auf (Iwanicki-Caron et al.,
Ward et al, De Haas et al). Nach den ASCO-Empfehlungen zum Einsatz von
Tumormarkern aus dem Jahre 2006 gilt CEA als Tumormarker der Wahl fiir das mKRK
(Locker et al). Die ASCO, die ESMO und weitere Fachgesellschaften wie die European
Group on Tumor Markers (EGTM) und die National Academy of Clinical Biochemistry

(NACB) empfehlen beim mKRK vor Einleitung einer Systemtherapie und dann alle 1-3
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Monate wahrend einer Chemotherapie CEA-Bestimmungen im Serum zum Therapie-
Monitoring vorzunehmen (Locker et al., Duffy et al., Sturgeon et al). Kontinuierlich
ansteigende CEA-Werte (Mehrfachmessungen im Verlauf) rechtfertigen ein
vorgezogenes radiologisches Staging.

Bei der Interpretation ansteigender CEA-Werte ist zu bedenken, dass gewisse Therapien
oder auch benigne Erkrankungen einen CEA-Anstieg verursachen kénnen, der nicht als
Tumorprogression fehlgedeutet werden darf. So kann CEA beispielsweise in den ersten
4-6 Wochen nach Beginn einer Chemotherapie, v.a. mit 5-FU- und/oder Oxaliplatin,
ansteigen (Ailawadhi et al, Sgrbye et al 2003, Sagrbye et al 2004). Dies ist vermutlich
auf Therapie-induzierte Tumorzellnekrose und -apoptose sowie Verdnderungen der
Leberfunktion zuriickzufuhren (Strimpakos et al, Ailawadhi et al, Moertel et al).
Transiente CEA-Anstiege zu Beginn einer Chemotherapie werden bei 10-15% aller
Patienten beobachtet und scheinen mit einer giinstigen Prognose assoziiert zu sein (sog.
CEA flare) (Strimpakos et al, Ailawadhi et al). Zudem kann CEA Tumor-unabhangig
im Rahmen benigner Erkrankung der 0.g. entodermalen Organe erhoht sein (z.B. bei
Gastritis, Ulkuserkrankung, Leberzirrhose, Pankreatitis, Diabetes mellitus, COPD,
Divertikulitis, chronisch entziindlichen Darmerkrankungen etc.) (Locker et al).

Unter Beachtung dieser Einschrankungen sind steigende CEA-Werte jedoch als
Krankheitsprogression zu werten und es kann eine Therapieumstellung erfolgen, selbst
wenn kein radiologisches Korrelat vorliegt (Locker et al). Die Fachgesellschaften halten
sich jedoch aufgrund fehlender Datenlage bedeckt hinsichtlich eines CEA-Grenzwertes
oder Prozent-Anstieges, der eine serochemische Tumorprogression oder ein

Therapieansprechen definieren soll.
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3.1. CEA als prognostischer und Monitoring-Biomarker beim mKRK

In vielen Studien zum KRK wird der Baseline-CEA-Wert im Serum vor Therapie als
unabh&ngiger prognostischer Faktor hinsichtlich des Krankheits-spezifischen
Gesamtiiberlebens  dargestellt.  In  lokalisierten =~ KRK-Stadien oder  vor
Metastasenchirurgie bei Oligometastasierung scheint dem préoperativ. gemessenen
CEA-Wert ebenso ein relevanter prognostischer Stellenwert zuzukommen (Sun et al,
Gaber et al, Wang et al 2014, Giessen et al 2014). So geht beispielsweise ein
praoperativ gemessener CEA-Wert von >200ng/ml mit einem signifikant kirzeren
Gesamtiiberleben nach Resektion kolorektaler Lebermetastasen einher (p=0,01) (Fong
et al). Auch nach erfolgter Metastasenresektion eignet sich das CEA-Monitoring als
kostengunstiges Verfahren im Rahmen der Nachsorge zur Friherkennung von
Rezidiven (Graham et al).

Im metastasierten Stadium ist die Datenlage zur prognostischen Aussagekraft des
Baseline-CEA-Wertes im Serum deutlich geringer. Dennoch weisen auch beim mKRK
einige Studien auf die prognostische Relevanz von CEA hin (Michl et al, ASCO Poster
2014 [B]). So zeigten beispielsweise Sgrbye et al, dass mKRK-Patienten mit hohem
CEA-Baseline-Wert im Vergleich zu solchen mit niedrigem CEA-Baseline-Wert
besonders von einer perioperativen Chemotherapie mit FOLFOX vor geplanter
Lebermetastasenchirurgie profitieren (Sgrbye et al 2012). Freyer et al identifizierten in
einem Kollektiv mit 432 Patienten und 5-FU-refraktdren mKRK den CEA-
Ausgangswert vor einer Irinotecan-basierten Zweitlinientherapie als signifikanten
prognostischen Faktor fir das PFS (Freyer et al).

Der prognostische Stellenwert von CEA hinsichtlich des Gesamtiiberleben (OS) und der
Zeit bis zur Progression (TTP) wurde daher in einem eigenen Patientenkollektiv
mithilfe des Modells der zeitveranderlichen Kovariate untersucht. Dieses Modell

beriicksichtigt im Gegensatz zum Cox-Modell nicht nur den CEA-Ausgangswert zu
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Beginn der palliativen Erstlinientherapie sondern alle CEA-Werte unter laufender Erst-
und Zweitlinientherapie als zeitabh&ngige Kovariate bis zum Eintreten des Endpunktes
(OS bzw. TTP). Das Modell wurde an unserem Institut fur Epidemiologie und
Biometrie der LMU entwickelt und seine Anwendbarkeit bereits an einigen Analysen
zum Tumormarker CA19-9 beim Pankreaskarzinom getestet und publiziert (Boeck et
al). Am eigenen Kollektiv mit 124 mKRK-Patienten, die eine palliative Erst- und
Zweitlinientherapie erhielten, zeigte sich fur CEA ein signifikanter prognostischer
Stellenwert hinsichtlich des OS (HR 1,41; 95% CI 1,1-1,78; p=0,004) und der TTP (HR

1,29; 95% Cl 1,15-1,44; p <0,001) (Koch et al).

3.2.  Die Korrelation von CEA-Verlauf mit der radiologischen Bildgebung nach
RECIST unter Therapie

In der Literatur adressieren nur wenige Publikationen die Frage, ob der serochemische
CEA-Verlauf beim mKRK mit der radiologischen Bildgebung lbereinstimmt (De Haas
et al, lwanicki-Caron et al, Ward et al.). Ziel solcher Studien ist es, alternative, kosten-
gunstigere und fir den Patienten weniger invasive bzw. belastende Staging-Verfahren
zu etablieren, um die Frequenz von radiologischen Untersuchungen zu reduzieren.

De Haas et al. zeigten an einer Kohorte von 119 Patienten mit mKRK und
Lebermetastasen eine Ubereinstimmung von CEA-Verlauf und CT-Staging-Ergebnissen
in Gber 90% der Falle (De Haas et al). Die Autoren definierten einen CEA-Anstieg von
>20% als Progression (PD) und einen CEA-Abfall von <20% als Therapieansprechen
(PR). Ward et al. konnten sogar eine Spezifitdt und einen positiven pradiktiven Wert
von 100% fir einen CEA-Anstieg hinsichtlich einer radiologischen PD errechnen. Die
Autoren zeigten zudem, dass steigende CEA-Werte dem radiologischen Nachweis einer
Tumorprogression bis zu 16 Wochen vorausgehen koénnen. lwanicki-Caron et al.

verOffentlichten 2008 eine 122 Patienten umfassende Studie, in welcher die Steigung
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von CEA aus 4 bzw. 6 Laborwerten berechnet und mit der radiologischen Bildgebung
korreliert wurde (Iwanicki-Caron et al). Anhand von AUC-Analysen versuchten die
Autoren CEA-Grenzwerte mit einer hohen Sensitivitat und Spezifitat zu ermitteln. Es
konnte eine Sensitivitdt und Spezifitat von jeweils ca. 85% hinsichtlich des Erkennens
einer Progression erreicht werden und die AUC lag bei 0,885 (95%CI 0,815-0,905;
p=0,0001). Die Autoren schlussfolgerten, dass der CEA-Verlauf eine einfache und nicht
invasive Methode zur Feststellung einer Progression ist und empfehlen dessen
regelmaliige Messung. Ob die ermittelte Spezifitat von 85% in dieser Situation flr die
klinische Entscheidungsfindung ausreichend hoch ist und in Anbetracht der sich stets
verbessernden bildgebenden Mdéglichkeiten akzeptiert werden kann, wurde von anderen
Autoren jedoch in Frage gestellt (Fakih et al).

Im Fokus der eigenen Arbeiten stand daher die Uberpriifung dieser Hypothese in der
Ara des breiten Einsatzes von anti-VEGF- und anti-EGFR-Antikorpern. An einem
eigenen Kollektiv mit 124 mKRK-Patienten (Beobachtungszeitraum 2007 bis 2010,
67% Manner und 33% Frauen, medianes Alter 62,9 Jahre, 69% synchron metastasiert
und 31% metachron metastasiert, Primarius in 60% im Kolon und in 37% im Rektum,
61% behandelt mit Chemotherapie plus Biological) wurde die Ubereinstimmung von
CEA-Verlauf und radiologischer Bildgebung in der palliativen Erstlinientherapie
untersucht. Hierfur wurde ein speziell fur diese Fragestellung geeignetes und bisher
nicht publiziertes Modell erarbeitet (Abb. 1, Koch et al). Die Ergebnisse dieser Arbeit
zeigten eine signifikante Korrelation von CEA-Verlauf und radiologischer Bildgebung
unter Therapie (Michl et al [C]). Eine radiologisch nachgewiesene PR ging mit
abfallenden CEA-Werten einher und eine radiologische PD mit ansteigenden CEA-
Werten (s. Abb. 2, Michl et al [C]). Im Falle einer PD nahm der InCEA-Wert im

Median um 13,3% zu, im Fall einer PR um 27,3% im Median ab.
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Des Weiteren wurden mithilfe einer gewichteten Kappa-Analyse nach Fleiss und Cohen
(1968) (Fleiss et al) CEA-Grenzwerte in % ermittelt, deren Uber- bzw. Unterschreiten
6-12 Wochen nach Einleitung einer palliativen Erstlinientherapie die hdchste
Korrelation mit der im selben Zeitraum erzielten radiologischen Beurteilung zeigten.
Mit einer Spezifitat von 100% wiesen ein CEA-Abfall von mindestens 65% auf eine PR
und ein CEA-Anstieg um mindestens 45% auf eine PD (xw=0,53) hin (Koch et al).

Abb. 1: Innovatives Modell zur Bildung von linearen Regressionsgeraden aus den
CEA-Werten zwischen den bildgebenden Untersuchungen
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Abb. 1: Methodisch werden (1) die Steigungen der CEA-Regressionsgeraden mithilfe eines
linearen Mixed Effects Modells und (2) die relative Anderung von CEA (in %) berechnet.
Aus den logarithmierten, zwischen zwei bildgebenden Untersuchungen bestimmten CEA-
Werten, wird eine lineare Regressionsgerade gebildet. Der Zeitabschnitt zwischen zwei
bildgebenden Untersuchungen wird als ,,Sektion* bezeichnet. Abhingig von der Anzahl der
radiologischen Untersuchungen bis zum Ende der ersten Chemotherapielinie kénnen so unter
Umstanden mehrere Regressionsgeraden pro Patient gebildet werden. Die Steigung jeder
Regressionsgerade pro Sektion wird mit dem Ergebnis der entsprechenden radiologischen
Beurteilung korreliert. Analog zu den RECIST-Kriterien (Vergleich zum Ausgangsbefund oder
zur Best Response unter Therapie) dient fur die Bewertung einer CEA-Progression der tiefste
CEA-Wert unter Therapie (CEA-Nadir) als Referenzwert. In die Berechnungen kénnen, anders
als in die meisten bisher publizierten Modellen, auch CEA-Werte und radiologische Befunde
eingehen, deren zeitlicher Abstand variiert. (Koch et al)
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Abb. 2a und b: Relative Anderung in % und Steigung der logarithmierten CEA-
Werte in Korrelation zur radiologischen Beurteilung
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Abb. 2a: W Auf der x-
Achse ist die radiologische
Beur-teilung nach RECIST
angegeben. Die y-Achse
gibt die relative Anderung
von InCEA in % an.
Innerhalb eines Kastens
liegen jeweils 50% der
Beobachtungen. Die rote
Linie dient als
Orientierungslinie und gibt
eine Zunahme von 20%
an, die grine eine
Abnahme um 30%
(angelehnt an die RECIST-
Kriterien).

@ Auf der x-Achse ist die
radiologische Beurteilung
nach RECIST angegeben.
Die y-Achse gibt die

Steigung der logarithmierten CEA Werte differenziert nach der Zeit (AInCEA/Zeit). Die Einheit
der Steigung ist somit (ng/ml)/Tag. (Michl et al [C])

Radiologische Beurteilung PD PR SD
Relative Anderung InCEA * +13,3% -27.3% -21.9%
Steigung [(ng/ml)/Tag] * + 0,006 -0,017 - 0,009
Vergleich der Steigungen auf Referenz p=0,005 p=0,042
statistische Signifikanz **

Intraklassen-Korrelation (ICC) = 0,41

* Median
** durch das lineare Mixed Effects Modell

Tabelle 5: Korrelation von Bildgebung und CEA-Verlauf

Abb. 2b: Berechnete Mediane der relativen Anderung von INCEA (in %) und der Steigungen
der logarithmierten CEA Werte (AInCEA/Zeit). Das Modell zeigt signifikant unterschiedliche
Steigungen im CEA-Verlauf zwischen einer PD und einer PR (p= 0,005) sowie zwischen einer
PD und einer SD (p=0,042). (Michl et al [C])
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3.3. Die Kaorrelation von maximalem CEA-Abfall (CEA-Nadir) und
radiologischer Best response

Am gleichen Patientenkollektiv erfolgte die Analyse des Zusammenhangs von
radiologischer Best Response und dem maximalen CEA-Abfall (CEA Nadir). Hier
zeigte sich im Falle einer PR und SD eine Korrelation zwischen radiologischer Best
Response und dem maximalen CEA-Abfall jedoch mit breiter Distribution des CEA-
Nadirs (s. Abb 3).

Abb. 3: Zusammenhang zwischen der radiologischen Best Response und dem

prozentualen CEA-Abfall in Bezug zum Baseline-CEA-Wert wahrend der
palliativen Erstlinienchemotherapie
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Abb. 3: Maximaler CEA-Abfall in % (CEA-Nadir) wahrend der ersten palliativen
Chemotherapielinie im Vergleich zum CEA-Ausgangswert vor Therapiestart. Es wurde mit den
logarithmierten CEA-Werten gerechnet (Koch et al).

x-Achse: analysierte Patienten; y-Achse: maximaler INCEA-Abfall in %. Farbliche Darstellung
der radiologischen Best Response: grin (PR), gelb (SD), rot (PD). Stern: kontinuierlicher CEA-
Anstieg ab Beginn der Chemotherapie (d.h. kein CEA-Nadir vorhanden bzw. CEA-
Ausgangswert ist Nadir).

Daher haben wir in einer weiteren Arbeit den Stellenwert der CEA-Remissionstiefe am
Patientenkollektiv der prospektiven FIRE3-Studie in Analogie zum Depth-of-Response-

Modell untersucht (s. Abb. 4, S. 24).
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3.4. Die Tiefe der CEA-Remission als pradiktiver Marker fur die Effektivitat
einer Therapie (analog DpR-Modell)

In Analogie zum DpR-Modell haben wir in einer eigenen Arbeit die Tiefe der CEA-
Remission unter einer systemischen Erstlinientherapie und deren pradiktiven

Stellenwert hinsichtlich Therapieeffektivitat und Uberleben analysiert (s. Abb. 4).

Abb. 4: CEA-Analysen analog des Depth of Response Modell
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Abb. 4: CEA-Analysen analog des Depth of Response Modell (modifiziert nach Heinemann
et al 2015). Untersucht wurde der (1) prognostische Stellenwert des Baseline-CEA-Wertes vor
Therapiestart, (2) die Tiefe des CEA-Nadirs in Abhédngigkeit vom applizierten Therapie-
Regime, (3) die Zeit bis zum Eintreten der CEA-Nadirs (niedrigster CEA-Wert unter Therapie
im Vergleich zum Baseline-CEA-Wert unabhdngig vom gemessenen Zeitpunkt), und (4) der
prognostische bzw. pradiktive Stellenwert von (1) und (2) fir das Uberleben (PFS und OS).
TTN, Time to tumor marker nadir (Michl et al [D])

Hierzu diente das Patientenkollektiv der FIRE3-Studie, einer prospektiven
randomisierten multizentrischen Phase-111-Studie, die bei 592 Patienten mit nicht-
resektablem (K)RAS-Wildtyp mKRK in der palliativen Erstlinientherapie die

Effektivitat der zwei Therapieregime FOLFIRI und Cetuximab versus FOLFIRI und
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Bevacizumab gegeneinander verglich. Die Ergebnisse hatten eine Uberlegenheit des
Cetuximab-Armes hinsichtlich der Ansprechrate und des Gesamtiiberlebens gezeigt
(Heinemann et al 2014). Unter der Annahme, dass der Serum-Tumormarker CEA die
Tumorlast reflektiert und sich entsprechend der radiologischen Bildgebung verhalt
(Michl et al [C]; s. Kapitel 3.2.), wurde untersucht, ob der CEA-Verlauf mit dem
AusmaR des Therapieansprechens und somit mit dem Uberleben korreliert. Zudem
wurde erstmals die Anwendbarkeit des DpR-Modells fir einen Serum-Biomarker

gepruft.

In der KRAS-Wildtyp Population (intention-to-trea, 11T) zeigte eine groRere Anzahl
von Patienten im Cetuximab-Arm einen CEA-ADbfall unter Therapie als im
Bevacizumab-Arm (200 von 230 (87.0%) vs. 199 von 242 (82.2%); p=0.11).
Entsprechend zeigten weniger Patienten im Cetuximab-Arm einen CEA-Anstieg ab
Therapiestart (22 von 230 (9.6%) vs. 36 von 242 (14.9%)) (s. Abb 5). Die CEA-
Remission fiel unter der Therapie mit FOLFIRI und Cetuximab tiefer aus als unter
FOLFIRI und Bevacizumab (s. Abb 5). Im Median betrug der CEA-Abfall im
Cetuximab-Arm 83,0% und im Bevacizumab-Arm 72,3% (p=0.003). Vergleichbare
Ergebnisse fanden sich fir die RAS-Wildtyp Population (Michl et al [D]). Die Zeit bis
zum Eintreten des CEA-Nadir (time to nadir, TTN) betrug im Cetuximab-Arm im
Median 3,3 Monate und im Bevacizumab-Arm 3,5 Monate. Hier bestand
interessanterweise kein Unterschied zwischen den beiden Therapiearmen (p=0.49). Der
CEA-Nadir scheint somit zeitlich zwischen die tblicherweise nach 6 bis 8 Wochen
erhobene ETS und die nach 4 bis 6 Monaten eintretende DpR zu fallen (Heinemann et

al 2015).
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Abb. 5: Maximaler CEA-Abfall unter Therapie in den beiden FIRES3-
Therapiearmen
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Abb. 5: Maximaler CEA-ADbfall in % unter Therapie. Wasserfalldiagramm. N, untersuchte
Patientenzahl; Bevacizumab-Arm blau (n=242); Cetuximab-Arm rot (n=230)

Auch im langfristigen Verlauf zeigten sich zu jedem gemessenen Zeitpunkt im
Cetuximab-Arm niedrigere CEA-Nadir-Werte als im Bevacizumab-Arm. Der grofite
Unterschied zwischen den beiden Therapie-Armen bestand bereits 8 Wochen nach
Therapiestart (69,7% vs. 51,2%) (Abb. 6) (Michl et al [D]). Diesen Unterschied in der
frihen CEA-response kdnnte man mit der ETS (s. Kap. 2.5.) gleichsetzen, die als ein
friher Indikator zur Beurteilung des Therapieansprechens beschrieben wurde

(Cremolini et al, Piessevaux et al 2013, Douillard et al 2015).
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Abb. 6: Langzeit-CEA-Nadir-Werte der beiden FIRE3-Therapiearme
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Abb. 6: Longitudinale Analyse des maximalen CEA-Abfalls in % (Median) in 8-wdchigen
Abstinden (ber einen Gesamtzeitraum von 56 Wochen in den zwei verschiedenen FIRE3-
Therapie-Armen (Michl et al [D])

3.5. Das Uberleben in Abhangigkeit von CEA response vs. non-response

Am vorgestellten FIRE3-Patientenkollektiv wurde mittels ROC(Receiver Operating
Characteristic)-Analyse der optimale CEA-Grenzwert von 75% identifiziert, nach dem
entsprechend zwei Patientengruppen definiert werden konnten, namlich die CEA-
responder (CEA-Abfall von >75% unter Therapie) und die CEA-non-responder (CEA-
Abfall von <75%). Im Cetuximab-Arm fanden sich mehr CEA-responder als im
Bevacizumab-Arm (145 von 230 Patienten (63.0%) vs. 116 von 242 Patienten (47.9%),

p=0.002). Die Uberlebensanalysen zeigten, dass die CEA responder im Cetuximab-Arm
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ein signifikant langeres PFS (11.8 months versus 7.4 months; p=0.004) und OS (36.6
months versus 21.3 months; p=0.001) aufwiesen als die CEA-non-responder. In der
multivariaten Analyse zeigte sich sogar eine noch starkere Assoziation zwischen CEA
response und PFS (HR 0.50; 95%ClI, 0.28-0.59; p<0.001) bzw. OS (HR 0.40; 95%Cl,
0.28-0.59; p<0.001) (s. Abb. 7, Michl et al [D]). Im Gegensatz hierzu, fand sich im
Bevacizumab-Arm kein solcher Zusammenhang zwischen CEA response und
Uberleben. Vergleichbare Ergebnisse lieferten die Analysen der Subpopulation mit

extended RAS-Wildtyp mKRK.

Abb. 7: Gesamtuberleben (OS) in Abhéangigkeit von der CEA-response in den
beiden FIRE3-Therapiearmen

FOLFIRI + Cetuximab (KRAS exon 2 wild-type)
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FOLFIRI + Bevacizumab (KRAS exon 2 wild-type)

1.0 — Events
e CEA Months (95% CI) N %
"1 Responder 29.4 (24.8 to 34.0) 116/78 67.2
k — Non-responder  23.6 {19.2 to 28.0) 126/86 68.3
0.8 L

! Log rank P=0.16

Overall survival

Time (months)

Abb. 7: Gesamtiberleben (OS) in Abhangigkeit von der CEA-response in den beiden
Therapiearmen der FIRE3-Studie. a) OS der CEA-responder vs. CEA-non-responder unter
FOLFIRI und Cetuximab; b) OS der CEA-responder vs. CEA-non-responder unter FOLFIRI
und Bevacizumab

Diese Erkenntnisse stehen im Einklang mit der aktuellen Vorstellung, dass bei (K)RAS-
Wildtyp-Patienten hdhere Ansprechraten (ORR) und eine tiefere DpR durch eine
Erstlinientherapie mit anti-EGFR-Antikorpern im Vergleich zu anti-VEGF-Antikorpern
erreicht werden kénnen (Elez et al). Denn obwohl keine der jingsten Head-to-Head-
Studien, die eine anti-EGFR- versus eine anti-VEGF-Therapie beim mKRK verglichen,
ihren Endpunkt erreichte, zeigte die Metaanalyse der Studien FIRE-3, PEAK und
CALGB/SWOG 80405 an mehr als 2000 Patienten mit KRAS-Wildtyp-mKRK eine
signifikant hoéhere ORR wund ein langeres OS unter einer anti-EGFR-basierten
Erstlinientherapie (Khattak et al).

Erfreulicherweise wurde das von uns erstmals publizierte Modell zur CEA-response als
pradiktiver Marker fiir Therapieansprechen und Uberleben von der japanischen

Arbeitsgruppe um Sunakawa et al aufgenommen und dessen Anwendbarkeit an einem
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gepoolten Patientenkollektiv der prospektiven Phase 1l Studien JACCRO CC-05
(einarmig Cetuximab und FOLFOX) und CC-06 (einarmig Cetuximab und SOX [S1
und Oxaliplatin]) untersucht. Sunakawa et al zeigten in Analogie zu unseren eigenen
Ergebnissen, dass die Tiefe der CEA-Remission unter einer anti-EGFR-basierten
Therapie signifikant mit dem PFS (p<0,0001) und dem OS (p=0,019) korreliert. Die
CEA-responder zeigten ein signifikant langeres PFS (11,8 vs. 5,5 Monate; HR 0,46;
95%Cl 0,28-0,73; p=0,0009) und OS (36,2 vs. 23,5 Monate; HR 0,57; 95%CI 0,30-
1,05; p=0,072) als die CEA-non-responder. Zudem korrelierte die Tiefe der CEA-

Remission signifikant mit der DpR (p<0,0001) (Sunakawa et al).

3.6.  Die Funktion von CEA in der Tumor-Angiogenese

Man nimmt an, dass VEGF (vascular endothelial growth factor) den stérksten pro-
angiogenetischen Stimulus der Tumorgenese darstellt (Carmeliet et al). Daher wird
dieser Pfad in der Tumortherapie gezielt mit Substanzen gegen den VEGF-Rezeptor
inhibiert. Dennoch scheint die anti-VEGF-Blockade nicht immer die gewinschte
Wirkung hervorzurufen, weshalb angenommen wird, dass die Tumor-Angiogenese
nicht nur von VEGF sondern auch von anderen Faktoren induziert werden konnte.

Obwohl CEA bei vielen Malignomen hochreguliert ist und erhohte Serum-CEA-Spiegel
gemessen werden, gelang es bisher nicht dem CEA eine eindeutige Rolle in der
Tumorgenese zuzuordnen. llantzis et al zeigten bereits im Jahre 1997, dass erhdhte
CEA-Konzentrationen auf der Zelloberflache von extrahierten humanen Kolonozyten
aus frisch gewonnenem Kolonkarzinom-Gewebe invers mit dem Grad der
Zelldifferenzierung korrelieren (llantzis et al 1997). Interessanterweise wurde in den
letzten Jahren auf Basis von in-vitro- und in-vivo-Analysen die Hypothese aufgestellt,

dass der deregulierten Uberexpression von CEA eine Schliisselrolle in der Tumorgenese
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zukommt, da CEA die Zelldifferenzierung verhindert und die Gewebearchitektur
zerstort (llantzis et al 2002, Chan et al, Taheri et al). Das losliche CEA soll zudem eine
autokrine Funktion beim Wachstum und Uberleben von Krebszellen inne haben, indem
es u.a. die Apoptose bzw. die Anoikis (Zelltod durch Verlust der Zell-Zell-Adh&sion)
verhindert (Bajenova et al, Ordofiez C et al).

Die Wiener Arbeitsgruppe um Prager et al zeigte jingst an kolorektalen Zelllinien und
im Mausmodell, dass CEA Dosis-abhéngig, direkt und VEGF-unabhéngig die Tumor-
Angiogenese induziert (Bramswig et al). Bereits ab einer Konzentration von 10 ng/mi
steigerte CEA die endotheliale Zellmigration, ein wichtiger Schritt in der Tumor-
Angiogenese, und aktivierte intrazellulare Signaltransduktionskaskaden, die die
Zellproliferation und -differenzierung steuern. Die Wirkung von CEA trat unabhéngig
von der VEGF/VEGFR-1/-2 vermittelten  Signaltransduktion ein.  Daher
schlussfolgerten die Autoren, dass dem CEA mdglicherweise eine eigenstandige
funktionelle Rolle bei der Tumor-Angiogenese zukommt. Demnach kénnte CEA den
anti-angiogenetischen Effekt der medikamentdsen VEGF-Blockade umgehen und die
VEGF-Inhibition bei erhéhter CEA-Expression wirkungslos bleiben (Bramswig et al).
Um die Ubertragbarkeit dieser Erkenntnisse auf den Menschen zu (berprifen,
untersuchten dieselben Autoren in einer retrospektiven Analyse an 169 Patienten mit
mKRK, ob der CEA-Konzentration im Serum ein prédiktiver Stellenwert hinsichtlich
der Effektivitat einer anti-VEGF-gerichteten Therapie zukommt. Hierzu wurde der
Baseline-CEA-Wert im Serum vor Beginn der palliativen Erstlinientherapie mit der
Ansprechrate und dem Uberleben (DCR [disease control rate], PFS und OS) unter einer
Bevacizumab-basierten Chemotherapie korreliert. Die Patienten wurden nach der Hohe
des Baseline-CEA-Werte in zwei Gruppen unterteilt, namlich solche mit niedrigem
CEA-Spiegel (<26.8 ng/ml) und solche mit hohem CEA-Spiegel (>26.8 ng/ml). Als

CEA-cutoff wurde der Median von 26,8 ng/ml in der Gesamtpopulation gewahlt. Als
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Vergleichsgruppe dienten Patienten, die den anti-EGFR-Antikorper Cetuximab erhalten
hatten. Der Chemotherapie-Backbone war in beiden Gruppen FOLFOX/XELOX oder
FOLFIRI/XELIRI. Prager et al konnten zeigen, dass in der Patientengruppe, die eine
Bevacizumab-basierte Therapie erhalten hatte, sich sowohl die DCR als auch das PFS
und OS in Abhédngigkeit des Baseline-CEA-Wertes signifikant voneinander
unterschieden. So profitierten Patienten mit niedrigem Baseline-CEA-Wert in allen
untersuchten Endpunkten signifikant starker von der anti-VEGF-basierten Therapie als
Patienten mit hohen Baseline-CEA-Werten (DCR 84% vs. 60%; x2-Test, i<0,005; OR
0,579; 95%CIl 0,422-0,795; p<0,001; PFS 8,5 Monate vs. 6,4 Monate, p=0,023; OS 37.5
Monate vs. 21.4 Monate, p=0,019) (Prager et al). Im Gegensatz hierzu ergab sich fur die
Patienten unter einer Cetuximab-basierten Therapie kein Unterschied in DCR oder PFS
in Abhangigkeit vom Baseline-CEA-Wert (Prager et al). Bezuglich des OS st
maoglicherweise in beiden Therapiearmen der prognostische Stellenwert von CEA der
pradiktiven Aussagekraft tberlegen. Die Autoren schlussfolgerten, dass CEA, neben
seinem prognostischen Stellenwert, eventuell als pradiktiver Biomarker fiir anti-VEGF-

basierte Therapien fungieren konnte.

3.7. CEA als pradiktiver Biomarker fur eine zielgerichtete anti-VEGF-Therapie
Obwohl in Deutschland seit 2005 Biologicals gegen VEGF in Kombination mit

Chemotherapie zugelassen sind und breiten Einsatz finden, existieren bisher keine
pradiktiven Marker fur die zielgerichtete VEGF-Therapie (Ellis et al). Auch kommt bis
heute dem Serum-CEA kein bekannter Stellenwert als pradiktiver Biomarker beim
mMKRK zu.

Auf Basis der Hypothese, dass CEA eine funktionelle Rolle in der Tumor-Angiogenese
einnimmt und daher moglicherweise die Wirksamkeit einer anti-VEGF-basierten

Therapie beeinflussen konnte (Bramswig et al, Prager et al), analysierten wir in eigener
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Arbeit den Stellenwert des Baseline-CEA-Wertes hinsichtlich Therapieeffektivitat und
Uberleben. Hierzu diente erneut das Patientenkollektiv der FIRE3-Studie (s. S. 27).

Als idealer CEA-cutoff wurde der Grenzwert zur unteren Quartile identifiziert (<6.2 vs.
>6.2ng/ml), der dem statistischen Median von 28,6 ng/ml hinsichtlich PFS und OS in
der uni- und multivariaten Analyse (berlegen war (Michl et al [E], Abb. 8). Da der
errechnete CEA-cutoff zudem nahe am physiologischen CEA-Wert von <5ng/ml lag
und unter dem Grenzwert von <10ng/ml, der zuvor als minimal wirksame
Konzentration zur Aktivierung der Angiogenese in-vitro identifiziert worden war
(Bramswig et al), verwendeten wir diesen CEA-cutoff fiir alle unsere weiteren

Analysen.

Abb. 8: Gesamtuberleben unterteilt nach Quartilen des Baseline-CEA-Wertes im
Serum in beiden FIRE3-Therapiearmen
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Abb. 8: Gesamtiiberleben unterteilt nach Quartilen des Baseline-CEA-Wertes im Serum
in beiden Therapiearmen. CEA-Quartilen: 1.Quartile CEA <6,2ng/ml; 2.Quartile CEA
>6.2ng/ml und <28,6ng/ml; 3.Quartile CEA >28,6ng/ml und <143,5ng/ml; 4.Quartile CEA
>143,5ng/ml (Michl et al [E])
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Im Bevacizumab-Arm zeigten die Patienten mit hoéheren CEA-Werten >6,2ng/ml
(Quartilen 2 bis 4) ein signifikant kirzeres PFS (p=0,04) und OS (p=0,001) als die
Patienten mit niedrigen CEA-Werten <6,2ng/ml. Dieser Effekt wurde im Cetuximab-

Arm nicht beobachtet (s. Abb. 8 und Tab. 3, Michl et al [E]).

Tab. 3: Korrelation von Baseline-CEA-Wert und Therapieansprechen bzw.
Uberleben in den beiden FIRE3-Therapiearmen

Bevacizumab arm: KRAS exon 2 wild-type (ITT)
CEA baseline values CEA <6.2ng/ml CEA >6.2ng/ml

Outcome n/fevents %/mo n/events %/mo

Cetuximab arm: KRAS exon 2 wild-type (ITT)

CEA baseline values CEA £6.2ng/ml CEA >6.2ng/ml
Outcome n/events %/mo n/events %/mo &
ORR 72/40 55.6 184/121 65.8 0.13
DCR 72/56 77.8 184/151 82.0 0.43
PFS 72/63 9.2 185/160 10.4 0.98
0s 72/49 27.9 185/108 30.0 0.94
Cetuximab arm: extended RAS wild-type population
CEA baseline values CEA <6.2ng/ml CEA >6.2ng/ml
Outcome n/events %/mo n/events %/mo S
ORR 50/29 58.0 123/89 72.4 0.07
DCR 50/40 80.0 123/103 83.7 0.56
PFS 50/42 10.0 123/102 10.8 0.66
0s 50/32 27.9 123/70 37.1 0.81

Tab 3: Korrelation von Baseline-CEA-Wert und Therapieansprechen bzw. Uberleben in
den beiden FIRE3-Therapiearmen. Fir den Cetuximab-Arm sind sowohl die Patienten mit
KRAS Exon 2 Wildtyp (11T) als auch die Subgruppe mit erweitertem RAS Wildtyp aufgefihrt
(Michl et al [E]).

ORR, Overall Response Rate; DCR, Disease Control Rate; PFS, Progression Free Survival,
OS, Overall Survival; *signifikant
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Des Weiteren wurde das Ausmall des CEA-Abfalls bzw. die Tiefe der CEA-Remission
(CEA reduction bzw. shrinkage) in den beiden Therapiearmen untersucht und die
Patientengruppe mit niedrigem Baseline-CEA-Wert gegen die Patientengruppe mit

erhéhtem Baseline-CEA-Wert verglichen (s. Abb. 9).

Abb. 9: Uberleben nach Baseline-CEA-Wert und Tiefe der CEA-Remission in den
beiden FIRE3-Therapiearmen
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Abb. 9: Uberleben (OS) nach Baseline-CEA-Wert und Tiefe der CEA-Remission unter
Therapie in der beiden FIRE3-Therapiearmen (Michl et al [E]). Cet, Cetuximab; Bev,
Bevacizumab; OS, Overall Survival; CEA shrinkage / CEA reduction / Tiefe der CEA-
Remission (in %)

Die Analysen ergaben, dass das Uberleben bei niedrigem Baseline-CEA-Wert von

<6,2ng/ml weitestgehend unabhéingig ist von der Wahl des Therapie-Regimes und der
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darunter erreichten Tiefe der CEA-Remission. Im Gegensatz dazu ist bei erh6htem
Baseline-CEA-Wert von >6,2ng/ml eine starke CEA-Remission von >75% mit einem
signifikant langeren Uberleben vergesellschaftet. Diese Patientengruppe profitierte
besonders von einer Cetuximab-basierten Therapie im Vergleich zu einer Bevacizumab-

basierten Therapie (38,7 Monate vs. 28,2 Monate; p=0,004) (s. Abb. 9, Michl et al [E]).

Ahnliche Analysen zu CEA wurden bis zu diesem Zeitpunkt bisher nicht angestellt und
waren die ersten in der international publizierten Literatur. Interessanterweise wurde
ganz aktuell eine Analyse zum Stellenwert des Baseline-CEA-Wertes am
Patientenkollektiv der prospektiven multizentrischen RAISE-Studie durchgefiihrt. Die
RAISE-Studie untersuchte Placebo-kontrolliert die Effektivitdt des anti-VEGF-
Antikorpers Ramucirumab in der Zweitlinientherapie beim nicht-resektablen mKRK
(Ramucirumab plus FOLFIRI versus Placebo plus FOLFIRI) (Tabernero et al). Die
Autoren zeigen, dass Patienten mit niedrigem Baseline-CEA-Spiegel stérker von einer
anti-VEGF-gerichteten Therapie profitieren als solche mit hohen Baseline-CEA-Werten
(CEA-cutoff in dieser Analyse < vs. >10ng/ml i.S.e. doppelten Normwertes) (Yoshino
et al). Diese Ergebnisse sind durchaus im Einklang mit unseren CEA-Daten aus der

FIRE3-Studie.

Auf Basis dieser Ergebnisse wurde es im Rahmen dieser Habilitationsschrift gewagt,
eine Hypothese zur optimierten Wahl des Therapie-Regimes in Abhédngigkeit vom
Baseline-CEA-Wert zu formulieren (s. Abb. 10). Dieses Modell ist als experimentell
anzusehen und entspricht keiner gultigen Empfehlung. Unausweichlich bedarf es
weiterer Untersuchungen zum Stellenwert von CEA an grofen (wenn mdglich

prospektiven) mKRK-Patientenkollektiven, um unsere Ergebnisse zu validieren.
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Abb 10: Hypothese zur Wahl des effektivsten Therapie-Regimes in Abh&ngigkeit
vom Baseline-CEA-Wert

Hypothesis

4 patient groups

—_—

Cetuximab

CEA { (26.2ng/ml) < ——  No difference in OS
(favorable prognosis)

Bevacizumab

—

Unfavorable prognosis in pts with
CEA ‘I can be compensated by Tx

Cetuximab Z:> with Cetuximab
CEA 1 (>6.2ng/ml) -> 0S times comparable to pts

(unfavorable prognosis) with CEA,
Bevacizumab

Problem group:

Significantly shorter OS compared to all
other groups. Unfavorable prognosis
cannot be compensated by Tx with
Bevacizumab

Abb 10: Hypothese zur Wahl des effektivsten Erstlinientherapie-Regimes in Abhangigkeit
vom Baseline-CEA-Wert beim nicht-resektablen RAS-Wildtyp mKRK (abgeleitet von den
eigenen CEA-Ergebnissen aus der FIRE3-Studienpopulation und den Ergebnissen der RAISE-
Studie) (Michl et al [E]; Yoshino et al).
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4. Das zentrale Nervensystem (ZNS) als seltene Metastasenlokalisation beim
KRK

Nur etwa 2-4% aller KRK-Patienten entwickeln im Laufe ihrer Erkrankung ZNS-
Metastasen (Riithiméki M, Go et al, Schouten et al, Nieder et al 2009). Umgekehrt
handelt es sich bei nur 5% aller histologisch untersuchten ZNS-Metastasen um
Adenokarzinom-Metastasen aus dem Kolorektum. Somit liegt die Inzidenzrate von
ZNS-Metastasen beim KRK deutlich unter der bei anderen soliden Malignomen wie
beispielsweise dem Lungen-, Mamma-, Nierenzell- oder Malignen Melanom
(Barnholtz-Sloan et al). ZNS-Metastasen scheinen beim mKRK am h&ufigsten in der
Altersklasse von 50 bis 65 Jahren aufzutreten (Barnholtz-Sloan et al, Michl et al [F]),
was deutlich unter dem medianen KRK-Erkrankungsalter von 72 Jahren (Manner) bzw.
75 Jahren (Frauen) in epidemiologischen Registern liegt (Robert-Koch-Institut,

Krebsregister).

Obwohl das kolorektale Karzinom eines der haufigsten Malignome darstellt, ist bis
heute nur wenig bekannt tiber die Genese, die Prognose und das Uberleben von KRK-
Patienten mit ZNS-Metastasen. In der Literatur wird meist nur von einem seltenen und
spaten Phanomen gesprochen (Go et al). Die wenigen Daten zu diesem Thema stammen
meist aus retrospektiven post-mortem-Studien (Weiss et al, Temple et al) oder aus
Abteilungen fiir Neurochirurgie und Strahlentherapie, die die Ergebnisse einer
untersuchten Therapiemethode an einem selektionierten Patientenkollektiv prasentieren
(Wronski et al, Windsor et al, Bartelt et al, Schoeggl et al, Amichetti et al, Vogelbaum

et al).

Epidemiologische Analysen zeigen, dass die Inzidenz von ZNS-Metastasen beim KRK
in den letzten Dekaden angestiegen ist (Tabouret et al, Nieder et al 2009). Ein Grund
hierfur liegt moglicherweise in der hoheren Detektionsrate durch den Fortschritt in

diagnostischen  Verfahren und in der Verfugbarkeit immer préziserer
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neuroradiologischer Bildgebungstechnik (Tabouret et al, Nieder et al 2009). Ein weitaus
wichtigerer Grund wird in den optimierten Therapiestrategien des zugrundeliegenden
Priméartumors und dessen Fernmetastasen vermutet. Diese ermdglichen langere
Uberlebenszeiten und lassen den Patienten das Entstehen der ZNS-Metastasierung als
Spatmanifestation der Systemerkrankung erleben (Sundermeyer et al, Damiens et al,
Bernardi et al). Unterstrichen wird diese Annahme durch die Beobachtung, dass die
Zeitspanne von (m)KRK-Erstdiagnose bis zur Diagnose der ZNS-Metastasierung lber
die Zeit zugenommen hat, was sich mdglicherweise durch den Fortschritt der

Systemtherapien und lokalen Metastasentherapien erklaren lasst (Nieder et al 2009).

In einer eigenen Arbeit initilerten wir in Zusammenarbeit mit dem Tumorregister
Minchen (TRM) eine Studie mit der bis dato groRten publizierten Patientenzahl mit
MKRK und ZNS-Metastasen (n=228, Beobachtungszeitraum 1998 bis 2011). Ziel war
es, dieses Patientenkollektiv zu charakterisieren, die beobachteten Uberlebenszeiten zu
analysieren und prognostische Subgruppen zu identifizieren (Michl et al [F]). In einem
Folgeprojekt wurden Tumorproben von Primarien histo- und molekularpathologisch auf
prognostische Marker hin untersucht (Michl et al [G]). Die Ergebnisse der eigenen
Untersuchungen sind im Folgenden unter den jeweiligen Kapiteln beschrieben und

werden im jeweiligen Kontext zu Daten aus der Literatur diskutiert.

4.1. Das extrakranielle Metastasierungsmuster bei Vorliegen von ZNS-
Metastasen vom KRK

Wenn ZNS-Metastasen diagnostiziert werden, findet sich der Primarius haufiger im
distalen Kolon und Rektum (zwei Drittel) als im proximalen Kolon (ein Drittel)
(Hammoud et al, Farnell et al, Damiens et al, Michl et al [F]). Dies entspricht der

normalen Haufigkeitsverteilung der kolorektalen Primarien. In tber 60% der Félle liegt
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bei Erstdiagnose des KRK ein Stadium T3/4 N+ G2 ohne Fernmetastasierung (MO0) vor
(Michl et al [F]). Am eigenen Patientenkollektiv konnten wir zeigen, dass 197 von 228
Patienten (86,4%) extrakranielle Metastasen neben der ZNS-Metastasierung aufwiesen.
Hiervon entwickelten sich 69,3% der ZNS-Metastasen metachron zur extrakraniellen
Metastasierung, d.h. als letzter Schritt der Metastasierung. Umgekehrt entwickelte kein
Patient nach der ZNS-Metasierung eine extrakranielle Metatasierung (s. Abb. 13, S.46;
Michl et al [F]). Aufgrund der Tatsache, dass auch andere Autoren ahnlich hohe Zahlen
fur extrakranielle Manifestationen beschreiben (80-95%), ist anzunehmen, dass das
ZNS einen spaten bzw. den letzten Metastasierungsort darstellt (Farnell et al, Damiens

et al).

Die extrakranielle Metastasierung findet sich in etwa 25-40% in nur einem Organ, in
weiteren 25-40% in zwei oder mehreren Organen (Farnell et al, Michl et al [F]). Das am
haufigsten betroffene Organ ist die Lunge (63-80%) (Farnell et al, Chyun et al, Cascino
et al, Temple et al, Kye et al), das zweithdufigste die Leber (15-30%) (Hammoud et al,
Farnell et al). Qiu et al. arbeiteten in einer SEER[Surveillance, Epidemiology, and End
Results Program]-Analyse an 46.027 mKRK-Patienten eindriicklich heraus, dass
Patienten mit Lungenmetastasen ein signifikant hoheres Risiko aufweisen ZNS-
Metastasen zu entwickeln als Patienten ohne Lungenmetastasen (3,1% vs. 0,1%,
p<0,001) (Qiu et al). Dieses Risiko war deutlich hoher als bei Vorliegen von
Lebermetastasen. Eine &hnlich starke Assoziation zwischen dem erhdhten Risiko fir die
Entwicklung von ZNS-Metastasen bei Vorliegen von Lungenmetastasen zeigten auch

Yeager et al (HR 2,3; 95%CI 1,13-4,82; p=0,022) (Yaeger et al).

In der von uns untersuchten Kohorte, in der alle Patienten bereits ZNS-Metastasen
aufwiesen, waren die Haufigkeiten von Leber- und Lungenmetastasen vergleichbar

(Leber 45%, Lunge 42%; nur Leber 28%, nur Lunge 24%, nur Leber und Lunge 10%).
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Diese Ergebnisse stehen prinzipiell nicht im Widerspruch mit den Ergebnissen von Qui
et al und Yaeger et al, die ihre Daten aus epidemiologischen Longitudinalstudien
erhoben haben. Die in unserem Kollektiv gleiche Haufigkeitsverteilung von Leber- und
Lungenmetastasen, die etwas im Gegensatz zu den dlteren Daten aus den Dekaden 1970
bis 2000 steht (Farnell et al, Chyun et al, Cascino et al, Temple et al, Kye et al,
Hammoud et al), konnte in den heute deutlich verbesserten Therapiemethoden von

Lebermetastasen begriindet sein.

Bei etwa 2-10% aller Patienten mit ZNS-Metastasen vom KRK ist das ZNS der einzige
Metastasierungsort (Hammoud et al, Cascino et al, Chyun et al, Damiens et al, Kye et
al, Alden et al). In dem von uns untersuchten Kollektiv zeigte sogar ein
uberdurchschnittlich hoher Anteil von Patienten eine rein auf das ZNS beschrénkte

Metastasierung (31 von 228 Patienten, 13,6%, s. Abb. 13, Michl et al [F]).

4.2. Das intrakranielle Befallsmuster und die Symptome bei ZNS-Metastasen
vom KRK

Die Angaben zu Anzahl und Lage der ZNS-Metastasen sind sehr limitiert, da solch
prazise Angaben in epidemiologischen Registern nicht erfasst werden. Die Daten
stammen meist aus Interventionsstudien von Strahlentherapeuten oder Neurochirurgen,
die die Patienten einer entsprechenden Behandlung unterzogen. Dementsprechend
werden nur therapiefahige Patienten erfasst, wahrend Patienten mit multiplen bzw.
disseminierten ZNS-Metastasen oder deutlich reduziertem Allgemeinzustand
unterreprasentiert sind. Trotz dieser Einschrankung werden im Folgenden die in der
Literatur verfugbaren Daten hierzu vorgestellt und diskutiert.

In etwa zwei Drittel der Félle liegt nur eine singuldre ZNS-Metastase vor, in etwa ein

Drittel der Falle multiple ZNS-Metastasen (Farnell et al, Kye et al). Im Median finden
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sich zwei ZNS-Metastasen (Streuung: eine bis sieben ZNS-Metastasen) (Fountzilas et
al). Bei solitarer oder singularer ZNS-Metastasierung ist die Filia in etwa zwei Drittel
der Falle supratentoriell (Grof3hirn) und in etwa einem Drittel der Falle infratentoriell
(Kleinhirn, Hirnstamm) lokalisiert (Farnell et al, Cascino et al). Bei multipler
Metastasierung findet man in 50% der Falle Manifestationen beidseits des Tentoriums
cerebri (Farnell et al). Die besten Daten zum intrazerebralen Verteilungsmuster wurden
von Delattre et al verdffentlicht und beschreiben die Lage in 80% im GroRhirn, in 15%
im Kleinhirn und in 5% im Hirnstamm (Delattre et al). Letztere stimmen am besten mit
den Ergebnissen aus unserem Patientenkollektiv tberein, in dem wir die Metastasen in
uber 90% im Grof3hirn lokalisiert fanden (Michl et al [F]).

Da beim mKRK keine diagnostischen Empfehlungen zum ZNS-Screening im Rahmen
des Stagings existieren, werden Uber 95% aller mKRK-Patienten erst beim Auftreten
von neurologischen Symptomen diagnostiziert. In Abhéngigkeit der Literatur
unterscheiden sich die Angaben zur Haufigkeit der auftretenden Symptome teilweise
stark: Korperliche Schwéche bzw. Fatigue (44%), Gangstorungen (5-59%),
Kopfschmerzen  (27-51%), Hemiparese (38%), Sprachstérungen (10-30%),
Gedachtnisstorungen (27%), Krampfanfalle (5-24%, hiervon jeweils die Halfte
generalisiert und fokal), Verwirrtheit oder Somnolenz (5-19%), Ubelkeit und Erbrechen

(3%) (Farnell et al, Kye et al, Damiens et al).

4.3.  Uberlebenszeitanalysen von Patienten mit mKRK und ZNS-Metastasen -
Gesamtkollektiv und Subgruppen

In der Literatur wird fir mKRK-Patienten mit ZNS-Metastasen ein medianes Uberleben
von 26 bis 38 Monaten ab dem Zeitpunkt der Erstdiagnose des KRK berichtet

(Hammoud et al, Fountzilas et al, Michl et al [F]). Die ZNS-Metastasen werden im
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Median 24-32 Monate nach Erstdiagnose des KRK diagnostiziert (Michl et al [F], Kye
et al, Damiens et al). Ab dem Zeitpunkt der Diagnose von ZNS-Metastase(n) leben die
Patienten im Median noch 2 bis 6 Monate (Wronski et al, Windsor et al, Alden et al,
Jiang et al, Kruser et al, Schoeggl et al, Damiens et al). Die Ergebnisse unserer eigenen
Analyse bestitigen die bisher publizierten kurzen Uberlebenszeiten in der

internationalen Literatur (Michl et al [F], Abb. 11).

Abb. 11: Uberlebenszeit-Analysen von KRK-Patienten mit ZNS-Metastasen
(Patientenkollektiv TRM)

Overall survival

cre [ > ey [ > wm [ > @imean
| 0S-1: 35.6 mo >

0S-2: 16.5 mo >

| 0S-3: 2.0 > o
ChH 29.2 mo >

Abb. 11: Uberlebenszeit-Analysen von 228 KRK-Patienten mit ZNS-Metastasen aus dem
Tumorregister Miinchen (1998-2011) (Michl et al [F]). OS-1, Uberleben ab dem Zeitpunkt
der Erstdiagnose KRK; 0S-2, Uberleben ab dem Zeitpunkt der extrakraniellen Metastasierung;
0S-3, Uberleben ab dem Zeitpunkt der ZNS-Metastasierung. EM, extrakranielle
Metastasierung; HM, Hirnmetastasen.

Das 6-Monats-Uberleben von 26-40% und das 1-Jahres-Uberleben von 11-13% ab dem
Zeitpunkt der ZNS-Metastasierung sind als auBerst ungiinstig anzusehen (Kruser et al,
Michl et al [F]). Sind die ZNS-Metastasen nicht therapierbar, reduziert sich die
Uberlebenszeit auf nur 2 Monate (Damiens et al). Somit leben Patienten mit mKRK und

ZNS-Metastasen deutlich kiirzer als Patienten mit ZNS-Metastasen von anderen
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Malignomen. Die Ursache hierfur ist unbekannt. Als mogliche Erklarung ziehen
Berghoff et al den deutlich htheren Proliferationsindex (ki67, Median 64%) in ZNS-
Metastasen vom Kolorektum im Vergleich zu anderen soliden Malignomen heran
(Berghoff et al). Im Gegensatz dazu berichten einzelne Autoren in Fallserien von
langeren Uberlebenszeiten bei hoch selektionierten Patienten, deren ZNS-Metastasen
intensiv therapierbar sind (Go et al, Hammoud et al, Damiens et al, Jiang et al, Kye et
al), oder beschreiben sogar Langzeit-Uberlebende mit Uberlebenszeiten bis zu vielen

Jahren (Farnell et al, Kye et al).

Wir analysierten in unserem Patientenkollektiv zudem die Uberlebenszeiten nach (1)
den befallenen extrakraniellen Organen (Lungen- vs. Lebermetastasierung) (Abb. 12)
sowie (2) dem zeitlichen Auftreten der extra- und intrakraniellen Metastasierung (Abb.
13 und 14). Hier zeigte sich, dass eine Lungenmetastasierung deutlich spater im
Krankheitsverlauf auftrat als eine Lebermetastasierung (24,3 Monate vs. 7,5 Monate).
Das Zeitintervall zwischen Lungen- und ZNS-Metastasen war deutlich kirzer als das
zwischen Leber- und ZNS-Metastasen (19,6 Monate vs. 27,1 Monate; HR 0,74; 95%ClI
0,53-1,04; p=0,08). Die Patienten mit Lungenmetastasen wiesen jedoch insgesamt ein
signifikant langeres Uberleben auf als die Patienten mit Lebermetastasen (43,9 Monate
vs. 34,6 Monate; HR 1,74; 95%CI 1,23-2,47; p=0,002) (Abb. 12). Sogar ab dem
Zeitpunkt der ZNS-Metastasierung unterschied sich das Uberleben noch in
Abhangigkeit vom extrakraniellen Metastasierungsmuster (3,8 Monate [Lunge] vs. 1,1
Monate [Leber]; HR 1,46; 95%CI 1,04-2,06; p=0,028). Patienten mit kombinierter
Leber- und Lungenmetastasierung (nicht mit abgebildet) wiesen in allen untersuchten
Zeitintervallen ein signifikant ungiinstigeres Uberleben auf als Patienten mit Leber-
oder Lungenmetastasierung (unpublizierte Daten aus: Doktorarbeit von Herrn Johannes

Thurmaier).
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Abb. 12: Uberlebenszeit-Analysen von KRK-Patienten mit ZNS-Metastasen
unterteilt nach dem extrakraniellen Metastasierungsmuster (Lunge, Leber)
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| 0S-1: 43,9 Mo >
L y .
% 0S-2: 19,6 Mo >
24,3 Mo
\ ﬁ ) >
Y 0S-3: 3,8 Mo
% . 15,8 Mo g
o
W 40,1 Mo E s
T
1] -

b) Zeitachsen der Lebermetastasierung:

0S-1: 34,6 Mo >

\ Y 0S-2: 27,1 Mo >
7,5 Mo
\
Y
\ 26,0 Mo )
) = \f
u o 33,5 Mo ;
1] —
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Abb. 12: Uberlebenszeit-Analysen von KRK-Patienten mit ZNS-Metastasen unterteilt
nach dem extrakraniellen Metastasierungsmuster (Lunge vs. Leber). OS-1, Uberleben ab
dem Zeitpunkt der Erstdiagnose KRK; 0S-2, Uberleben ab dem Zeitpunkt der extrakraniellen
Metastasierung; OS-3, Uberleben ab dem Zeitpunkt der ZNS-Metastasierung. EM,
extrakranielle Metasasierung; HM, Hirnmetastasen (unpublizierte Daten; Doktorarbeit von
Herrn Johannes Thurmaier)

Wir bildeten an unserem Patientenkollektiv zudem sechs Subgruppen entsprechend des
zeitlichen Auftretens der extra- und intrakraniellen Metastasierung (synchron vs.

metachron) (Abb. 13 und 14). Die besten Uberlebenszeiten wiesen diejenigen Patienten
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auf, deren extra- und intrakranielle Metastasierung jeweils metachron, d.h. sukzessive
im Krankheitsverlauf aufgetreten war. Die ungunstigste Gruppe bildeten die Patienten
mit synchroner extra- und intrakranieller Metastasierung. Ab dem Zeitpunkt der ZNS-
Metastasierung war das Uberleben in allen Subgruppen ungiinstig. Eine Ausnahme
bildete hier die kleine Gruppe der Patienten mit synchroner ZNS-Metastasierung ohne
extrakranielle Metastasierung. Dies ist moglicherweise auf eine fehlende Schwachung
der Patienten durch Vortherapien und einen damit

einhergehenden guten

Allgemeinzustand zurtickzufiihren.

Abb. 13: Einteilung von Patienten mit KRK und ZNS-Metastasen nach dem
zeitlichen Auftreten von extra- und intrakraniellen Metastasen

Groups

Diagnosis of CRC
1
n=228

2]
e

Metachronous Synchronous
extracranial metastasis extracranial metastasis
n =100 (43.9%) n =97 (42.5%)
v v
Metachronous Subsequent Concurrent Subsequent Concurrent Synchronous
solitary BM BM BM BM BM solitary BM
n =26 (11.4%) n=77(33.8%) n=23(10.1%) n =81 (35.5%) n=16 (7.0%) n=5(2.2%)

Abb. 13: Einteilung von Patienten mit KRK und ZNS-Metastasen nach dem zeitlichen
Auftreten von extra- und intrakraniellen Metastasen (Michl et al [F]). Es wurde eine
Unterscheidung nach metachronem und synchronem Auftreten von extra- und intrakraniellen
Metastasen vorgenommen und daraus prognostische Subgruppen gebildet. BM, brain metastasis

Abb. 14 (S. 46): Uberlebenskurven der 6 Patienten-Subgruppen ab Erstdiagnose
des KRK (0S-1), ab der Diagnose der extrakraniellen Fernmetastasierung (OS-2)
und ab dem Zeitpunkt der ZNS-Metastasierung (OS-3)
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Legende zu Abb. 14 (S. 46): Uberlebenskurven der 6 Patienten-Subgruppen ab
Erstdiagnose des KRK (OS-1), ab der Diagnose der extrakraniellen Fernmetastasierung
(OS-2) und ab dem Zeitpunkt der ZNS-Metastasierung (OS-3). Subgruppen unterteilt nach

Abb. 13, S. 45 (Michl et al [F])

4.4. Klinische prognostische Faktoren fir das Uberleben mit ZNS-Metastasen
und KRK

In der Literatur werden zwei Prognose-Scores eingesetzt, die beide in der
strahlentherapeutischen Szene entwickelt wurden. Sie sollen helfen abzuschatzen,
welche Patienten mit ZNS-Metastasen von strahlentherapeutischen Interventionen
profitieren: (1) der RPA (Recursive Partitioning Analysis), der das Patientenalter, den
Allgemeinzustand und das Ausmal der extrakraniellen Metastasierung einbezieht
(Gaspar et al 2000, Gaspar et al 2007). Ein Nachteil des RPA ist die fehlende
Einbindung des zugrundeliegenden Primartumors. (2) der DS-GPA (Diagnosis-Specific
Graded Prognostic Assessment), der fir jedes Malignom bzw. jede Malignomgruppe
individuelle Prognosefaktoren formuliert. Fur gastrointestinale Primarien nennt der DS-
GPA als einzigen signifikanten Prognosefaktor den Karnofsky-Index (Sperduto et al,
Nieder et al 2016).

Der Allgemeinzustand des Patienten wird in klinisch-epidemiologischen Registern in
der Regel nicht miterfasst. Auch fur unser Patientenkollektiv lag hierzu leider keine
Information vor. Es wurden stattdessen die vorliegenden Angaben zu Patienten- und
Tumorcharakteristika auf ihren prognostischen Stellenwert hinsichtlich des Uberlebens
untersucht. In der Literatur variieren die Aussagen zum prognostischen Stellenwert
Klinischer ~ Patienten- und Tumorcharakteristika teils stark zwischen den
unterschiedlichen Autoren. Als prognostisch gunstige Faktoren flr ein langeres
Uberleben werden aber haufig ein guter Allgemeinzustand (ECOG performance status

0 und 1 bzw. Karnofsky Index >70%), ein jungeres Alter <65 (60) Jahre, das VVorliegen
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solitérer und singulérer ZNS-Metastasen sowie die Abwesenheit von extrakraniellen
Organmetastasen und hier im Speziellen von Knochenmetastasen beschrieben (Farnell
et al, Nieder et al 2016, Gaspar et al 2010, Michl et al [F]). Ein guter Allgemeinzustand
scheint hierbei den wichtigsten aller Prognosefaktoren darzustellen (Gaspar et al 2000,
Sperduto et al). Unsere eigenen Daten lieferten als einzigen prognostischen Faktor -
unabhangig vom Krankheitsstadium - das Patientenalter (Michl et al [F]).

Gunstig auf das Uberleben wirkt sich zudem der Faktor ,,Therapierbarkeit der ZNS-
Metastasen* aus, d.h. ob der Patient sowohl hinsichtlich seines Allgemeinzustands als
auch hinsichtlich der Lage und GrolRe der ZNS-Metastase(n) resektabel bzw.
strahlentherapeutisch behandelbar ist. Ungunstig flr die Therapierbarkeit und somit
letztlich fir das Uberleben ist vor allem das Vorliegen multipler und multilokulérer
ZNS-Metastasen (z.B. bilateral, bilobdr, supra- und infratentoriell) (Kye et al).
Interessanterweise wurde auch ein erhdhter CEA-Wert von >5ng/ml als unglnstiger
Faktor filr das Uberleben mit ZNS-Metastasen beschrieben (Kye et al). Letzteres ist a.e.
der erhohten extrakraniellen Tumorlast bzw. der aggressiveren Tumorbiologie
extrakranieller Tumormanifestationen zuzuschreiben.

Das Stadium des Primadrtumors, das extrakranielle Befallsmuster, das
Patientengeschlecht sowie die Zeit von KRK-Erstdiagnose bis zum Auftreten der ZNS-
Metastasierung scheinen prognostisch eher irrelevant zu sein (Hammoud et al, Damiens
et al). Interessanterweise konnte auch fur die Lage der Metastase(n) im ZNS und fir das
Auftreten von neurologischen Symptomen bisher keine prognostische Relevanz
nachgewiesen werden (Farnell et al, Kye et al).

Seit Kurzem liegen starke Daten dafur vor, dass die Lokalisation des Primarius in
rechts- oder linksseitigem Kolon (Grenze kurz vor lienaler Flexur) prognostisch
relevant ist. Patienten mit Tumoren im rechtsseitigen Kolon zeigen ein deutlich kirzeres

PFS und OS sowie geringere Ansprechraten auf Systemtherapien als solche im
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linksseitigen Kolon (Arnold et al, Tejpar et al, von Einem et al 2014). Wir haben daher
erstmals in der Literatur unser mKRK-Patientenkollektiv mit ZNS-Metastasen nach
dieser Variable untersucht. Patienten mit linksseitig gelegenen Karzinomen lebten ab
Diagnose der ersten Fernmetastase signifikant langer als Patienten mit rechtsseitig
gelegenen Karzinomen (17,9 Monate vs. 11,2 Monate; HR 0,69; 95%CI 0,50-0,96;
p=0,026). Keinen Unterschied zeigte sich jedoch im Uberleben ab dem Zeitpunkt der
ZNS-Metastasierung (noch unpublizierte Daten aus der Doktorarbeit von Herrn
Johannes Thurmaier). Sobald jedoch ZNS-Metastasen auftreten, verlieren die

prognostischen Biomarker offensichtlich ihre Relevanz.

4.5.  Theorien zur Entstehung von ZNS-Metastasen beim KRK

Die rein mechanisch bzw. hdmodynamisch begriindeten Hypothesen von Ewing (1940)
und Casino (1983), nach denen die Tumorzell-Absiedelungen im ZNS rein hdmatogen
durch die Ablage von Tumoremboli entlang der vaskuléren Versorgungsgebiete erklart
wurden, gelten inzwischen als Gberholt (Ewing et al, Cascino et al). Im Gegensatz dazu
behélt weiterhin die bereits im Jahre 1889 von Stephen Paget aufgestellte Seed-and-
Soil-Theorie zumindest teilweise ihre Gultigkeit. Demnach kann eine Tumorzelle (seed,
Saat) nur dann in einem Zielorgan (soil, Ackerboden) anwachsen, wenn dieses
Zielorgan eine gunstiges Microenvironment flr die Tumorzelle aufweist (Fidler et al).
Ein ZNS-spezifisches Homing und die direkte Interaktion der Tumorzellen mit der
neuronalen Substanz sind die derzeit starksten Erklarungen fir die Entwicklung von
ZNS-Metastasen und die moderne Auslegung der Seed-and-Soil-Theorie. Man vermutet
jedoch, dass beide Theorien ihre Berechtigung haben, denn das Verteilungsmuster der
Metastasen im ZNS korreliert mit dem Ausmal} von Blutfluss und Gewebevolumen

(80% im GroBhirn, 15% im Kleinhirn und 5% im Hirnstamm) (Delattre et al). Das ZNS
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bietet eine Umgebung, die sich substanziell von allen anderen Organen unterscheidet.
Die Faktoren, welche die Ansiedelung und Proliferation von Tumorzellen im ZNS
unterstitzen oder hemmen, sind praktisch nicht verstanden. Reaktive Astrozyten und
Mikroglia scheinen jedoch im direkten Kontakt mit den eingedrungenen Tumorzellen
zu stehen und den Prozess der Metastasenbildung sogar zu unterstitzen (Lorger et al,
Fitzgerald et al, Joyce et al, Pukrop et al). Andere Autoren sehen die Ursache fiir das
Metastasenwachstum im ZNS eher in der Interaktion mit der zerebralen
Mikrovaskularisation als mit den Glia (Cabonell et al).

Brastianos et al zeigten mittels whole-exome-sequencing an 86 Gewebeproben von
ZNS-Metastasen und zugehdrigem Primarius sowie normalem Organgewebe (leider nur
vier KRK-Patienten), dass alle Metastasen einer sogenannten branched evolution
folgen. Dieser Begriff besagt, dass sich Primértumor und Metastase zwar gemeinsame
Vorfahren teilen, sich aber mit der Zeit unabhéngig voneinander weiter entwickeln. Die
Autoren fanden bei 53% aller Patienten andere Alterationen im ZNS-Metastasengewebe
als im zugehdrigen Primariusgewebe (Brastianos et al). Die Autoren postulieren zudem,
dass die Anzahl von Driver- und Passenger-Mutationen zunimmt. Auch Xie et al
zeigten  mittels  whole-genome-sequencing  Analysen  von  Primarius-  und
Metastasengewebe zweier KRK-Patienten unterschiedliche klonale Entwicklungsmuster
(Xie et al). Im Gegensatz hierzu zeigen Aprile et al eine sehr hohe Konkordanzrate
(95,1%) des molekularen Profils von kolorektalem Primariusgewebe und dazugehériger
ZNS-Metastase (Aprile et al 2017).

Die Arbeitsgruppe um Yaeger et al aus dem Memorial Sloan and Kettering Cancer
Center in New York konzentrierte sich im Speziellen auf kolorektale Malignome, und
zeigte, dass das Vorliegen einer RAS-Mutation und einer PIK3CA-Mutation signifikant
mit einer hoheren kumulativen Inzidenz fur das Auftreten von ZNS-Metastasen

assoziiert war (RAS-Mutation: 1.4% vs. 0.2%; p<0.01; PIK3CA-Mutation: 1.4% vs.
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0.8%, p=0.0013)). Der RAS-Mutationsstatus blieb in der Multivariat-Analyse weiterhin
ein unabh&ngiger prognostischer Faktor fur die Entwicklung von ZNS-Metastasen (HR
3,7; 95%CI 1,7-8,1; p<0,01) (Yaeger et al). Auch EIl-Deiry et al zeigten mittels
molekularem Profiling an 6.892 kolorektalen Tumorproben und entsprechendem
Metastasengewebe, dass Patienten mit ZNS-Metastasen die hochste Rate an KRAS-
Mutationen im Vergleich zu anderen Organmetastasen aufwiesen (65% vs. 47%,

p<0.01) (El-Deiry et al).

4.6. Der Stellenwert von somatischen Mutationen fiir die Ausbildung
verschiedener Metastasierungsmuster

Der Mutationsstatus der Onkogene KRAS, BRAF, PIK3CA und NRAS scheint nicht
nur prognostische und préadiktive Relevanz zu besitzen, sondern auch Einfluss zu
nehmen auf die Art des metastatischen Phanotyps beim mKRK (Lipsyc et al 2015). Es
treten bei RAS-Wildtyp beispielsweise hdufiger Lebermetastasen, bei KRAS-Mutation
haufiger Lungen-, ZNS- und Knochenmetastasen auf (Tie et al, Yaeger et al). Tie et al
untersuchten die Prdvalenz von KRAS-Mutationen in den unterschiedlichen
Organmetastasen und fanden drastische Haufigkeitsunterschiede (KRAS-Mutation in
Leber (32,3%), Lunge (62,0%) und ZNS (56,5%); p=0,003). Zum Zeitpunkt der
Diagnose mKRK weist ein Patient mit KRAS-Mutation ein héheres Risiko auf, eine
Lungenmetastasierung zu entwickeln, als bei Vorliegen eines KRAS-Wildtyp-Tumors
(22% vs. 13%, p<0.01). Eine KRAS-Mutation ist demnach mit einer signifikant htheren
kumulativen Inzidenz fir Lungen-, Knochen- und ZNS-Metastasen vergesellschaftet
und stellt  einen  unabhdngigen  pradiktiven  Faktor dar fir  die
Metastasierungswahrscheinlichkeit  in  diese  Organe  (Hazard Ratio  fir
Metastasierungswahrscheinlichkeit in Lunge (HR 1,5), Knochen (HR 1,6) und ZNS

(HR 3,7)) (Tie et al). Nach kurativer Resektion von kolorektalen Lebermetastasen ist
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bei Vorliegen einer KRAS-Mutation nicht nur das RFS (recurrence free survival) und
OS verkirzt (Karagkounis et al., Vauthey et al., Kemeny NE), sondern Rezidiv-
Metastasen treten auch haufiger in nicht-hepatischen Organen wie in Lunge, ZNS und
Knochen auf als in der Leber selbst (Kemeny et al, Tie et al).

Im Falle einer BRAF-Mutation, einem sehr unglinstigen prognostischen Faktor, kommt
es haufiger zur Peritonealkarzinose und fernen Lymphknotenmetastasen als zu
Lebermetastasen (Tran et al, Yokota et al, Lypsic et al). Patienten mit BRAF-Mutation
weisen zudem bereits im lokalisierten Stadium h&ufiger unglinstige Eigenschaften auf
wie eine Lymphgefa- (L1) und Perineuralscheiden-Invasion (Pnl), einen positiven
Lymphknotenstatus (N+) und ein tumor budding (mikroskopischer Nachweis von
Tumorzellen oder Tumorzellgruppen in der Invasionsfront des Karzinoms). Ebenso ist
die BRAF-Mutation haufiger mit ungtinstigen histologischen Subtypen vergesellschaftet
wie einem geringen Differenzierungsgrad (G3) oder einer muzindsen oder
Siegelringzell-Histologie (Pai et al, Russo et al, Yaeger et al).

Die PIK3CA-Mutation beeinflusst den Kklinischen Verlauf nach dem heutigen
Kenntnisstand nicht, tritt aber gehauft zeitgleich mit KRAS-Mutationen auf und ist mit
einer erhdhten Inzidenz an Lungen- und ZNS-Metastasen assoziiert (Yaeger et al, Russo
et al). Man geht jedoch davon aus, dass diese starke Assoziation von PIK3CA-Mutation
mit Lungen- und ZNS-Metastasen vielmehr durch die Ko-Mutation des (K)RAS-Gens
begingt ist. Eine NRAS-Mutation bringt moglicherweise ein kiirzeres Uberleben mit
sich, wird jedoch bisher nicht mit einem spezifischen Metastasierungsmuster in
Zusammenhang gebracht (Wang et al 2013).

Der Mikrosatelliten-Status beeinflusst das Metastasierungspotenzial des Tumors
ebenfalls substanziell. Patienten mit MSI-Karzinomen entwickeln signifikant seltener
Fernmetastasen als Patienten mit MSS-Karzinomen (Malesci, et al). Demzufolge weisen

Fernmetastasen fast immer eine MSS auf (Haddad, et al).
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4.7. Untersuchung von prognostischen Gewebe-Biomarkern fur die
Entwicklung von ZNS-Metastasen vom KRK

Wir untersuchten daher in einem gemeinsamen Projekt mit den Kollegen der Pathologie
der LMU diese molekularen Biomarker in unserem mKRK-Patientenkollektiv mit ZNS-
Metastasen. Als Vergleichsgruppe diente eine mKRK-Patientenpopulation mit
ausschlieBlich auf die Leber beschréankten Metastasen. Alle Patienten mit ZNS-
Metastasen zeigten einen Mikrosatelliten-stabilen Tumor (MSS, positive hMLH1-
Proteinexpression). Wahrend etwa die Hélfte aller mKRK-Patienten mit ZNS-
Metastasen eine Mutation im Exon 2 des KRAS-Gen zeigte (15 von 29; 51,7%), lag bei
den Patienten mit alleinigen Lebermetastasen in groRer Mehrheit ein KRAS-Wildtyp
vor (26 von 36; 72,2%).

Abb. 15: Biomarker-Expression in Kolonkarzinomen mit ZNS-Metastasen

Biomarker-Expression in Kolonkarzinomen
mit ZNS-Metastasen

hMLH1- und hMSH2-Immunhistochemie

Bei keinem der Kolonkarzinome mit ZNS-Metastasen
konnte ein MMR-Defekt nachgewiesen werden

KRAS-Mutation

ZNS-Metastasen Alleinige Lebermetastasen

G——
15/29 (51,7%) 520,05 10/36 (27,8%)
BRAF-Mutation
ZNS-Metastasen Alleinige Lebermetastasen
0,
3/29 (10,3%) 020207 1/36 (2,8%)
Michl, M.; ...; Neumann, J. et al. Pathology Research and Practice (accepted)

Abb. 15: Biomarker-Expression in Kolonkarzinomen mit ZNS-Metastasen. Folie aus
Vortrag von Prof. Dr. T. Kirchner und PD Dr. J. Neumann, Pathologie der LMU, zur
Présentation unserer Ergebnisse auf der Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fiir Pathologie
(DGP) 2015. Mit freundlicher Genehmigung von Herrn PD Dr. J. Neumann zum Abdruck in
dieser Schrift zur Veranschaulichung des Studiendesigns zur Verfligung gestellt.
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Hier zeigte sich ein statistischer Trend hin zur Assoziation von KRAS-Mutationen und
metastatischer Absiedelung von KRK-Metastasen im ZNS (p=0,05) (s. Abb. 15). Ein
ahnlicher Trend wurde fur das Vorliegen einer BRAF-Mutation beobachtet, erreichte
aber vermutlich aufgrund der geringen Fallzahl keine statistische Signifikanz (10,3% vs.

2,8%: p=0,21) (Michl et al [G]).

In den letzten Jahren konnten beim KRK unterschiedliche Karzinogenesewege sowie
morphologische und molekulare Subtypen definiert werden (Fearon, 2011; Hugen, et
al., 2014; Jass, 2007). Einzelne Studien konnten zeigen, dass diese Subtypen mit
unterschiedlichen klinischen Verlaufen und verschiedenen Mustern der Metastasierung
korrelieren. Vorrangig scheinen hier neben dem Mikrosatelliten-Status (Instabilitat
(MSI) vs. Stabilitdt (MSS)) (Benatti, et al. 2005) eine Deregulation im Wnt/B-catenin-
Signalweg (Fodde et al 2007, Horst et al 2009) sowie Alterationen im EGFR-Signalweg
(Epidermal Growth-factor Receptor) (Horst et al 2012, Ormanns et al) eine wichtige
Rolle zu spielen.

Wir untersuchten daher an beiden Patientenpopulationen weitere prognostische
Biomarker, im Speziellen die nukledre B-catenin Expression und die Stammzellmarker
CD44 und CD133. Die Rationale hierflir war das 2005 publizierte Konzept der
migrierenden Krebsstammzellen beim KRK, das insbesondere an der Karzinom-
Invasionsfront eine starke nukledre Expression von B-catenin beschreibt (Brabletz et al.
2005). In der mehrstufigen Karzinogenese analog der Adenom-Karzinom-Sequenz
(Fearon et al 1990), nach der sich etwa 80-90% aller KRK entwickeln, kommt es in
einem sehr friihen Stadium der Erkrankung zu einer inaktivierenden Mutation im APC-
Tumorsuppressorgen. In direkter Folge entsteht eine Deregulation im Wnt/B-catenin-
Signalweg (Clevers et al 2006 und 2012). Die Funktion des Wnt-Signalwegs liegt in der

Regulation der Stabilitdit von [-catenin. Zu den Zielgenen des Wnt/B-catenin-
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Signalwegs gehdren unter anderem die Stammzellmarker CD44 und CD133 (Wielenga
et al. 1999; Katoh et al. 2007). Die resultierenden migrierenden Stammzellen konnten
wesentlich zur Ausbildung von Fernmetastasen beitragen. Basierend hierauf war aus
unserem Hause im Jahr 2012 ein einfacher Algorithmus publiziert worden, der das
Metastasierungspotential von KRK unter Einsatz von nur drei Biomarkern
(Mikrosatelliten-Status, Expression von B-catenin und von CD133) vorhersagen lasst
(Neumann et al). Neumann et al zeigten, dass eine MSS und eine hohe Expression von
B-catenin und CD133 in 94,4% mit dem Auftreten von Fernmetastasen assoziiert waren
(Neumann et al).

Wir untersuchten daher die Gewebeproben (Primarius) unseres mKRK-
Patientenkollektivs mit ZNS-Metastasen auf die genannten Krebsstammzellmarker und
verglichen das Expressionsmuster mit dem Vergleichskollektiv ~ (alleinige
Lebermetastasierung). Eine starke nukledre Expression von B-catenin sowie eine starke
Expression von CD44 und CD133 waren in unserer Studie mit einer hamatogenen
Metastasierung in die Leber, aber nicht mit einer Dissemination in das ZNS assoziiert
(Abb. 16, A-C). Bei KRK-Patienten mit einer alleinigen ZNS Metastasierung konnte in
keinem der Falle eine starke CD133-Expression nachgewiesen werden (Abb. 16, F). Die
Kombination der untersuchten Krebsstammzellmarker zeigte eine héhere Trennschérfe
fur die Vorhersage von unterschiedlichen Mustern der Fernmetastasierung

(p=0,000004) (Abb. 17, Michl et al [G]).
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Abb. 16: Korrelation der Expression von nukledrem p-catenin, CD44 und CD133
mit unterschiedlichen Metastasierungsmustern beim mKRK (Leber vs. ZNS)
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Abb. 16: Korrelation der unterschiedlichen Expressionsmuster von nukleirem B-catenin,
CD44 und CD133 mit unterschiedlichen KRK-Metastasierungsmustern

A bis C: Expression von B-catenin (A), CD44 (B) und CD133 (C) bei KRK-Patienten mit
alleinigen Lebermetastasen vs. ZNS-Metastasen.

D bis F: Expression von B-catenin (D), CD44 (E) und CD133 (F) bei KRK-Patienten mit
alleinigen Lebermetastasen vs. alleinigen ZNS-Metastasen vs. gleichzeitig vorliegenden Leber-
und ZNS-Metastasen (combined). (Michl et al [G])
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Abb. 17 Kombination der Expressionsmuster von nukleirem p-catenin, CD44 und
CD133 und Korrelation mit unterschiedlichen Metastasierungsmustern beim
MKRK (Leber vs. ZNS)
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Abb. 16: Korrelation der Kombination aus den unterschiedlichen Expressionsmustern von
nukleirem p-catenin, CD44 und CD133 mit unterschiedlichen KRK-
Metastasierungsmustern

A bis C: Expression von pB-catenin und CD44 (A), B-catenin und CD133 (B) und B-catenin und
CD44 und/oder CD133 (C) bei KRK-Patienten mit alleinigen Lebermetastasen vs. ZNS-
Metastasen.

D bis F: Expression von B-catenin und CD44 (D), B-catenin und CD133 (E) und B-catenin und
CD44 und/oder CD133 (F) bei KRK-Patienten mit alleinigen Lebermetastasen vs. alleinigen
ZNS-Metastasen vs. gleichzeitig vorliegenden Leber- und ZNS-Metastasen (combined). (Michl
etal [G])
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4.8. Therapieansatze fir ZNS-Metastasen vom KRK

Die Therapie von kolorektalen ZNS-Metastasen unterscheidet sich nicht von der
anderer Malignome. Die drei Sdulen der ZNS-Metastasen-Therapie sind die
neurochirurgische Resektion, die Strahlentherapie (Radiochirurgie, Stereotaxie oder
Ganzhirnbestrahlung) und die Systemtherapie (symptomatisch mit Steroiden und/oder
kausal mit Tumor-spezifischer Zytostase) (Owonikoko et al, Gaspar et al 2010,
Kalkanis et al, Linksey et al). Bis heute wurden keine randomisierten Studien zur
Therapie von ZNS-Metastasen beim KRK durchgefiihrt. Die Therapieentscheidung
obliegt daher allein dem behandelnden Arzteteam, das anhand von Allgemeinzustand
des Patienten sowie nach Ausmal}, Anzahl, Lokalisation und Symptomatik der ZNS-
Metastasen Uber das optimale therapeutische VVorgehen entscheidet.

Bei kolorektalen ZNS-Metastasen wurde mehrfach (iber den erfolgreichen Einsatz von
systemischen Steroiden, die neurochirurgische Resektion (Wronski et al, Kye et al), die
Radiochirurgie (Schoeggl et al) und die Ganzhirnbestrahlung (WBRT) (Farnell et al,
Amichetti et al, Kruser et al) berichtet. Die langsten Uberlebenszeiten erreichen
Patienten durch eine Kombination aus neurochirurgischer Resektion und anschlieRender
WBRT (Gu et al, Damiens et al, Fountzilas et al, Sperduto et al, Nieder et al 2016). Die
Kombination ist der alleinigen neurochirurgischen Resektion und der alleinigen
Radiatio eindeutig Uberlegen und wurde daher mit einer Level 1 Empfehlung versehen
(Gaspar et al 2010, Kalkanis et al). Bei geeigneten Patienten (guter Allgemeinzustand
und limitierte Anzahl von ZNS-Metastasen) kann durch diese Therapiesequenz das
Uberleben auf bis zu 12 bis 15 Monate verlangert werden (Kye et al, Hammoud et al,
Farnell et al, Kalkanis et al, Owonikoko et al, Suzuki et al, Patchell et al).
Systemtherapien zeigen bei ZNS-Metastasen vom KRK nur duBerst geringe Wirkung.

Viele Zytostatika, die beim KRK zwar Priméartumor und extrakranielle Metastasen
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erfolgreich bek&mpfen, scheinen keinen substanziellen Effekt auf ZNS-Metastasen zu
haben. Die Ursache hierfur ist unbekannt. Man vermutet, dass das veranderte ZNS-
microenvironment die Empfindlichkeit der Tumorzellen gegenlber Systemtherapien
verandert. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass Astrozyten die Tumorzellen
im ZNS direkt vor Chemotherapie-induzierter Toxizitat beschutzen, idem sie die durch
5-FU oder Platinderivate induzierte Apoptoserate senken (Kim et al). El-Deiry
vermuten die schlechten Ansprechraten auf anti-EGFR-Therapien in der hohen KRAS-
Mutationsrate von kolorektalem ZNS-Metastasengewebe (El-Deiry et al). Obwohl in-
vitro und in-vivo Studien zeigen, dass ZNS-Metastasenzellen VEGF exprimieren,
scheint nicht allein VEGF fiir die Tumor-Angiogenese im ZNS verantwortlich zu sein,
denn eine medikamentdse VEGF-Blockade kann die Tumorlast nur teilweise reduzieren
(Yano et al). Dennoch fihrt die Kombination von Systemtherapie mit lokalen
Therapieverfahren bei ausgewahlten Patienten zu einem verbesserten Uberleben
(Fountzilas et al). Finkelmeier et al beschreiben eine Fallserie von finf Patienten mit
mKRK und ZNS-Metastasen, die nach neurochirurgischer Resektion, Stereotaxie oder
WBRT erfolgreich und sicher mit Bevacizumab-basierter Chemotherapie behandelt
wurden (Finkelmeier et al).

Demnach sollte ausgewahlten Patienten im klinischen Alltag eine intensive Therapie
angeboten werden, idealerweise mit neurochirurgischer Resektion, WBRT und
Systemtherapie, vor allem im Fall von persistierenden extrakraniellen
Tumormanifestationen. Die genannten prognostischen Faktoren missen in weiteren
Studien validiert werden, bevor sie unterstiitzend in die Therapiefindung mit einbezogen

werden zu konnen.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Die vorgestellte kumulative Habilitation zum nicht-resektablen mKRK bestand aus zwei
Teilen und stellte im Wesentlichen Untersuchungen zum Serum-Tumormarker CEA
sowie zu den selten auftretenden ZNS-Metastasen an.

Es konnte gezeigt werden, dass der CEA-Verlauf unter einer palliativen Systemtherapie
mit der radiologischen Bildgebung nach RECIST korreliert. Eine enge Korrelation
scheint fur die radiologisch festgestellte Best Response und den maximalen CEA-Abfall
vorzuliegen. Erstmals in der internationalen Literatur wurden Untersuchungen zur
prognostischen und pradiktiven Aussagekraft der Tiefe der CEA-Remission analog des
DpR-Modells angestellt. Die Tiefe der CEA-Remission wurde erstmals als pradiktiver
Marker fir die Therapieeffektivitat und das Uberleben beschrieben. Zudem wurden
Untersuchungen zum pradiktiven Stellenwert des Baseline-CEA-Wertes hinsichtlich der
Wirksamkeit einer anti-VEGF-gerichteten Therapie unternommen. Bis heute existiert
kein pradiktiver Biomarker fir VEGF-basierte Therapien, was in der Ara der
personalisierten Krebstherapie stark kritisiert wird. In der FIRE3-Studie profitierten
Patienten mit niedrigem Baseline-CEA-Wert mehr von einer anti-VEGF-Therapie als
solche mit erhghtem Baseline-CEA-Wert, vor allem hinsichtlich des OS. Im Falle eines
erhéhten Baseline-CEA-Wertes erreichte eine anti-EGFR-Therapie eine tiefere CEA-
Remission und eine bessere ORR und DCR als die anti-VEGF-Therapie. Beide von uns
erstmals vorgestellten Modelle zur CEA-Remission und zum pradiktiven Stellenwert
von CEA hinsichtlich einer anti-VEGF-Therapie wurden bereits von anderen
Studiengruppen reproduziert und vor wenigen Monaten publiziert (Sunakawa et al,
Yoshino et al). Diese sehr interessanten neuen Aspekte zum Stellenwert von CEA
sollten Anlass sein fur weitere Untersuchungen auf diesem Gebiet. In Folgeprojekten

planen wir weitere Analysen an groRen prospektiven Studienkollektiven durchzufihren.
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Im bisher grofiten Kollektiv von Patienten mit KRK und ZNS-Metastasen (n=228)
konnte gezeigt werden, dass ZNS-Metastasen eher bei jlingeren (Altersklasse 50 bis 65
Jahre) als bei dlteren Patienten auftreten und fast immer ein spates wenn nicht das letzte
Metastasierungsereignis im Verlauf der Erkrankung darstellen. Die groRRe Mehrheit der
Patienten weist bereits extrakranielle Metastasen auf, die hier in gleicher H&ufigkeit in
Leber und Lunge vorliegen. Der Primarius befindet sich haufiger im distalen Kolon und
Rektum als im proximalen Kolon und in den meisten Féllen liegt bei Erstdiagnose des
KRK ein Stadium T3/4 N+ G2 ohne Fernmetastasierung (MO0) vor. Mit Feststellung der
ZNS-Metastasierung ist das Uberleben auRerst ungiinstig und betragt meist nur wenige
Monate. Eine besondere Subgruppe scheinen Patienten mit ausschlieBlich ZNS-
Metastasen (ohne extrakranielle Metastasen) zu bilden, deren Uberleben deutlich langer
ist als das aller anderen Patienten. Mit Ausnahme von Allgemeinzustand und
Patientenalter lieen sich bisher keine prognostischen klinischen Faktoren flr das
Uberleben definieren. Werden die ZNS-Metastasen zu einem Zeitpunkt erkannt, zu dem
eine gute Therapierbarkeit vorliegt, kann das Uberleben mit optimaler Therapie
(Neurochirurgie und Radiatio) substanziell —verldngert werden (Stichwort
Langzeitiiberlebende). Bisher besteht bei fehlenden neurologischen Symptomen leider
keine Empfehlung fiir eine zerebrale Bildgebung beim mKRK. Hier wére es
winschenswert  bei  Risikopatienten ~ (RAS-Mutation,  Lungen-  und/oder
Knochenmetastasen) Empfehlungen fir ein entsprechendes ZNS-Screening in Leitlinien
aufzunehmen.

Untersucht man Gewebe von Primarius und kolorektalen ZNS-Metastasen, so weisen
diese Uberdurchschnittlich hdufig eine (K)RAS-Mutation auf. Dies erklart
maoglicherweise auch, warum bei diesen Patienten hdaufig Metastasierungsmuster mit
einer hohen Rate an Lungen- und Knochenmetastasen beobachtet werden. Thema der

aktuellen Fachdiskussion bleibt weiterhin die Untersuchung der Frage, welche
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molekularbiologischen Subtypen mit welchen Metastasierungsmustern verbunden sind.
In einer Vergleichsuntersuchung eines KRK-Patientenkollektiv mit ZNS-Metastasen
versus alleiniger Lebermetastasierung konnten wir zeigen, dass die Deregulierung des
Whnt/B-catenin-Signalwegs und eine hochgradige Expression der Krebsstammzellmarker
CD44 und CD133 mit einer Fernmetastasierung in die Leber, aber nicht mit einer
Metastasierung in das ZNS, korrelieren. Somit ist zu vermuten, dass fiir die Ausbildung
von ZNS-Metastasen andere Mechanismen als eine Deregulation des Wnt/f-catenin-
Signalwegs und der Erwerb von Stammzelleigenschaften in den Tumorzellen von
Bedeutung sind. Im Rahmen weiterer Projekte werden wir weitere Gewebeproben von
Primarius, Organmetastase und ZNS-Metastase untersuchen und vergleichen. Im
Aufbau befindet sich zudem ein prospektives ZNS-KRK-Register (GECCCObrain) zur
Akquise von Patientendaten und Tumorproben dieser seltenen Subgruppe von KRK-

Patienten.
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Fur die fruchtbare Zusammenarbeit und die Mitgliedschaft im Fachmentorat danke ich
von Herzen Herrn Professor Dr. med. Thomas Kirchner, dem Direktor des Instituts fur
Pathologie an der LMU Miinchen, ebenso seinen Mitarbeitern Herrn PD Dr. med. Dr.

med.-univ. Jens Neumann und Herrn Prof. Dr. rer. nat. Andreas Jung.

Fr die Unterstiitzung in statistischen Fragestellungen danke ich Herrn Prof. Dr. rer. nat.
Ulrich Mansmann, dem Leiter des Instituts fir Medizinische Informationsverarbeitung,
Biometrie und Epidemiologie (IBE) der LMU, sowie seinen Mitarbeitern Herrn Dr.

Dipl. verw. wiss. Rudiger Laubender und Herrn Dr. med. Alexander Crispin.

Ohne die groRartige Leistung des Tumorregister Mlinchen unter der Leitung von Frau
Prof. Dr. med. Jutta Engel, in dem seit Jahrzehnten Patienten mit Tumorerkrankungen
systematisch registriert und dokumentiert werden, ware die ldentifikation von dem
bisher groRten mKRK-Patientenkollektiv mit ZNS-Metastasen niemals realisierbar
gewesen. In Zusammenarbeit mit den Mitarbeitern Frau Dr. rer. biol. hum. Gabriele

Schubert-Fritschle und Herrn Max Wiedemann konnte dieses Projekt entstehen.

Ebenso mdchte ich den Herren PD Dr. med. Philipp Papprottka, PD Dr. med. Tobias

Jakobs und Prof. Dr. med. Ralf-Thorsten Hoffmann aus dem Institut fir Radiologie,
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sowie aus der Klinik fir Nuklearmedizin Herrn Prof. Dr. med. Peter Bartenstein und
seinen Mitarbeitern Herrn PD Dr. med. Wolfgang Fendler und Herrn Ass.-Prof. PD Dr.

med. Alexander Haug Dank aussprechen.

Der Loehrs-Stiftung danke ich fir die finanzielle Unterstiitzung meiner
Forschungsaktivitaten und der European School of Oncology (ESO) fiur das Auslands-

Stipendium.

Nicht zuletzt mochte ich, stellvertretend fiir die universitdren Zentren und
wissenschaftlich tatigen Institutionen, grofRen Dank richten an alle Studienpatienten und
deren Angeho¢rige, an Studienzentren und Prifarzte, sowie an niedergelassene
kooperierende  Kollegen, ohne deren Engagement und Bereitschaft zur

wissenschaftlichen Mitarbeit neue Erkenntnisse nicht méglich waren.
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Abbildungsverzeichnis

1

10

11

12

13

14

15
16

17

Innovatives Modell zur Bildung von linearen Regressionsgeraden aus den
CEA-Werten zwischen den bildgebenden Untersuchungen

Relative Anderung in % und Steigung der logarithmierten CEA-Werte in
Korrelation zur radiologischen Beurteilung

Zusammenhang zwischen der radiologischen Best Response und dem
prozentualen CEA-ADfall in Bezug zum Baseline-CEA-Wert wéhrend
der palliativen Erstlinienchemotherapie

CEA-Analysen analog des Depth of Response Modell

Maximaler CEA-Abfall unter Therapie in den beiden FIRES3-
Therapiearmen

Langzeit-CEA-Nadir-Werte der beiden FIRE3-Therapiearme

Gesamtiiberleben (OS) in Abhangigkeit von der CEA-response in den
beiden FIRE3-Therapiearmen

Gesamtuberleben unterteilt nach Quartilen des Baseline-CEA-Wertes im
Serum in beiden FIRE3-Therapiearmen

Uberleben nach Baseline-CEA-Wert und Tiefe der CEA-Remission in
den beiden FIRE3-Therapiearmen

Hypothese zur Wahl des effektivsten Therapie-Regimes in Abhé&ngigkeit
vom Baseline-CEA-Wert

Uberlebenszeit-Analysen von KRK-Patienten mit ZNS-Metastasen
Patientenkollektiv TRM)

Uberlebenszeit-Analysen von KRK-Patienten mit ZNS-Metastasen
unterteilt nach dem extrakraniellen Metastasierungsmuster (Lunge,
Leber)

Einteilung von Patienten mit KRK und ZNS-Metastasen nach dem
zeitlichen Auftreten von extra- und intrakraniellen Metastasen

Uberlebenskurven der 6 Patienten-Subgruppen ab Erstdiagnose des KRK
(OS-1), ab der Diagnose der extrakraniellen Fernmetastasierung (OS-2)
und ab dem Zeitpunkt der ZNS-Metastasierung (OS-3)

Biomarker-Expression in Kolonkarzinomen mit ZNS-Metastasen

Korrelation der Expression von nukledrem (-catenin, CD44 und CD133
mit unterschiedlichen Metastasierungsmustern beim mKRK (Leber vs.
ZNS)

Kombination der Expressionsmuster von nukledrem p-catenin, CD44 und
CD133 und Korrelation mit unterschiedlichen Metastasierungsmustern
beim mKRK (Leber vs. ZNS)
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9. Abkirzungsverzeichnis

AJCC American Joint Committee on Cancer
ASCO American Society of Clinical Oncology
AUC Area Under the Curve

BRAF Rapidly growing fibrosarcoma type B
bzw. beziehungsweise

CA19-9 Carbohydrate-Antigen 19-9

CEA Carcinoembryonic Antigen

DCR Disease Control Rate

DpR Depth of Response

ECOG Eastern Co-operative Oncology Group
EGFR Epidermal Growth Factor Receptor
ESMO European Society of Medical Oncology
ETS Early Tumor Shrinkage

HR Hazard Ratio

KRAS Kirsten Rat Sarcoma

KRK Kolorektales Karzinom

In natlrlicher Logarithmus

mKRK Metastasiertes kolorektales Karzinom
MRT Magnetresonanztomografie

MSI Mikrosatelliten-Instabilitét

MSS Mikrosatelliten-Stabilitat

NACB National Academy of Clinical Biochemistry
NRAS Neuroblastoma Rat Sarcoma

OR Odds Ratio

PET-CT Positron-Emissions-Tomografie

PIK3CA Gen (CA) der Phosphoinositid-3-Kinase
RAS Rat Sarcoma

RECIST Response Evaluation Criteria in Solid Tumors
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RFS
ROC
SEER
TNM
TRM
TTP
u.a.
v.a.
VEGF
VS.

ZNS

Recurrence Free Survival

Receiver Operating Characteristic

Surveillance, Epidemiology, and End Results Program
Tumor-Node-Metastasis

Tumorregister Minchen

Time to Progression

unter anderem

vor allem

Vascular endothelial growth factor

Versus

Zentrales Nervensystem
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10. Eidesstattliche Erklarung

Hiermit erklare ich, dass

- die schriftliche Habilitationsleistung selbstandig verfasst wurde und die
Herkunft des verwendeten oder zitierten Materials ordnungsgemaR kenntlich
gemacht wurde

- mir bisher kein akademischer Grad entzogen wurde und kein Verfahren gegen
mich anhéngig ist, welches die Entziehung eines akademisches Grades zur Folge
haben kdnnte

- ich noch kein Habilitationsverfahren im gleichen Fach erfolglos beendet habe.

Minchen, Mai 2017 Dr. med. Marlies Michl
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