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Zusammenfassung

Das kolorektale Karzinom (KRK) stellt die dritthdufigste Tumorerkrankung in
Deutschland dar. Ca. 50% der Patienten entwickeln im weiteren Verlauf dieser
Erkrankung Metastasen. Die 5-Jahres-Uberlebensrate in diesem Fall liegt bei unter 15%.
Dringend werden fur die Wahl der richtigen Behandlung, sowie die Beurteilung des
Therapieansprechens bei metastasiertem KRK (mKRK) neue verlassliche Biomarker
benétigt. In Vorarbeiten zu dieser Dissertation konnte in retrospektiven Studien gezeigt
werden, dass methylierte frei im Blut zirkulierende DNA (mfcDNA) der Gene HPP1 und
HLTF einen prognostischen Marker des KRK darstellt. Nun wurde im Rahmen einer
prospektiven Studie ihr Nutzen als prognostischer, prédiktiver und response-Marker des
mKRK in einem grof3en Patientenkollektiv getestet.

Die untersuchten Proben der 467 Patienten stammten aus der prospektiven,
multizentrischen, randomisierten, dreiarmigen Phase-I11-Studie AIO-KRK-0207. Hier
wurden mKRK-Patienten mit Fluoropyrimidin, Oxaliplatin und Bevacizumab als
Induktionschemotherapie behandelt. Direkt vor Therapiebeginn und vor dem zweiten
Behandlungszyklus wurde je eine Blutprobe entnommen und analysiert (BE1 und BE2).
Die fcDNA wurde aus dem Blutplasma isoliert, mit Bisulfit behandelt und anschlief3end
durch methylierungsspezifische qPCR quantifiziert. Zusétzlich erfolgte die Messung von
carcinoembryonic antigen (CEA). 12 und 24 Wochen nach dem Therapiestart erfolgten
radiologische Staging-Untersuchungen.

Bei 337 der 467 Patienten (72%) liel? sich vor der Behandlung HPP1 nachweisen. Dies
korrelierte mit einem schlechteren Gesamtberleben (OS) (HR=1,86; 95% CI: 1,37 - 2,53).
Nach dem ersten Therapiezyklus kam es bei 167 der 337 pratherapeutisch HPP1-
positiven Patienten zur Reduktion von HPP1 unter die Nachweisgrenze. Patienten mit
negativem HPP1-Status in der BE2 hatten ein signifikant langeres OS im Vergleich zu
Patienten mit weiterhin nachweisbarer HPP1 mfcDNA ([neg,pos/pos] vs. [neg/neg]
HR=2,60; 95% CI: 1,86 - 3,64; [pos/neg] vs. [neg/neg] HR=1,41; 95% CI: 1,00 - 2,01).
Die ROC-Analyse zeigte, dass HPP1 mfcDNA in der BE2 eine friihe VVorhersage des
Ansprechens (und Nichtansprechens) auf die Therapie ermdglichte (AUC=0,77 fur 12-
und 0,71 fur 24-Wo.-Staging). HLTF mfcDNA wurde in einer Subgruppe von 143
Patienten bestimmt und stellte in der BE2 neben HPP1 mfcDNA einen unabh&ngigen
Prognosefaktor des OS dar ( HR=1,97; 95% CI: 1,07 - 3,65).

Die Detektion von methylierter HPP1 fcDNA kann als ein prognostischer sowie friiher
Therapie-Response-Marker in der Kombinationschemotherapie mit Bevacizumab bei
MKRK fungieren. Dies ist bereits nach 2 - 3 Wochen nach Therapiebeginn und somit
deutlich vor dem radiologischem Staging (12. bzw. 24. Woche) moglich.
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1  Einleitung

1.1 Das kolorektale Karzinom

Das kolorektale Karzinom (KRK) stellt die dritthdufigste Tumorerkrankung in
Deutschland dar. Die Inzidenz nimmt mit dem Alter des Patienten stetig zu, das mittlere
Erkrankungsalter betragt 72 Jahre bei Méannern und 75 Jahre bei Frauen, wobei ca. 90%
der Erkrankten dlter sind als 55 Jahre. In Anbetracht der immer &lter werdenden
Gesellschaft steigen somit die Anforderungen an das Gesundheitswesen des Landes. Laut
der Prognose des Robert-Koch-Instituts werden im Jahr 2016 hier Uber 60.000
Neuerkrankungen diagnostiziert. Das macht im Schnitt Gber 150 neu gestellte Diagnosen
taglich, wobei konsequenterweise jeder von diesen Patienten einer weiteren intensiven
Diagnostik, Therapie und gegebenenfalls auch einer jahrelangen Nachsorge bedarf. Mehr
als 25.000 Menschen versterben jahrlich in der Bundesrepublik an den Folgen der
Erkrankung [Robert-Koch-Institut, 2015]. Dies macht das kolorektale Karzinom zu einer
der groRen medizinischen, 6konomischen und gesellschaftlichen Herausforderungen

unserer Zeit.

Die Uberlebenswahrscheinlichkeit von KRK-Patienten hangt von dem Stadium der
Erkrankung ab. Die 5-Jahres-Uberlebensrate betragt im Frithstadium I bis zu 90% und im
lokal fortgeschrittenen Stadium Il und 111 bis zu 70%. Etwa 40% der Erkrankten werden
im Fruhstadium und 20-25% bereits im metastasierten Stadium diagnostiziert. Insgesamt
ca. 50% aller Patienten entwickeln im Verlauf Metastasen. Die 5-Jahres-Uberlebensrate
des metastasierten KRK (mMKRK) konnte in den letzten Jahrzehnten im Vergleich zu den
70-er Jahren des letzten Jahrhunderts zwar mehr als verdoppelt werden, bleibt aber
weiterhin sehr niedrig und liegt unter 15% [Siegel et al., 2014, Van Cutsem et al., 2014].
Zwei Schlussfolgerungen konnen aus diesen Daten gezogen werden: Erstens, die
Diagnose eines KRK sollte mdglichst friih erfolgen, da dadurch die Prognose der

Patienten drastisch verbessert werden kann. Zweitens, die Therapie vor allem des
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metastasierten Stadiums bedarf dringend einer weiteren Erforschung und Optimierung.
Biomarker konnten einen entscheidenden Beitrag zum Erreichen dieser beiden Ziele
leisten, da sie sowohl in der Diagnostik, als auch in der Prédiktion und Beurteilung des
Therapieansprechens ihren Einsatz finden kénnten. Der aktuelle Stand, die Anwendung
und der Nutzen von Biomarkern des KRK werden hier im Folgenden beleuchtet. Zunachst
muss jedoch der molekulargenetische Hintergrund der Karzinogenese kurz erldutert
werden, weil die Biomarker auf Basis von genetischen und epigenetischen Faktoren, wie

Genmutationen oder DNA-Methylierung zunehmend an Bedeutung gewinnen.

In der Regel entwickelt sich der Darmkrebs Uber gutartige Vorstufen, die Adenome. Die
Akkumulation genetischer Verdnderungen, die Jahre bis Jahrzehnte in Anspruch nimmt,
ist hierfur notwendig. Dieses Modell nennt man Adenom-Karzinom-Sequenz nach
Fearon und Vogelstein [Fearon and Vogelstein, 1990]. In ca. 70% der Félle folgt die
Entwicklung des KRK dem Weg der chromosomalen Instabilitat (CIN). Die Anzahl und
die Reihenfolge der Mutationen kénnen hier variieren. Man geht davon aus, dass das APC
(adenomatous polyposis coli) Gen bereits sehr frith durch eine Mutation inaktiviert wird,
deshalb wird es auch als Gatekeeper bezeichnet. Danach folgen hdufig aktivierende
Mutationen der Protoonkogene KRAS und BRAF, die im EGFR (epidermal growth
factor receptor) -Signalweg eine wichtige Rolle spielen, gefolgt von Inaktivierung von
DCC (deleted in colorectal cancer) und dem Tumorsupressorgen p53 [Fearon and
Vogelstein, 1990, Kinzler and VVogelstein, 1996]. Die anderen Falle folgen tiberwiegend
dem Weg der Mikrosatelliteninstabilitat (MSI). Hierbei kommt es zur Inaktivierung von
DNA-Reparaturgenen, die zu einer Vielfalt nicht reparierter DNA-Verénderungen fuhrt.
MSI fungiert hier als Zeichen dieser Mutation und kann als Biomarker verwendet werden
(s.u.). Als Gegensatz wird der Terminus ,,MSS* — Mikrosatellitenstabilitat verwendet.
Die restlichen Félle folgen dem dritten, seltenerem Weg - CpG island methylator
phenotype (CIMP). DNA-Methylierung ist eine epigenetische Verénderung, die in die
Steuerung der Genaktivitat eingreift und somit unter anderem in der Karzinogenese eine

Rolle spielt (s.u.) [Nazemalhosseini Mojarad et al., 2013].
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Die im Prozess der Karzinogenese entstandenen genetischen und epigenetischen
Veranderungen spielen zum einen selbst eine entscheidende Rolle in der malignen
Entartung der Zelle, zum anderen kann ihre Detektion als Hinweis auf diesen Prozess
fungieren und somit wichtige Informationen liefern. Solche Verédnderungen koénnen in
Form von Biomarkern erfasst werden. Ihre wichtigsten Vertreter des KRK werden nun

systematisch vorgestellt.

1.2 Tumormarker des KRK

1.2.1 Definition

Es existiert eine stetig wachsende heterogene Gruppe biologischer Molekiile, die im
Gewebe, Blut oder anderen Korperflissigkeiten nachgewiesen und zu diagnostischen
Zwecken verwendet werden. Diese werden im Allgemeinen als Biomarker oder in
Verbindung bei Tumorerkrankungen als Tumormarker bezeichnet. Man verwendet

hierbei je nach Zweck folgende Zusatzbezeichnungen:

= Diagnostische Marker dienen der Risikostratifizierung und Friiherkennung

» Prognostische Marker ermdglichen die Einschatzung von Prognosen und
beurteilen die Progression der Erkrankung

= Pradiktive Marker treffen eine Vorhersage bezlglich des Therapieansprechens

= Response-Marker beurteilen das Therapieansprechen im Behandlungsverlauf

= Surveillance-Marker erlauben das Monitoring des Erkrankungsrezidivs

1.2.2 Gewebsbasierte Tumormarker

1.2.2.1 Mikrosatelliteninstabilitat (MSI)

Mikrosatelliten sind repetitive nichtkodierende DNA-Sequenzen, die typischerweise aus
1 — 6 sich etwa 10 — 60 -mal wiederholenden Basenpaaren bestehen. Kommt es in einem

solchen Segment zu einer Spontanmutation mit daraus folgender Basenfehlpaarung
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zwischen den komplementaren DNA-Strangen (engl. mismatch), so kann dies aufgrund
des repetitiven Charakters der Mikrosatelliten-DNA zu einem Verrutschen eines der
beiden DNA-Strange wéhrend eines Replikationsvorganges fiihren (engl. slippage). Im
gesunden Gewebe wird dies dadurch vermieden, dass die Basenfehlpaarung durch den
Mismatch-Reparaturmechanismus erkannt und repariert wird. Kommt es zum
Funktionsverlust der Mismatch-Reparatur-Gene (MLH1, MSH2, MSH6 und PMS2),
fuhrt slippage zur Bildung einer zufallig langen DNA-Schlaufe. Diese wird in der Regel
herausgeschnitten und geht dabei verloren. Auf diese Weise entsteht eine willkirliche
Vielfalt der Mikrosatellitenlangen, genannt auch Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) [Lin et
al., 2015]. Als Gegensatz dazu verwendet man den Begriff Mikrosatellitenstabilitat
(MSS). MSI kann als das typische Kennzeichen des hereditaren nichtpolypdsen
kolorektalen Karzinoms (HNPCC, Lynch-Syndrom) in etwa 90% der damit assoziierten
Tumore nachgewiesen werden und stellt einen diagnostischen Marker dieser Erkrankung
dar. Im sporadischen KRK sind etwa 15% aller Tumore MSI positiv, wobei in den
meisten Fallen die Inaktivierung des Gens MLH1 durch Methylierung des Genpromoters
dafiir verantwortlich ist [Hampel et al., 2005]. Es konnte zudem gezeigt werden, dass die
MSI-positiven Tumore eine 100 - bis 1000-fach héhere Mutationsrate aufweisen, als die
MSI — negativen Tumore [Lin et al., 2015].

Es entsteht immer stirkere Evidenz beziiglich der prognostischen und der pradiktiven
Rolle der MSI bei KRK. Eine grol’e Metaanalyse mit insgesamt tber 7600 Patienten
zeigte die Assoziation der Mikrosatelliteninstabilitit mit einem langeren
Gesamtiiberleben [Popat et al., 2005]. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass MSI mit
einer niedrigeren Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten von Metastasen einhergeht [Gryfe
et al., 2000]. Allerdings gibt es auch Hinweise fiir einen negativen Einfluss auf den
Krankheitsverlauf: So besteht der Verdacht, dass MSI auf eine erhohte
Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten der metachronen kolorektalen Karzinome deuten
konnte [Shitoh et al., 2002]. Aktuell ist der MSI-Nachweis noch nicht als prognostischer
Marker in die klinische Routine integriert. Bei der Therapie des KRK scheint MSI einen
pradiktiven Wert bezliglich des Chemotherapeutikums 5-FU (5-Fluorouracil) zu besitzen.

Einigen Studien zufolge sprechen die Patienten mit MSS-KRK stérker auf die Therapie
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mit diesem Medikament an als die mit MSI-KRK [Jover et al., 2009, Guastadisegni et al.,
2010]. 5-FU ist ein Bestandteil mehrerer Therapieprotokolle, wie zum Beispiel FOLFOX
oder FOLFIRI. Aktuell ist die prédiktive Rolle des MSI fiir die Kombinationstherapie

nicht genau belegt und muss weiter untersucht werden [Neumann et al., 2015].

1.2.2.2 KRAS-Mutationsstatus

Das Gen KRAS (V-Ki-ras2, Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) kodiert das
gleichnamige G-Protein (GTPase), welches fir die Wachstumssignalweiterleitung von
dem EGF-Rezeptor (EGFR, epidermal growth factor receptor) zustandig ist. EGFR ist
ein Transmembranrezeptor mit intrinsischer Tyrosinkinase-Aktivitét, der beim Menschen
in allen Zellarten vorkommt und bei seiner Aktivierung von auf3en eine Stimulation des
Zellwachstums bewirkt. Mutationen des KRAS-Gens konnen trotz Abwesenheit der
auslosenden Wachstumsfaktoren zu einer Daueraktivierung des Signalweges fuhren und
auf diese Weise zur malignen Entartung der Zelle beitragen [Jancik et al., 2010]. Neuere
Antikorper-basierte  Medikamente, wie die EGFR-Inhibitoren Cetuximab und
Panitumumab setzen genau an dem beschriebenen Signalweg an, wobei es im Falle einer
rezeptorunabhangigen,  stromabwarts  liegenden  Daueraktivierung zu  einer
Wirkminderung dieser Wirkstoffe zu kommen scheint. Dies konnte durch multiple
Studien bestatigt werden: Die KRK-Patienten mit KRAS-Wildtyp (physiologische
Variante im Gesunden) profitierten deutlich von der Behandlung sowohl mit Cetuximab,
als auch mit Panitumumab, wahrend deren Einsatz bei den Tumoren mit Mutation im
Exon 2 des KRAS-Gens zu keiner Verbesserung des Patientenuberlebens fiihrte [Amado
etal., 2008, Karapetis et al., 2008]. Spéater konnte nachgewiesen werden, dass auch andere
Mutationen im KRAS-Gen (Exone 3 und 4) diese pradiktiven Eigenschaften besitzen.
Aus diesem Grund wurden die beiden Medikamente von der europdischen
Zulassungsbehérde (EMA - European Medicines Agency) nur fur die Anwendung bei
KRK-Patienten mit KRAS-Wildtyp zugelassen. Mutationen im KRAS-Protoonkogen
finden sich bei etwa 45% aller KRK. Somit stellt der KRAS-Mutationsstatus einen
pradiktiven Biomarker fir die Therapie des KRK dar [Stintzing, 2014, Neumann et al.,
2015].
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1.2.2.3 BRAF

Die Serin/Threonin-Proteinkinase BRAF stellt eines der wichtigsten Effektorproteine von
KRAS dar und wird durch dieses Uber eine Phosphorylierung aktiviert. Dies fuhrt
wiederum zur Zelldifferenzierung und Stimulation des Zellwachstums [Fukushima and
Takenoshita, 2005]. Mutationen im BRAF-Gen konnen in ca. 15 % der KRK
nachgewiesen werden, wobei es sich bei Uber 95% um die aktivierende V600E-Mutation
handelt (Aminoséure Valin (V) an Position 600 wird in Glutaminséure (E) umgewandelt)
[De Roock et al., 2011]. Obwohl es zunéchst vermutet wurde, dass es ahnlich wie der
KRAS-Mutationsstatus eine pradiktive Funktion in der Therapie des KRK spielen konnte,
ist dies aktuell noch nicht vollstandig geklart. Es scheint, dass der BRAF-Mutationsstatus
eher einen prognostischen, als einen pradiktiven Marker darstellt [De Stefano and
Carlomagno, 2014, Neumann et al., 2015]. In mehreren Studien konnte gezeigt werden,
dass die Mutation des BRAF-Gens mit einer negativen Prognose einhergeht. Aber im
Gegensatz zum BRAF-Wildtyp war diese von keiner pradiktiven Relevanz fiur die
Therapie mit Cetuximab und Panitumumab [Bokemeyer et al., 2012, Douillard et al.,
2013].

1.2.2.4 CIMP (CpG island Methylator Phenotype)

Als CIMP-positiv werden solche kolorektalen Tumore bezeichnet, die eine hohe
Frequenz methylierter Gene aufweisen. CIMP steht fir CpG island Methylator
Phenotype. Es scheint ein wichtiges Ereignis der Tumorgenese zu sein, da es Uber die
Methylierung des Genpromoters zu einer Inaktivierung von Tumorsupressorgenen fihrt
[Toyota and Issa, 1999]. Insgesamt ist der positive CIMP-Status h&ufiger mit schlechter
Differenzierung, fortgeschrittenem Stadium, Lage im proximalen Kolon und weiblichem
Geschlecht assoziiert. Genetisch gesehen geht er mit MSI, BRAF-Mutation und seltenerer
mit Mutation des Gens p53 einher [van Rijnsoever et al., 2002, Issa, 2008, Gonzalez-Pons
and Cruz-Correa, 2015]. Beztiglich der prognostischen und der pradiktiven Aussagen des
CIMP besteht eine widerspriichliche Datenlage, die mdglicherweise auch durch das
Fehlen der standardisierten CIMP definierenden Marker mitverursacht sein konnte. In

Anbetracht der Tendenz zu einer individuelleren chemotherapeutischen Behandlung von
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KRK koénnte dieser Marker dennoch in Zukunft eine Rolle spielen. Jedoch bedarf es
weiterer Untersuchungen auf diesem Gebiet [Nazemalhosseini Mojarad et al., 2013,
Gonzalez-Pons and Cruz-Correa, 2015].

1.2.3 Tumormarker im Blut

Der Nachweis von Biomarkern im Blut stellt eine minimalinvasive, diagnostische
Methode dar, mit der man sich unter anderem Uber frei zirkulierende DNA oder frei
zirkulierenden Zellen auf die genetische Information des Tumors zugreifen kann. Diese
Diagnosemethode ist im Vergleich zu einer Biopsie mit so gut wie Keinen
Nebenwirkungen oder Risiken fur den Patienten verbunden. Die Blutentnahme kann
routinemanig in einem ambulanten Setting praktisch beliebig haufig durchgefiihrt werden
und die entnommenen Proben kdnnen in ein spezialisiertes Zentrum fur die weiteren
Analysen verschickt werden. Hingegen erfordern gewebsbasierte Tumormarker eine
Biopsieentnahme, die mit gewissen Einschrénkungen einhergeht: Dazu zahlen zum einen
das Komplikationsrisiko fiir Verletzungen von lebenswichtigen Strukturen bei
komplexen anatomischen Verhéltnissen und die Infektionsgefahr, zum anderen die
Limitationen des Verfahrens bei mikroskopischen nicht punktierbaren Tumorresten nach
Therapie, bei multiplen Tumorlokalisationen, sowie bei Tumorheterogenitat innerhalb
eines Herdes. All diese Einschrankungen gelten nicht fiir blutbasierte Tumormarker
[Schlange and Pantel, 2016]. Dies macht diese Methode zu einer Informationsquelle mit

groRem Potential.

Eine Auswahl der wichtigsten blutbasierten Biomarker des KRK wird in den folgenden
Kapiteln vorgestellt.

1.2.3.1 CEA

Bei CEA (carcinoembryonic antigen) handelt es sich um ein komplexes Glykoprotein mit
einem Molekulargewicht von 180 - 200 kDa [Duffy, 2001]. Durch einen GPI-Anker ist
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es in der Zellmembran befestigt und beteiligt sich unter anderem an der Zelladhésion
[Beauchemin and Arabzadeh, 2013]. Es gehort zur CEA-Genfamilie mit 29 Genen,
welche wiederum der Immunglobulin-Superfamilie zugeschrieben wird [Duffy, 2001].

CEA wurde erstmals 1965 von Gold und Freedman beschrieben. Urspriinglich konnte es
im fetalen Kolon und in Kolonadenokarzinomen, aber nicht im gesunden Kolongewebe
des Erwachsenen nachgewiesen werden. Daher stammt auch seine Bezeichnung
,carcinoembryonic* [Gold and Freedman, 1965]. Spater konnte jedoch gezeigt werden,
dass es auch im gesunden Gewebe gefunden werden kann, obgleich durchschnittlich in
um den Faktor 60 niedrigeren Konzentrationen [Boucher et al., 1989]. Als nachster
wichtiger Schritt in der Etablierung des CEA als Tumormarker gilt sein Nachweis im
Serum. So berichtete Thomson et al. als einer der ersten tber die erhdhte Konzentration
von CEA im Serum der an kolorektalem Karzinom erkrankten Patienten und komplett
fehlende Erhéhung des Markers bei Gesunden [Thomson et al., 1969].

Heutzutage, Gber 50 Jahre nach seiner Entdeckung, bleibt CEA nach wie vor der am
meisten eingesetzte Tumormarker im Therapiemonitoring des kolorektalen Karzinoms.
Es ist aktuell der einzige Tumormarker, dessen Verwendung von der European Group of
Tumor Markers (EGTM) beim kolorektalen Karzinom empfohlen wird. Insbesondere gilt
hierbei die Empfehlung fiir die postoperative Uberwachung nach Kkurativer Resektion,
aber auch, mit niedrigerer Evidenz, fiir Therapiemonitoring und Prognoseabschéatzung
[Duffy et al., 2014]. Eine &hnliche Empfehlung wird durch die deutsche S3-Leitlinie
,Kolorektales  Karzinom“ vom  Leitlinienprogramm  Onkologie  (Deutsche
Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF) ausgesprochen, wobei wiederum
insbesondere seine Rolle fur die Tumornachsorge betont wird [Leitlinienprogramm-
Onkologie, 2014]. In Ubereinstimmung stehen damit auch die Leitlinien von
Organisationen wie der American Society of Clinical Oncology (ASCO), der National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) und der European Society for Medical
Oncology (ESMO) [Lech et al., 2016].



Einleitung 17

Im Rahmen dieser Dissertation wurde der etablierte Tumormarker CEA bei allen
Patientenproben mitbestimmt um einen Vergleich mit den hier vorgestellten Biomarkern
HLTF und HPP1 zu ermdglichen.

1.2.3.2 Weitere proteinbasierte Biomarker

Ein weiterer bekannter Tumormarker ist Cancer Antigen 19-9 (CA 19-9). Es handelt sich
wie bei CEA um ein Glykoprotein. Seine Rolle in der Diagnostik des KRK wird noch
diskutiert, allerdings besteht weitgehender Konsens, dass es dem CEA unterlegen ist
[Carpelan-Holmstrom et al., 2004, Nicolini et al., 2010, Lumachi et al., 2012]. Dennoch
ist CA 19-9 im Blut ein prognostischer Marker des KRK, wobei die Erh6hung mit einem
schlechten Patienten-Outcome assoziiert ist [Lech et al., 2016].

Es existiert eine Reihe weiterer proteinbasierter (Cancer-)Antigene wie CA 195, CA 50,
CA 72-4, CA 242, sowie CYFRA 21-1 (Cytokeratinfragment 21-1), die alle dem CEA
unterlegen sind [Lech et al., 2016]. Es konnte allerdings gezeigt werden, dass eine
gleichzeitige Analyse der Biomarker CEA, CA 19-9, CA 72-4, CA 242, CYFRA 21-1im
Blut eine etwas verbesserte diagnostische Treffsicherheit bei der Detektion des KRK mit
sich bringt, als CEA allein [Lumachi et al., 2012].

Des Weiteren zeigte TIMP-1 (tissue inhibitor of matrix metalloproteinase)
vielversprechende Ergebnisse fur die KRK-Detektion, er wies eine Sensitivitat von
42-65% und eine Spezifitdt von 95% auf. Sein Stellenwert als Tumormarker muss jedoch
noch in gréReren prospektiven Studien geklart werden [Holten-Andersen et al., 2002,

Gonzalez-Pons and Cruz-Correa, 2015].

1.2.3.3 Frei im Blut zirkulierende DNA (fcDNA)

Die im Blutplasma oder -Serum nachweisbare DNA entsteht (berwiegend beim
Zelluntergang — der Apoptose und der Nekrose. Daruber hinaus gibt es auch Hinweise
auf eine aktive DNA-Freisetzung aus lebenden Zellen [Jahr et al., 2001]. Der Nachweis
von frei zirkulierender DNA ist nicht spezifisch fur eine maligne Erkrankung, auch bei

entzindlichen oder autoimmunen Vorgangen konnen erhdhte Werte gemessen werden
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[Swaminathan and Butt, 2006]. Fur das kolorektale Karzinom konnte gezeigt werden,
dass erkrankte Patienten eine erh6hte Konzentration von Plasma-DNA im Vergleich zu
Gesunden aufwiesen, wobei diese nach Resektion des Tumors signifikant sank und im
Falle eines Krankheitsrezidivs wieder anstieg [Frattini et al., 2006]. Doch nicht nur der
blof3e Nachweis der DNA im Blut, sondern auch die darin kodierte Information sind von
besonderem Interesse — es existiert ein ganzes Spektrum an Analysen, die sich damit
beschaftigen. So kann zum Beispiel die DNA-Integritat getestet werden, indem man die
Langen der fcDNA-Fragmente untersucht. Man vermutet, dass bei malignen Prozessen
insgesamt langere Sequenzen entstehen, die starker in ihrer Lange variieren. Die Marker
der oben beschriebenen Mikrosatelliteninstabilitdt konnen ebenso in der fcDNA
nachgewiesen werden. Daruber hinaus lassen sich Punktmutationen bestimmter Gene
detektieren, wobei hier der KRAS-Mutationsstatus aufgrund seines pradiktiven Wertes
hinsichtlich der Therapieansprechen einen besonderen Stellenwert einnehmen kdnnte
[Yorlker et al., 2016].

Ein weiterer interessanter Aspekt in der fcDNA-Analyse ist der Nachweis epigenetischer
Verénderungen, wie zum Beispiel der Hypermethylierung. Es gibt eine ganze Reihe von
Genen, deren Methylierungsstatus im Blut untersucht werden kann, wie hMLH1 [Leung
et al., 2005], ALX4 [Tanzer et al., 2010], SEPT9 [deVos et al., 2009], NEUROG1 [Herbst
et al., 2011], HLTF oder HPP1 [Herbst and Kolligs, 2012]. Fir den Biomarker SEPT9
gibt es bereits ein kommerziell erhéltliches Kit zum Nachweis von methylierter DNA
dieses Genes (Epigenomics AG, Berlin). In den Vorarbeiten zu dieser Dissertation
ergaben sich HPP1 und HLTF mfcDNA als prognostisch relevant und konnten bei
Patienten im UICC IV Stadium am h&ufigsten nachgewiesen werden. [Wallner et al.,
2006, Herbst et al., 2009, Philipp et al., 2012, Philipp et al., 2014]. Diese zwei Marker

werden nun ausfuhrlich dargestellt.

1.2.4 HPP1

HPP1 (hyperplastic polyposis 1) wird auch als TMEFF2 (transmembrane protein with

EGF-like and two follistatin-like domains 2) oder TPEF (transmembrane protein
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containing epidermal growth factor and follistatin domain) bezeichnet. Die Expression
dieses Gens kann regelhaft in gesunder Kolonmukosa nachgewiesen werden [Young et
al., 2001]. Seine exakte Funktion ist bis jetzt nicht geklart, es konnte jedoch gezeigt
werden, dass es Uber die Aktivierung des STAT1 mitunter die Rolle eines
Tumorsupressors spielt [Elahi et al., 2008]. STATL ist Teil des Janus-Kinase/Stat1-
Signalwegs und hat eine komplexe Funktion in der Tumorgenese: Einerseits besteht die
Assoziation mit einer besseren Prognose bei seiner Expression in Zellen mancher
Tumorarten, wie zum Beispiel dem kolorektalen, dem hepatozelluldren und dem
Osophagealen Karzinom. Andererseits ist bei einer hohen Expression die

Prognoseverschlechterung beim Mammakarzinom beschrieben [Meissl et al., 2015].

Bei HPP1-Knock-Out-Mé&usen konnte kein h&ufigeres Auftreten von Tumoren
beobachtet werden [Chen et al.,, 2012]. Es konnte gezeigt werden, dass die
Hypermethylierung des Gens mit einer Verminderung der Expression einhergeht [Shibata
et al., 2002]. Diese konnte wiederum sowohl in kolorektalen [Young et al., 2001, Ebert
et al.,, 2005], als auch bei Magen-, Lungen- und Blasen-Karzinomen gehauft
nachgewiesen werden [Hellwinkel et al., 2008, Ivanauskas et al., 2008, Lee et al., 2012].
Insgesamt kann somit angenommen werden, dass sich das Gen HPP1 (ber seinen
Methylierungsstatus im Prozess der Karzinogenese indirekt beteiligen oder im Rahmen

dieser einen Indikator der malignen Entartung darstellen konnte.

In Vorarbeiten zu dieser Dissertation konnte bereits gezeigt werden, dass der Nachweis
hypermethylierter frei zirkulierender DNA des Gens HPP1 im Blut einen prognostischen
Faktor flr Patienten mit kolorektalen Karzinomen darstellt [Wallner et al., 2006, Philipp
et al., 2012, Philipp et al., 2014]. In dieser Arbeit wird die prognostische und die
pradiktive Rolle der HPP1 mfcDNA in einem groRen Kollektiv von mKRK-Patienten in
einem prospektiven Therapiesetting getestet, wobei hier zusétzlich auch die Verédnderung

dieses Markers im Therapieverlauf beurteilt wird.
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1.25 HLTF

HLTF (Helicase-like transcription factor) stellt ein humanes Homolog von Rad5 von
Saccharomyces cerevisiae dar und gehort zur SWI/SNF-Familie (switch/sucrose
nonfermentable) der Chromatin-Remodeling-Faktoren. Das Gen ist 56.4 kb lang und
befindet sich auf dem Chromosom 3qg25.1-926.1 [Debauve et al., 2008]. Das Protein
HLTF zeigt eine ATP-abhéangige, doppelstrangige DNA-Translokase-Aktivitat. Kommt
es wahrend der Replikation zu Blockierung der Replikationsgabel, was aufgrund einer
Lasion des Elternstranges auf der Leitstrangseite passieren kann, kann das Protein HLTF
die Gabelbildung wieder riickgédngig machen. Dann wird die notwendige Sequenz der
beschadigten Eltern-DNA aus dem bereits synthetisierten Strang der komplementéren
Seite abgelesen und kopiert. Sobald die beschadigte Sequenz auf diese elegante Weise
»ubersprungen® werden konnte, kommt es zur erneuten Replikationsgabelbildung und die
DNA-Replikation kann wieder fortschreiten [Blastyak et al., 2010]. Darlber hinaus
fungiert HLTF als Ubiquitin-Ligase und beteiligt sich an der Polyubiquitinierung von
PCNA (proliferating cell nuclear antigen), einem essentiellen Bestandteil des
Replikationsvorganges, und spielt somit eine Rolle fur die DNA-Schadenstoleranz der
Zelle [Motegi et al., 2008, Unk et al., 2008, Krijger et al., 2011]. Ferner, basierend auf
die F&higkeit des Proteins spezifisch DNA zu binden, fungiert HLTF speziestbergreifend
als Transkriptionsfaktor fiir eine ganze Reihe diverser Produkte [Dhont et al., 2015].

Es wird angenommen, dass HLTF der Entstehung von fehlerhaften DNA-Kopien und
somit auch der Muto- und Kanzerogene entgegenwirkt und deshalb potentiell die Rolle
eines Tumorsupressors spielen konnte. Ahnlich wie bei HPP1 fiihrt die Methylierung
des Genpromoters von HLTF zum loss-of-function-Zustand, was die Zellentartung
begunstigen kann [Moinova et al., 2002]. Die Hypermethylierung des Gens konnte
sowohl bei kolorektalem [Moinova et al., 2002, Bai et al., 2004, Kim et al., 2006], als
auch bei Magen-, Osophagus-, Lungen- und anderen Karzinomen detektiert werden [Hibi
et al., 2003, Castro et al., 2010, Guo et al., 2011].

In Vorarbeiten zu dieser Dissertation konnte frei zirkulierende hypermethylierte HLTF

DNA im Blut von Patienten mit kolorektalem Karzinomen nachgewiesen und als
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prognostischer Faktor [Wallner et al., 2006, Philipp et al., 2012, Philipp et al., 2014] und
Préadiktor fur das Krankheitsrezidiv beschrieben werden [Herbst et al., 2009]. In dieser
Arbeit wird die prognostische und die pradiktive Rolle der HLTF mfcDNA in einem
groen Kollektiv von mKRK-Patienten, die mit einer Kombinationschemotherapie
behandelt werden, getestet. Auch die Veranderung dieses Markers im Therapieverlauf

soll beurteilt werden.

1.2.6 Einsatz in der Klinik

An dieser Stelle muss nun zunéchst die UICC-TNM-KIlassifikation erwédhnt werden, auch
wenn diese nicht zu den Tumormarkern gehort. Sie bildet die Basis fir die
Therapieentscheidung beim KRK und ist in der Klinik unentbehrlich. Diese Einteilung
klassifiziert die Erkrankung hinsichtlich der Ausdehnung (GroRe, Infiltrationstiefe) des
Primartumors (Tis-T4), des Lymphknotenbefalls (NO-N2) und des Vorhandenseins von
Metastasen (M0-M1). Aus dieser Einteilung wird das UICC-Stadium ermittelt, welches
flir das therapeutische Vorgehen und die Abschatzung der Prognose herangezogen wird
(UICC - Union internationale contre le cancer). Die im Rahmen dieser Doktorarbeit
untersuchten Patienten befanden sich alle im Stadium UICC 1V — bei allen waren bereits

Fernmetastasen nachweisbar (M1).

Erganzend zur TNM-Klassifikation werden lediglich CEA und CA 19-9 als
diagnostische, prognostische und Surveillance-Marker in der klinischen Routine
eingesetzt. Als pradiktiver Marker findet der RAS-Mutationsstatus Verwendung. Der
Vorhersagewert dieser Marker ist jedoch eingeschrankt. Dies unterstreicht die

Notwendigkeit, in diesem Bereich weitere Biomarker zu erforschen und zu etablieren.
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2  Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Das kolorektale Karzinom ist mit hoher Morbiditat und Mortalitat assoziiert. Vor allem
Im metastasierten Stadium geht es mit einer ausgesprochen schlechten Prognose einher.
Die Entwicklung neuerer Chemotherapeutika mit diversen molekularen Angriffspunkten
flhrt zur Notwendigkeit der Therapiepersonalisierung. Jeder Tumor soll idealerweise an
den Zellstrukturen oder tber die biochemischen VVorgénge so spezifisch und effektiv wie
moglich bekdmpft werden. Die Biomarker kdnnten in Zukunft bei der Wahl sowie der
Entwicklung von Therapiestrategien eine sehr wichtige Rolle spielen. Hier bietet sich
unter anderem der Einsatz von blutbasierten Markern an, die eine minimalinvasive
Methode zur Gewinnung von aus dem Tumor stammenden Biomolekilen darstellt.
Obwohl seit seiner Entdeckung bereits Gber 50 Jahren vergangen sind, fand bisher nur

CEA - als einziger blutbasierter etablierter Biomarker - Einzug in die klinische Routine.

In Vorarbeiten zu dieser Dissertation hatten sich HLTF und HPP1 mfcDNA als
unabhéngige prognostische Tumormarker des KRK erwiesen. Die Untersuchungen waren
an kleineren Kollektiven, die alle Tumorstadien (UICC I bis 1V) abdeckten, durchgefihrt
worden. Nun sollten diese beiden Tumormarker an einem groRen Kollektiv bestehend aus
467 Patienten im UICC-Stadium IV in einer prospektiven Studie getestet werden.
Bestimmt wurden die Werte vor Therapiebeginn, sowie vor dem zweiten Therapiezyklus
(2—3 Waochen nach Therapiebeginn). Damit konnten sowohl die Ausgangswerte als auch
die Veranderung der Marker im Therapieverlauf auf eine Aussage beziiglich Prognose
und  Therapieansprechen bzw. Nichtansprechen beurteilt werden. Zur besseren
Einordnung der HLTF - und HPP1 - Ergebnisse wurde in diesem Kollektiv aulRerdem
CEA untersucht.

Somit erfolgte eine Evaluation von HLTF und HPP1 mfcDNA, sowie deren Veranderung

im Therapieverlauf als Marker der Prognose, der Pradiktion und der Response.
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3  Material und Methoden

3.1 Patientenkollektiv

Den Ausgangspunkt dieser Dissertation bildet die klinische Studie AIO-KRK-0207. Es
handelt sich hierbei um eine multizentrische, randomisierte, dreiarmige Phase-I11-Studie
zur Behandlung des kolorektalen Karzinoms im fortgeschrittenen Stadium UICC IV. Im
Rahmen der Studie unterliefen die Patienten einer Induktionschemotherapie bestehend
aus Fluoropyrimidin, Oxaliplatin und Bevacizumab nach den Protokollen FOLFOX und
XELOX. Anschlielend wurden die Patienten je nach Erkrankungsverlauf in mehrere
Therapiearme randomisiert, um unterschiedliche Behandlungskonzepte zu vergleichen.
(Naheres zum Studiendesign, wie Einschlusskriterien, genaue Chemotherapieschemata,
etc., siehe [Hegewisch-Becker et al., 2015], sowie
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/record/ /NCT00973609, Stand 01/2018). Fur diese
Dissertation ist der erste Teil der Studie, die Induktionstherapie, ausschlaggebend. Aus
diesem Abschnitt stammen alle Patientenproben und Untersuchungsergebnisse (eine
Ubersicht ist in den Abbildungen 3.1 und 3.2 dargestellt).

Blutentnahmen: Radiologische Stagings:
BEl BE2 I. II.
ﬁ>ﬁ>ﬁ>ﬁ>ﬁ>ﬁ>
24
Zeit in Wochen |

Abbildung 3.1: Zeitlicher Ablauf der Induktionstherapie und der relevanten

Untersuchungen
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825 Pat. bekamen die Induktionstherapie

358 Pat. ausgeschlossen, da
BE1 und/oder BE2 fehlten

A\ 4

467 Pat. in die Studie eingeschlossen
143 davon zunéachst als Testkollektiv

155 Pat. nicht randomisiert:
79 progressive disease
21 Resektion
15 Toxizitét
11 unerwiinschtes Ereignis
17 Wunsch des Patienten
12 Entscheidung des Priifarztes

\4

A
312 Pat. randomisiert

Y A 4

101 Pat.: Fluoropyrimidin 102 Pat.: Bevacizumab 109 Pat.: keine
und Bevacizumab als Monotherapie Erhaltungstherapie

Abbildung 3.2: Ubersicht Studienteilnehmer

Insgesamt 825 Patienten bekamen die Induktionstherapie, 467 davon hatten zwei
Blutentnahmen BE1 und BEZ2, die im Rahmen dieser Dissertation von Interesse waren.
Nur diese Patienten sind in die hier beschriebene Studie eingeschlossen worden. Nach der
Induktionstherapie wurden in der Hauptstudie AIO-KRK-0207 unterschiedliche Typen
von Erhaltungschemotherapie vergliechen. Diese spétere Aufteilung hatte keinerlei
Auswirkungen auf die hier vorgestellten Ergebnisse. Die Subgruppenanalyse zeigte keine
signifikanten Unterschiede im Biomarkerverlauf bzw. in ihrer prognostischen
Aussagekraft. Demzufolge wird hier auf den genaueren Ablauf nach der

Induktionstherapie nicht weiter eingegangen.
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Die Patientenkollektivcharakteristika sind zusammenfassend in Tabelle 3.1 dargestellt.
Im unteren Drittel der Tabelle befindet sich eine RECIST-Einteilung der Patienten nach
den zwei radiologischen Staging-Untersuchungen, die 12 beziehungsweise 24 Wochen
nach Beginn der Induktionstherapie durchgefiihrt wurden. RECIST steht fir Response
Evaluation Criteria in Solid Tumors und beinhaltet Kriterien fir die Bewertung des
Therapieansprechens bei der Behandlung von soliden Tumoren. Es beinhaltet bestimmte
Regeln, die die Bewertung des Behandlungserfolgs von Krebserkrankungen objektivieren
sollen. Im Rahmen der Studie wurde die Version RECIST 1.0 verwendet [Therasse et al.,

2000]. Nach dieser sind folgende Varianten des Therapieansprechens definiert:

* CR - complete remission: komplette Remission
* PR — partial remission: partielle Remission
= SD - stable disease: stabile Erkrankung

= PD — progressive disease: Progression der Erkrankung

Der Vorhersagewert dieses radiologisch gemessenen Therapieansprechens auf das
Uberleben der Patienten wird hier mitbeurteilt und mit dem der gemessenen
Tumormarker verglichen. Der Kernpunkt dieser Arbeit liegt jedoch in der Messung und
Analyse der potentiellen Tumormarker HLTF und HPP1, die im Blut bestimmt werden.
Zu diesem Zweck dienten die zwei Blutproben, die bei jedem Patienten des hier
beschriebenen Kollektivs direkt vor Therapiebeginn (BE1; Tag 1), sowie vor dem
zweitem Therapiezyklus (BEZ2; je nach Chemotherapieschema: Tag 15 bei FOLFOX und
Tag 22 bei XELOX) entnommen wurden. Somit konnten sowohl die Ausgangswerte der
Tumormarker, als auch ihre Werte im Verlauf der Therapie erfasst und beurteilt werden.

Insgesamt wurden 934 Blutproben von 467 Patienten analysiert.

Im Rahmen der Hauptstudie AIO-KRK-0207 wurde zudem der Mutationsstatus von
KRAS und BRAF bestimmt. Die Gewebeproben wurden in den jeweiligen Zentren
entnommen und anschlielend im zentralen Labor analysiert (Institut fir Pathologie der

Ruhr-Universitat Bochum).
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Tabelle 3.1: Charakteristika Gesamtkollektiv

Alle Patienten 467 (100%)
Mittl. Alter (Min.-Max.) 63,6 Jahre (23-83)
Geschlecht

mannlich 299 (64,0%)
weiblich 168 (36,0%)
ECOG

0 261 (55,9%)
1 168 (36,0%)
2 21 (4,5%)
unbekannt 17 (3,6%)
Primére Lokalisation

Kolon 296 (63,4%)
Rektum 169 (36,2%)
unbekannt 2 (0,4%)
Anzahl der Metastasierungsorte

1 209 (44,8%)
2 161 (34,5%)
>2 94 (20,1%)
unbekannt 3 (0,6%)
Induktionstherapie*

FOLFOX4 145 (31,0%)
FOLFOX4MOD 107 (22,9%)
FOLFOX4SIMPLE 46 (9,9%)
FOLFOX6 84 (18,0%)
FOLFOX7MOD 5 (1,1%)
XELOX 78 (16,7%)
unbekannt 2 (0,4%)
Radiologisches Staging (12 Wochen)

CR 3(0,6%)

PR 210 (45,0%)
SD 175 (37,5%)
PD 32 (6,9%)
NB** 47 (10,1%)

Radiologisches Staging (24 Wochen)

CR 10 (2,1%%)
PR 222 (47,5%)
) 140 (30,0%)
pD*** 79 (16,9%)
NB** 16 (3,4%)

* Alle Patienten erhielten zusatzlich
Bevacizumab

** NB: nicht bestimmt

*** F{r die Erstellung der ROC-
Kurven wurden nur 49 der 79 PD-
Patienten eingeschlossen, da nur
diese explizit nach RECIST-1.0-
Kriterien als solche eingestuft
worden waren.
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Tabelle 3.2: Charakteristika Testkollektiv

Alle Patienten 143 (100%)
Mittl. Alter (Min.-Max.) 64,6 Jahre (39-81)
Geschlecht

mannlich 93 (65,0%)
weiblich 50 (35,0%)
ECOG

0 78 (54,5%)
1 53 (37,1%)
2 7 (4,9%)
Primére Lokalisation

Kolon 88 (61,5%)
Rektum 55 (38,5%)
unbekannt 2 (0,4%)
Anzahl der Metastasierungsorte

1 60 (42,0%)
2 49 (34,2%)
>2 33 (23,1%)
unbekannt 1 (0,7%)
Radiologisches Staging (12 Wochen)

CR 3(2,1%)
PR 54 (37,8%)
SD 48 (33,6%)
PD 26 (18,2%)
NB 12 (8,4%)
Radiologisches Staging (24 Wochen)

CR 8 (5,6%)
PR 42 (29,4%)
SD 45 (31,5%)
PD 47 (32,9%)

NB 1 (0,7%)
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Zur Validierung der vorbeschriebenen Ergebnisse der Arbeitsgruppe [Wallner et al.,
2006, Herbst et al., 2009, Philipp et al., 2012] erfolgte zunachst eine Analyse am
Testkollektiv. Es wurde dabei eine informative Gruppe von 143 zufélligen Patienten aus
dem hier vorgestellten Gesamtkollektiv so ausgewahlt, dass sie zu diesem hinsichtlich
des Alters, des Geschlechts, des ECOG-Wertes, der Anzahl der Metastasierungsorte und
der Primarlokalisation des Tumors homogen war. Patienten mit kompletter Remission,
sowie mit Progression der Erkrankung wurden bevorzugt, um die moglichen
Unterschiede im Biomarkerverlauf hervorheben zu koénnen. Die Auswahl erfolgte
verblindet zum Endpunkt Gesamtmortalitat. Gemessen wurden die Biomarker CEA,
HPP1 und HLTF. Um Ressourcen zu sparen fiel aufgrund der Unterlegenheit von HLTF
beziglich des prognostischen Wertes im Vergleich zu HPP1 die Entscheidung, sich bei
den Messungen im Gesamtkollektiv auf HPP1 und CEA zu beschrianken. Die
Charakteristika des Testkollektivs sind in Tabelle 3.2 dargestellt.

3.2 Bearbeitung der Blutproben

Die oben beschriebenen Blutproben unterliefen einem Standardablauf: Die Blutentnahme
erfolgte mittels Serum-Monovette (Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland) beziehungsweise
mittels EDTA-Monovette (Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland). Anschlieend wurden
diese ins zentrale Labor zur Weiterverarbeitung per Post verschickt. Dort wurden die
Proben 10 Minuten bei 2000xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert, aliquotiert
und bei -80°C gelagert. In Voruntersuchungen konnte die Stabilitdt der Proben fir
mfcDNA und CEA bei solchem Vorgehen sichergestellt werden. Die Seren wurden zur

Bestimmung von CEA und die Plasmen zur Messung von mfcDNA verwendet.
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3.3 DNA-Isolierung

Bevor die Analyse der freizirkulierenden DNA durchgefiihrt werden kann, muss diese
zundchst aus den Proben isoliert werden. Hierzu diente das High Pure Viral Nucleic Acid
Kit (Roche Applied Science, Mannheim, Deutschland). Eingefrorene Plasmaproben
wurden bei Zimmertemperatur aufgetaut und mit leichtem Schnippen homogenisiert. Fiir
die Isolierung benétigte man jeweils 200 pl einer Probe, diese konnte anschlielend geméR
Protokoll des Herstellers bearbeitet werden. Der entscheidende Schritt dabei spielte sich
ab an der Glasfasermatrix, die in einer speziellen Zentrifugationsséule angebracht ist
(Abbildung 3.3). Nach einer weiteren VVorbereitung des Patientenplasmas wurde dieses in
der Séaule zentrifugiert, so dass die gesamte fllissige Probe die Matrix durchlief. Die darin
enthaltene DNA band dabei selektiv an die Matrix und sonstige Plasmabestandteile
konnten ungehindert passieren. Nach mehreren Waschschritten wurde die auf solche
Weise aufgereinigte DNA schlieBlich mittels Elutionspuffer von der Matrix wieder geldst
und durch eine erneute Zentrifugation in einen frischen Behalter umgefillt. Die Menge

des Elutionspuffers betrug 50 pl.

Aufgrund der GroRe des einzelnen Reaktionsansatzes und der praktischen Handhabung
des Kits gelang die Bearbeitung von bis zu 24 Proben gleichzeitig. AnschlieBend konnten
diese 50 pl DNA-Losungen unmittelbar dem néchsten Verarbeitungsschritt - der

Bisulfitkonvertierung - weitergeleitet werden.
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Abbildung 3.3: Funktionsprinzip der Zentrifugationssaule

3.4 Bisulfitkonvertierung

Menschliche DNA setzt sich aus Bausteinen, den Nukleotiden, zusammen. Jedes
Nukleotid besteht aus einem Phosphat-Rest, Desoxyribose und einer der vier organischen
Basen (Adenin, Thymin, Guanin und Cytosin, abgekirzt auch A, T, G und C). Um durch
die Cytosin-Methylierung kodierte Information erfassen zu kénnen, wird die DNA mittels
eines speziellen VVorgangs — der Bisulfitkonvertierung — modifiziert. Adenin (A), Thymin
(T), Guanin (G) bleiben hierbei komplett unveréndert. Ebenso unverandert bleibt das
methylierte Cytosin, da es durch die Methyl-Gruppe ,,geschiitzt wird und sich somit
nicht an der chemischen Reaktion beteiligt. Das unmethylierte Cytosin (C) wird hingegen
zu Uracil (U) umgewandelt [Frommer et al., 1992, Clark et al., 1994] (Abbildung 3.4).
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Abbildung 3.4: Umwandlung von Cytosin bei der Bisulfitkonvertierung

Wahrend dieser Reaktion bindet Natriumbisulfit an eine Doppelbindung des
unmethylierten Cytosins und es entsteht Cytosin-Sulfonat, welches Uber eine
hydrolytische Desaminierung zu Uracil-Sulfonat wird. Anschliefend wird die Sulfonat-
Gruppe mit einer alkalischen Behandlung entfernt, es entsteht Uracil [Clark et al., 1994].
Wahrend der als nachstes durchgefiihrten QPCR-Reaktion wird Uracil durch Thymin
ersetzt. Diese Umwandlungen ist an einer Beispielsequenz in Abbildung 3.5 dargestellt.
Die methylierten Cytosine (in der Abbildung unterstrichen) bleiben im gesamten Verlauf
unveréndert, bei den unmethylierten (grau dargestellt) kommt es jedoch wéhrend der
Bisulfitbehandlung und PCR-Reaktion zur  Entstehung mehrerer  neuer
Sequenzkombinationen. In der nachfolgenden QPCR-Analyse wurden auf diese Weise
nur die methylierten DNA-Sequenzen nachgewiesen, da sie sich wéhrend der
Verarbeitung nicht veranderten. Die genspezifischen Primer und Sonden konnten somit

selektiv binden.
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Die Bisulfitkonvertierung wurde mit dem EZ DNA Methylation-Gold Kit (Zymo
Research, Freiburg, Deutschland) gemal? Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Die
Durchfiihrung basiert hier auf dem Prinzip der Zentrifugationssaule, ahnlich wie bei der
DNA-Isolierung. Man konnte die am Ende des vorherigen Schrittes entstandene
aufgereinigte DNA unmittelbar zu dieser Behandlung weiterleiten und bis zu 24 Proben

gleichzeitig bearbeiten.

5 C"GTGCTTTA 3’
3" GC"ACGAAAT 5°

Bisulfitbehandlung

U

5 C"GTGUTTTA3" 3 GC"AUGAAAT 5’

1. Schritt der PCR-Reaktion

U

5 C"GTGUTTTA3" 5 CGTACTTAAS
>

CACAAACT S 3" GC"AUGAATT 5

PCR-Amplifikation im Verlauf

U

CGTGITTTATZ’ 5 CGTACTTAAZ’
3

5
3" GCACAAACT 5° GCATGAATT &

Abbildung 3.5: Umwandlung der DNA
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3.5 Analyse der DNA-Methylierung

Nach der Bisulfitbehandlung wurde die DNA mittels fluoreszenzbasierter real-time PCR
analysiert. Das zugrunde liegende Verfahren wurde erstmals von Eads et al als
MethyLight [Eads et al., 2000] beschrieben. Das Prinzip beruht auf fluoreszenz-basierter
quantitativer real-time Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) mit dem Nachweis der
Methylierung durch methylierungsspezifische Primer und Sonden der Zielgene HLTF
und HPP1 [Eads et al., 2000].

Die chemische Zusammensetzung des Reaktionsansatzes ist in Tabelle 3.3 beschrieben.
Das Reaktionsvolumen betrug dabei 20 pl inklusive 2 ul der zu analysierender DNA-

Losung.

Tabelle 3.3: Konzentration der Reagenzien fiir die gPCR (20 pl - Ansatz)

Reagenz Konzentration
PCR-Puffer *** 1x

MgCl, 4mM **
dNTPs 0,25 mM
Tag-Polymerase *** 0.05 units/uL

* PCR-Puffer (Qiagen, Hilden, Deutschland)
** PCR-Puffer enthalt bereits 1,5 mM MgCI2

*** HotStarTaq (Qiagen, Hilden, Deutschland)
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Die reaktionsspezifische Sonden und Primer und deren Konzentrationen kénnen Tabelle

3.4 entnommen werden.

Tabelle 3.4: Reaktionsspezifische Sonden und Primer

Gen- Primer/Sonde Lange | Sequenz: Primer (5'-3")und | Konzentration
ID [bp] Sonden (5’ 6-FAM / 3 BHQ- [nmol/1]

IM’; 5'-3")

\Vorwirts-Primer GGTTAGGTATAGTGGTTT 600

ATATTTGTAATTTTAGTA
Alu | Ruckwarts-Primer | gg | ATTAACTAAACTAATCTT 600
AAACTCCTAACCTCA

Sonde CCTACCTTAACCTCCC 300

Vorwarts-Primer CGGCGTTCGGAATTTGTT 455

HLTE | Rickwarts-Primer | g AAACGCCT’(A\ZEACTCCCCT 455

Sonde AGGAGGCGTATCGAGGCG 180
GTTCG

Vorwirts-Primer GTTATCGTCGTCGTTTTTG 455
TTGTC

Hpp1 | Ruckwarts-Primer | g7 | GACTTCCGAAAAACACAA 455
AATCG

Sonde CCGAACAACGGACTACTA 950

AACATC-CCGCG
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Als  Kontrolle fiir die DNA-Amplifikation wurde die Messung von
methylierungsunabhéangigen Alu-Sequenzen verwendet [Weisenberger et al., 2005]. Alu-
Sequenzen gehdren zu den short interspersed nucleotide elements (SINES) und machen
mit Gber 1 Million Kopien mehr als 10 % des menschlichen Genoms aus [Lander and al.,
2001, Batzer and Deininger, 2002]. Die Menge an nachgewiesenen Alu-Sequenzen diente
aullerdem der Normalisierung auf die Menge der eingesetzten DNA [Weisenberger et al.,
2005]. Fir die Gene HLTF und HPP1 wurde bei jeder Probe ein sogenannter PMR-Wert
ermittelt. PMR steht fir percentage of fully methylated reference und wird wie folgt
berechnet: Gen-Alu-Verhéltnis der Probe dividiert durch das Gen-Alu-Verhaltnis der
Positivkontrolle, multipliziert mit dem Faktor 100 [Eads et al., 2000, Philipp et al., 2012,
Philipp et al.,, 2014]. Als Positivkontrolle diente hierbei bisulfitkonvertierte
vollmethylierte DNA (CpGenomeTM Universal Methylated DNA, Millipore, Billerica,
MA, USA). Diese bleibt wéhrend der Bisulfitboehandlung unveréndert, da die Cytosin-
Basen durch die Methyl-Gruppen vor Sulfonierung geschitzt sind (s. S. 30). Die Proben
mit PMR-Wert > 0 wurden als positiv und Proben mit PMR-Wert = 0 als negativ definiert.

Die Messungen wurden am Eppendorf Mastercycler® ep realplex (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) nach dem in Tabelle 3.5 aufgefiihrten Protokoll durchgefihrt.

Tabelle 3.5: Protokoll der qPCR (20 pl-Ansatz)

Schritt Temperatur Dauer Anzahl der
Zyklen

Aktivierung 95°C 900 s 1x

Denaturierung 95°C 30s

Amplifikation 60°C 120s 50x

Messung der Fluoreszenz 84°C 20s

Abktihlung 25°C 60 s 1x
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3.6 CEA-Messung

Die CEA-Messung erfolgte aus Serumproben mittels Mikropartikel-Enzymimmunoassay
(AXSYM, Abbott Laboratories, Chicago, IL, USA). Um einen qualitativen Vergleich mit
den Tumormarkern HLTF und HPP1 zu ermdglichen, wurden die Ergebnisse ebenfalls
zusatzlich in zwei Qualitaten — ,,CEA hoch* und ,,CEA niedrig® (CEA-Konzentration

groRer oder Kkleiner als der Medianwert) — aufgeteilt.

3.7 Statistische Auswertung

Folgende Methoden wurden fiir die statistische Auswertungen verwendet: Kaplan-Meier-
Uberlebenskurven, Log-Rank Test, t-Test und Cox-Regressionsanalyse. Als Startpunkt
fir die Uberlebensdauer wurde das Datum der ersten Blutprobenentnahme (BE1)
definiert. Die statistischen Auswertungen im Gesamtkollektiv wurden ebenfalls fur die
unterschiedlichen Therapiearm-Subgruppen durchgefiihrt, wobei in diesem Fall sich
keinerlei nennenswerte Unterschiede ergaben. Die berechneten multivariaten Cox-
Regressionsmodelle wurden dabei mittels Akaikes Informationskriterium (engl. Akaike
information criterion, AIC) vergleichen. Ein Modell gilt als ein besseres im Vergleich

zum anderen, wenn es einen kleineren AIC-Wert erreicht.

ROC-Kurven fanden Einsatz fur die Analyse der Tumormarker und ihrer Anderung im
Verlauf als Parameter flr das radiologisch messbare Therapieansprechen. ROC steht fuir
Receiver-Operating-Characteristic: diese Methode dient der graphischen Darstellung der
Sensitivitat (Richtig-Positiv-Rate) zur Falsch-Positiv-Rate (1 — Spezifitat) fur jeden
mdoglichen Cut-Off-Wert eines Parameters. In der Regel fiihrt eine Veranderung des Cut-
Off-Wertes in Richtung der Verbesserung der Sensitivitat zur Verschlechterung der
Spezifitat und umgekehrt. Die ROC-Kurve kann hierbei helfen, einen optimalen Wert fir
eine bestimmte Fragestellung zu finden. Im Allgemeinen kann der Nutzen eines solchen
Parameters durch die Flache unter der Kurve - AUC (engl. area under the curve)

abgeschatzt werden. Diese kann alle GroRen zwischen 0 und 1 einnehmen, wobei 0,5 den
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schlechtesten Wert darstellt und je weiter der Wert von 0,5 entfernt ist, desto besser die

Diskriminierungsféhigkeit des Parameters [Hajian-Tilaki, 2013].
Die statistischen Analysen wurden mittels folgender Software durchgefhrt:

R: A language and environment for statistical computing [Version 2.13.2, 2011] mit den
Paketen survival [Version 2.36-9, Terry Therneau, 2011] und ROCR [Version 1.0-4,
Tobias Sing, Oliver Sander, Niko Beerenwinkel, Thomas Lengauer, 2009]. R Foundation
for Statistical Computing, Vienna, Austria, https://www.r-project.org.

SAS software for Windows [Version 9.4, 2013], SAS Institute Inc., Cary, North Carolina,

USA, http://www.sas.com.

IBM SPSS Statistics, IBM Corp. Released 2015. IBM SPSS Statistics for Windows,
Version 23.0. Armonk, NY, USA: IBM Corp.,

https://www-01.ibm.com/software/de/analytics/spss/

GraphPad Prism for Windows [Version 6.01, 21.09.2012], GraphPad Software, La Jolla

California USA, www.graphpad.com.
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4  Ergebnisse

4.1 Testkollektiv

In die AIO-KRKO0207 Studie wurden 825 Patienten eingeschlossen, die man initial mit
einer Induktionschemotherapie behandelte. Davon gab es 467 Patienten mit beiden
benétigten Blutproben BE1 und BE2; Sie stellten das Gesamtkollektiv dar.

Aus den 467 Patienten erfolgte zur Hypothesenuberprifung zunachst eine Auswahl von
143 zufélligen informativen Patienten - das Testkollektiv (Tabellen 3.1 und 3.2). Dieses
wurde so ausgewdhlt, dass es keinen Unterschied hinsichtlich Klinischer und
demographischer Charakteristika zum Gesamtkollektiv bestand (N&heres s. Kap. 3.1 und
Abbildung 3.2). Das Ziel dieser Untersuchung war die Bestatigung der bereits von der
Arbeitsgruppe publizierten Forschungsergebnisse tber die prognostische Aussagekraft
der Biomarker HPP1 und HLTF bei KRK. Im direkten Vergleich schnitt HPP1 bezlglich
der Haufigkeit des Nachweises, sowie des prognostischen Wertes deutlich besser ab als
HLTF. Um Ressourcen zu sparen, fiel hiernach der Entschluss nur noch den Marker
HPP1 im Gesamtkollektiv zu untersuchen. Zunédchst werden im Folgenden die
Ergebnisse des Testkollektivs prasentiert.

4.1.1 HPP1und HLTF im Testkollektiv

Zuné&chst wurden die Messergebnisse fur HPP1 und HLTF der einzelnen Proben nach
dem bereits vorbeschriebenen Prinzip (s. S. 33) in positive (Gen-Methylierung
nachweisbar) und negative (Gen-Methylierung nicht nachweisbar) eingeteilt. Die
Kaplan-Meier-Kurven der pratherapeutischen Blutproben (BE1) zeigten, dass der
Nachweis der hypermethylierten freizirkulierenden DNA der Gene HPP1 und HLTF mit
einem kiirzerem Gesamtuberleben assoziiert war (Abbildung 4.1 und Abbildung 4.2).

Abbildung 4.1 zeigt, dass Patienten mit pratherapeutisch nicht nachweisbarer HPP1
mfcDNA im Schnitt deutlich langer lebten als Patienten mit nachweisbarer HPP1
mfcDNA. Die mediane Uberlebensdauer betrug 35,3 Monate fiir die BE1-neg.-Gruppe
und 19,1 Monate fur BE1-pos.-Gruppe (p=0,0036; HR=2,43 [95% CI: 1,31 - 4,51]).
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Abbildung 4.1: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven in Abhangigkeit von dem HPP1-

Methylierungsstatus in der Blutprobe BE1 im Testkollektiv
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Abbildung 4.2: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven in Abhangigkeit von dem HLTF-

Methylierungsstatus in der Blutprobe BE1 im Testkollektiv
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Ahnliche Ergebnisse zeigen sich bei HLTF mfcDNA (Abbildung 4.2). Die mediane
Uberlebensdauer betrug bei den HLTF-negativen 26,0 Monate und bei den HLTF-
positiven 15,2 Monate (p=0,0161; HR=1,76 [95% CI: 1,10 - 2,81]).

Kombiniert man nun zuséatzlich zur BE1 die Daten der Blutentnahme BE2, so konnten

die Patienten flr den jeweiligen Marker in vier Verlaufsgruppen eingeteilt werden:

Tabelle 4.1: Aufteilung des Testkollektivs nach dem jeweiligen Markerverlauf

HPP1 n (%) | BE2 neg. BE2 pos. HLTF n (%) | BE2 neg. BE2 pos.

143 (100%) | 75 (52%) 68 (48%) 143 (100%) | 112 (78%) | 31 (22%)

BE1 neg. neg./neg. neg./pos. BE1 neg. neg./neg. neg./pos.

34 (24%) 34 (24%) 0 (0%) 97 (68%) 94 (66%) 3 (2%)

BE1 pos. pos./pos. BE1 pos. pos./pos.

109 (76%) 68 (47%) 46 (32%) 28 (20%)

| | L
Statuswechselzw. BE1 und BE2 Statuswechsel zw. BE1 und BE2

Die Gruppe HLTF neg./pos. mit drei Patienten und die Gruppe HLTF pos./pos. wurden
jeweils zu einer Gruppe pos.neg./pos. zusammengefugt (HPP1 neg./pos. beinhaltete

keine Patienten). Somit ergaben sich folgende Gruppen zur Auswertung:



Ergebnisse 41

* neg./neg. (BEL negativ, BE2 negativ): Marker blieb im Verlauf unterhalb der
Nachweisgrenze

= pos./neg. (BEL positiv, BE2 negativ): Marker war zundchst nachweisbar, sank
aber im Verlauf unter die Nachweisgrenze

» pos.neg./pos. (BE1 positiv oder negativ, BE2 positiv): Marker bleibt oder wird

positiv

Die Kaplan-Meier-Kurven dieser Gruppen fur die beiden Marker HPP1 und HLTF
verandern sich im Vergleich zur BE1-Kurven wie folgt: die grau gedruckte Kurve, die fur
Patienten mit negativem Marker in der BE1 steht (Abbildung 4.1 und Abbildung 4.2)
bleibt bei HPP1 komplett und bei HLTF so gut wie unverandert (Abbildung 4.3 und
Abbildung 4.4). Die schwarz gedruckte Kurve der Patienten mit positivem Marker in der
BE1 teilt sich in zwei Kurven auf - die des sinkenden Markers (pos./neg.) und die des
posttherapeutisch positiven Markers (neg.pos./pos.). Die Patienten mit im Verlauf der
Therapie unter die Nachweisschwelle gesunkener HPP1 mfcDNA zeigten ein deutlich
langeres Gesamtuberleben, als die mit weiterhin nachweisbarer HPP1 mfcDNA. So
betrug die mediane Uberlebensdauer der Patienten der Gruppe HPP1 pos./neg. 29,6
Monate und war nicht signifikant unterschiedlich von der Gruppe HPP1 neg./neg. mit
35,3 Monaten (Log-Rank: p=0,603). Die Gruppe HPP1 pos./pos. war sowohl von der
Gruppe HPP1 neg./neg. als auch von der Gruppe HPP1 pos./neg. signifikant
unterschiedlich (Log-Rank: p=0,000057 und p=0,00016), ihre mediane Uberlebensdauer
betrug lediglich 13,4 Monate (HR=3,67 [95% CI: 1,93 - 6,96]).

Ahnliche Ergebnisse zeigen sich auch fir HLTF mfcDNA. Mediane Uberlebensdauer
betrug 26,3 Monate fiir die Gruppe neg./neg. und 23,6 Monate fir die Gruppe pos./neg.
Diese Gruppen waren wie bei HPP1 nicht signifikant unterschiedlich (Log-Rank p=0,95).
Gruppe pos./pos. war signifikant unterschiedlich von den Gruppen neg./neg. und
pos./neg. (Log-Rank: p=0,000028 und p=0,0015) und ihr medianes Uberleben betrug
12,9 Monate (HR=3,17 [95% CI: 1,85 - 5,45]).
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Abbildung 4.3: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven in Abhangigkeit von dem HPP1-
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Abbildung 4.4: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven in Abhéangigkeit von dem HLTF-

Methylierungsstatus und seinem Verlauf im Testkollektiv
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4.1.2 Univariate Cox-Regressionsanalyse

Die Ergebnisse der univariaten Cox-Regressionsanalyse sind in Tabelle 4.2 dargestelit:

Tabelle 4.2: Univariate Analyse, Ubersicht fiir medianes Gesamtiiberleben (Med. OS mit
Cl - 95%-Konfidenzintervall) und Hazard Ratio (HR mit HRCI 95%-Konfidenzintervall),
sowie die p-Werte im Testkollektiv

Ereignisse/ | Med. OS
Parameter Wert Cl P HR HRCI
Féalle [Monate]

Geschlecht Weibl. 30/50 19,1 9,2-29 0,2554

Mannl. 46/93 23,5 14,7-32,3 0,76 0,48-1,21
Alter <70 46/86 25 15,5-34,4 | 0,4931

>=70 30/57 19,6 15,9 - 23,3 1,18 0,74 -1,87
ECOG 0 37/78 26 20,7-31,3 0,079

1+2 36/60 16,7 11,3-22,1 151 0,95-2,41
Primére Lok. Kolon 47/88 18,4 13,8-229 | 0,118

Rektum 29/55 29,6 24,4 -347 0,689 | 043-1,10
Differenzierungsgrad 1+2 43/95 28,4 21,9-349 | 0,003

3+4 31/45 16,1 13-19,2 2,03 1,27 - 3,23
Anzahl der
Metastasierungsorte ! 26/60 33,8 21,8-459 | 0,0296

>1 50/83 18,4 14,9-21,9 1,7 1,05-2,74
CEABE1 ndr. 32/71 34 24,2-438 | 0,0011

hoch 4472 17,9 13,6-22,2 2,21 1,37 - 3,56
CEA BE2 ndr. 35/77 31 22,2-39,9 | <0,0001

hoch 41/66 16,7 11,3-22 2,398 | 1,50-3,84
HLTF BE1 neg. 47/97 26 19,1-32,9 | 0,0177

pos. 29/46 15,2 11,4-19 1,76 | 1,10-281
HLTF BE2 neg. 55/112 26 18,5-33,5 | <0,0001

pos. 21/31 12,9 10,8 - 14,9 3,166 1,87 - 5,36
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Ereignisse/ | Med. OS
Parameter Wert Cl P HR HRCI
Falle [Monate]

HPP1 BE1 neg. 12/34 35,3 30-40,6 0,005

pos. 64/109 19,1 14,5 - 23,7 243 | 131-451
HPP1 BE2 neg. 29/75 34 27,4-40,6 | <0,0001

pos. 47168 13,5 11-159 3,178 1,97 - 5,09
Rad. Staging 12 Wo. CR+PR+SD 51/105 26,3 20,8-31,8 | <0,0001

PD 21/26 10,1 3,8-16,5 6,08 3,47 -10,64
Rad. Staging 24 Wo. | CR+PR+SD 43/95 29,6 22,3-36,9 | <0,0001

PD 33/47 12,5 9,6-154 3,6 2,26 - 5,75
Mutation wild type 22/44 26,3 19,5-33,1

NRAS/KRAS 35/63 191 10,5-27,7 | 0,442 0,73 | 0,32-1,64

BRAF 8/15 22 49-39,1 0,737 0,88 0,32-1,90
CEA Verlauf ndr/ndr 31/69 34,0 24,2 - 43,7

hoch/ndr 4/8 31,0 19,5-425 | 0,9026 1,07 0,37 - 3,05

ndr.hoch/hoch 41/66 16,7 11,3-22 | 0,0004 | 2,42 | 1,48-3,94
HLTF Verlauf neg/neg 45/94 26,3 18,8 - 33,8

pos/neg 10/18 23,6 7,6 -39,7 0,9806 1,01 0,51-2

pos.neg/pos 21/31 12,9 10,8-14,9 | 0,0001 | 3,17 | 1,85-545
HPP1 Verlauf neg/neg 12/34 35,3 30 - 40,6

pos/neg 17/41 29,6 21,7-374 | 04976 | 1,29 | 0,62-2,71

pos. neg./pos. 47/68 13,5 11-159 0,0001 3,67 1,93 - 6,96

CEA-Werte wurden fur die Analyse in zwei Qualitaten —,,CEA hoch* und ,,CEA niedrig*

(CEA-Konzentration groRer oder kleiner als der Medianwert 43,3 ng/ml) — aufgeteilt.

Ausfihrlich wird die prognostische Bedeutung dieses Markers im néchsten Kapitel

»Analyse am Gesamtkollektiv* besprochen.
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Neben den klinischen Parametern wie dem Differenzierungsgrad und der Anzahl der
Metastasierungsorte waren die Marker CEA, HLTF und HPP1 sowie in der BE1 als auch
in BE2 signifikante Prognosefaktoren in der univariaten Analyse (Tabelle 4.2). Beim
Verlauf dieser drei Marker besal3 jeweils nur die Gruppe pos.neg./pos. (ndr.hoch/hoch bei
CEA) eine prognostische Signifikanz: Wie bereits bei den Kaplan-Meier-Kurven
besprochen, hatten die Patienten mit gesunkenem Marker ein &hnlich langes
Gesamtuberleben wie die Patienten mit seit Anfang an negativem Marker; die Patienten
mit positiv gebliebenem bzw. gestiegenem Marker hatten ein signifikant kirzeres
Gesamtlberleben als die anderen zwei Verlaufsgruppen. Die hdchsten Hazard-Ratio-
Werte hatten die beiden Staging-Untersuchungen: 6,08 (CI1-95%: 3,47 - 10,64) fir 12
Wochen und 3,60 (CI-95%: 2,26 - 5,75) fur 24 Wochen. Die in der Bildgebung
festgestellte Progression der Erkrankung (PD — ,,progressive disease) hatte somit

univariat den starksten negativen Einfluss auf das Gesamtiiberleben.

4.1.3 Multivariate Analyse

Die Multivariate Analyse wurde an zwei separaten Modellen durchgefiihrt. In beide
Modelle wurden die klinischen Parameter der univariaten Analyse eingeschlossen mit
einem p kleiner gleich 0,10: Differenzierungsgrad, ECOG und die Anzahl der
Metastasierungsorte. Da beim Markerverlauf nur jeweils die Gruppe pos. neg/neg
(ndr/hoch/hoch) eine statistische Signifikanz in der univariaten Analyse besal3, wurden
flr die multivariate Analyse die Gruppen pos./neg. und neg./neg. zusammengelegt. Es
entstanden somit die Gruppen pos. neg/pos und pos. neg/neg., die eigentlich den Gruppen
BE2 neg und BE2 pos entsprechen. Es fiel die Entscheidung, die multivariate Analyse an
zwei separaten Modellen durchzufiihren: Modell T | — Zeitpunkt der ersten Blutabnahme
und Modell T Il — Zeitpunkt der zweiten Blutabnahme. Die Staging-Untersuchungen
wurden bewusst nicht in diese Modelle aufgenommen, da diese erst zu einem spateren
Zeitpunkt durchgefiihrt wurden und hier eine frilhe prognostische Aussage der Marker
getestet werden soll. Die Berechnungen beider Modelle wurden fir Alter und Geschlecht

adjustiert.
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Modell T I:

Die Ergebnisse der multivariaten Cox-Regressionsanalyse des Modells I sind in Tabelle

4.3 dargestellt:

Tabelle 4.3: Multivariate Analyse fir Gesamtmortalitat im Testkollektiv (Modell T I)

Parameter HR 95% HRCI P-Wert
Differenzierungsgrad 2,64 1,59 - 4,37 0,0002
ECOG 1,90 1,16 - 3,1 0,0107
Anzahl der
Metastasierungsorte 1,83 1.09-307 0,0213
CEA BE1 (Status) 2,24 1,28 - 3,93 0,0047
HLTF BEL1 (Status) 1,23 0,73 - 2,05 0,4379
HPP1 BE1 (Status) 2,01 1,01-4,01 0,0470

Zum Zeitpunkt der ersten Blutabnahme BE1 waren, neben den klinischen Parametern
Differenzierungsgrad, ECOG und Anzahl der Metastasierungsorte, die Marker CEA und
HPP1 signifikante unabhangige Prognosefaktoren des Gesamtiberlebens (p=0,0047 und

p=0,0470).
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Modell T I

Die Ergebnisse der multivariaten Cox-Regressionsanalyse des Modells Il sind in Tabelle
4.4 dargestellt:

Tabelle 4.4: Multivariate Analyse fir Gesamtmortalitat im Testkollektiv (Modell T 11)

Parameter HR 95% HRCI P-Wert
Differenzierungsgrad 2,49 1,48 - 4,18 0,0006
ECOG 1,53 0,93-2,49 0,0926
f/lgggtlagieerrungsorte 201 15-442 00006
CEA BE2 (Status) 1,89 1,06 - 3,35 0,0299
HLTF BE2 (Status) 1,97 1,07 - 3,65 0,0307
HPP1 BE2 (Status) 2,74 1,53-49 0,0007

Zum Zeitpunkt der Zweiten Blutabnahme BE2 waren, neben den klinischen Parametern,
Differenzierungsgrad und Anzahl der Metastasierungsorte, die Marker CEA, HPP1 und
HLTF signifikante unabhdngige Prognosefaktoren des Gesamtiberlebens (CEA:
p=0,0299, HLTF: p=0,0307 und HPP1: p=0,0007).

4.1.4 HPP1 und HLTF im Vergleich

Die Ubersicht iiber den Methylierungsstatus aller analysierten Blutproben des
Testkollektivs ist in Tabelle 4.5 dargestellt. Es fallt hier auf, dass insgesamt wesentlich
weniger Proben fir HLTF mfcDNA positiv waren als fur HPP1 mfcDNA. Zudem
erwiesen sich fast alle HLTF mfcDNA positiven Proben zusétzlich positiv fir HPP1
mfcDNA:
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Tabelle 4.5: HPP1- vs. HLTF - Status im Vergleich
BE1n (%) HLTF pos. HLTF neg. BE2 n (%) HLTF pos. HLTF neg.
143 (100%) 46 (32%) 97 (68%) 143 (100%) 31 (22%) 121 (78%)

HPP1 . HPP1 .
pos 43 (30%) pos 28 (20%)
(schraffiert) el (schraffiert) 40(26%)
109 (76%) 68 (48%)
HPP1 neg. HPP1 neg.
3 (2%) 31 (22%) 3 (2%) 72 (50%)
34 (24%) 75 (52%)
HLTF + HLTF +
Y 77
13 31 3 72
HPP1 + HPP1 +

In der multivariaten Analyse des Modell T 1l stellten sich sowohl HPP1 als auch HLTF

als unabhangige Prognosefaktoren dar (Tabelle 4.4). Berechnet man nun Kaplan-Meier-

Kurven fir die 68 Patienten, die in der BE2 positiv fir HPP1 waren getrennt nach HLTF-

Methylierungsstatus (Abbildung 4.5), so zeigt dies einen signifikanten Unterschied im
Gesamtlberleben: 16,1 Monate fur HLTF neg. vs. 11,9 Monate fir HLTF pos. (Log-
Rank: p=0,047; HR=1,92 zu HPP1 pos. HLTF neg.; CI-95%: 1,01-3,65). In einer
multivariaten Cox-Regressionsanalyse mit den Parametern aus dem Modell T 1l
(Differenzierungsgrad, ECOG, Anzahl der Metastasierungsorte, CEA BE2 (Status) und
[HLTF BE2pos und HPP1 BE2pos]) errechnete sich fir die 28 doppelpositiven Patienten
im Testkollektiv das héchste Hazard Ratio von 3,45 (95% CI: 1,77-6,72; p<0,0003).
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Abbildung 4.5: Kaplan-Meier-Analyse zum Gesamtiiberleben bei HPP1 positiven
Patienten in der BE2 fir HLTF-Status

Fur BEL1 lieferte die gleiche Kaplan-Meier-Analyse ein nicht signifikantes Ergebnis: p=
0,085 nach Log-Rank.

Obgleich HLTF noch eine weitere Aufteilung im Gesamtiiberleben zusatzlich zu HPP1
ermdoglicht, scheint HPP1 dem Marker HLTF deutlich tiberlegen zu sein. Sowohl fir BE1
als auch fir BE2 war HPP1 ein unabhdngiger Prognosefaktor in der multivariaten
Analyse. Zudem waren im Vergleich zu HPP1 insgesamt deutlich weniger Patienten
HLTF-positiv (BE1: 32% vs. 72%; BE2: 22% vs. 48%) und sie waren fast vollstandig
zusatzlich HPP1-positiv (BEL1: 93%; BE2: 90%). Alles in Allem verdient HLTF eine
weitere Untersuchung im Rahmen einer anderen Arbeit. Fir diese Dissertation fiel die
Entscheidung sich auf den mehr versprechenden Marker HPP1 zu konzentrieren. Deshalb

erfolgten im Gesamtkollektiv nur noch die Messungen dieses Markers.
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4.2 Analyse am Gesamtkollektiv

Die zur Hypotheseniiberprifung durchgefiihrten Analysen am kleineren Testkollektiv aus
143 informativen Patienten dienten der Orientierung und fuhrten zur Fokussierung der
Arbeit auf HPP1 mfcDNA. Nun wurden die Messungen auf das Gesamtkollektiv (n=467)

erweitert.

4.2.1 Radiologisches Staging und sein prognostischer Wert

Im Laufe der Induktionstherapie wurden 12 bzw. 24 Wochen nach ihrem Beginn zwei
radiologische Staging-Untersuchungen durchgefiihrt. Je nach Therapieansprechen
erfolgte hier die Einteilung aller Patienten in vier Gruppen: Komplette Remission (CR),
Partielle Remission (PR), Stabile Erkrankung (SD) und Progression (PD) (RECIST 1.0,
siehe Material und Methoden). Wenn in der Staging-Untersuchung keine Zunahme des
Tumorvolumens zu verzeichnen ist, kann dies als Therapieerfolg gedeutet werden. Solche
Patienten wurden in die Gruppen CR, PR und SD eingeteilt. Ein Vergleich der
Uberlebenszeiten dieser Patienten mit der PD-Gruppe legte einen sehr hohen
prognostischen Wert der radiologischen Staging-Untersuchung nahe. Die Kaplan-Meier-
Kurven sind in Abbildung 4.6 und Abbildung 4.7 dargestellt. Im 12-Wochen-Staging lag
das mediane Gesamtiberleben der CR/PR/SD-Patienten bei 28,3 Monaten versus
lediglich 10,1 Monate bei der PD-Gruppe (Log-Rank: p<0,0001; HR=6,91; 95%-CI 4,52-
10,6). Ahnliche Ergebnisse zeigten sich bei dem 24-Wochen-Staging: medianes
Gesamtiberleben 30,1 versus 11,5 Monate (Log-Rank: p<0,0001; HR=4,57; 95%-ClI
3,38-6,18). Wegen der hohen prognostischen Bedeutung beim Patiententberleben wurde
eine solche Aufteilung in Therapie-Ansprecher und -Nichtansprecher fiir die Herstellung
der ROC-Kurven verwendet.

Im zweiten radiologischen Staging ist im Vergleich zum ersten die Anzahl der PD-
Patienten um mehr als das Doppelte angestiegen (79 vs. 32 Patienten). Somit stellte das
spatere Staging scheinbar eine bessere Methode dar, um die Therapie-Nichtansprecher zu

identifizieren als die frihere Untersuchung (Tabelle 3.1).
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Abbildung 4.6: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven fiir das 12-Wochen-Staging
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Abbildung 4.7: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven fiir das 24-Wochen-Staging
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4.2.2 Einfluss von HPP1-Methylierungsstatus und CEA auf das Gesamttberleben

4.2.2.1 Ubersicht und die univariate Analyse

Die Ubersicht Giber den HPP1-Methylierungsstatus des Gesamtkollektivs ist in Tabelle
4.6 dargestellt. Zusammengefasst hatte ca. ein Drittel der Patienten einen durchgehend
negativen HPP1-Methylierungsstatus, ein weiteres Drittel einen durchgehend positiven
und ein Drittel wechselte den Methylierungsstatus von positiv auf negativ. Das
Gesamtlberleben von den Patienten dieser Gruppen wird in diesem Abschnitt

besprochen.

Tabelle 4.6: Ubersicht HPP1-Methylierungsstatus und CEA-Einteilung

HPP1n (%) | BE2 neg. BE2 pos. CEAnN (%) | BEZniedrig | BE2hoch

467 (100%) | 291(62%) | 176 (38%) 467 (100%) | 260 (56%) | 207 (44%)

BEL1 neg. neg./neg. neg./pos. BE1 niedrig ndr./ndr. ndr./hoch

226 (48,5%) INAENLT)

130 (28%) | 124 (27%) 6 (1%) 233 (50%)

BE1 pos. 005./p0S. BE1 hoch hoch/hoch

337 (72%) 170 (36%) 234 (50%) 200 (43%)

170 6 124 200 226

[ —

Statuswechsel zw. BE1 und BE2 Statuswechsel zw. BE1 und BE2

337 von 467 Patienten (72%) hatten nachweisbare HPP1 mfcDNA in der ersten
Blutprobe BE1 vor dem Therapiebeginn. Das Gesamtiiberleben dieser Patienten war
signifikant kirzer im Vergleich zu den Patienten mit nicht nachweisbarer HPP1
mfcDNA und betrug 21,9 Monate versus 35,2 Monate bei negativem Status (HR=1,86;
95%-Cl 1,37-2,53) (Abbildung 4.8 A, Tabelle 4.7).
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CEA st ein etablierter und der wohl am meisten verwendete Tumormarker in der
Behandlung des kolorektalen Karzinoms. Aus diesem Grund erfolgte ebenso die Messung
dieses Wertes bei allen Patientenproben, um einen Vergleich mit HPP1 zu ermdoglichen.

Ahnlich wie die Einteilung des HPP1 in zwei Qualitaten (positiv und negativ) wurden fir
CEA die Patientenproben ebenfalls in zwei Gruppen eingeteilt. Als Cut-Off-Wert fir die
Aufteilung diente der Median von BE1, der 56,4 ng/ml betrug. Die Proben mit kleineren
CEA-Konzentrationen als dieser Wert wurden als ,,CEA niedrig™ (abgekiirzt ndr.), die
mit gleichen oder groferen als ,,CEA hoch* klassifiziert. In Tabelle 4.6 ist diese
Aufteilung dargestellt.

Betrachten wir nun die préatherapeutischen CEA-Konzentrationen. Das Gesamtiiberleben
der 234 Patienten mit BE1 CEA hoch war signifikant kiirzer im Vergleich zu den 233
Patienten mit BE1 CEA ndr. und betrug 33,4 Monate versus 19,7 Monate bei CEA ndr.
(HR=1,82; 95%-CI 1,41-2,35). (Abbildung 4.8 B, Tabelle 4.7).

Als nachstes wurde die zweite Blutentnahme BE2 analysiert. Hier zeigten sich ahnliche
Ergebnisse wie bei der BE1, jedoch lag das Hazard Ratio fur HPP1 hoher als das von
CEA. Medianes Gesamtiiberleben fiir HPP1 BE2 neg. lag bei 30,2 Monaten versus 16,6
Monate fir HPP1 BE2 pos. (HR=2,13; 95%-CI 1,65-2,74) (Abbildung 4.8 C, Tabelle
4.7). Medianes Gesamtiberleben fur CEA BE2 ndr. lag bei 31,3 Monaten versus 19,5
Monate fir CEA BE2 hoch (HR=1,75; 95%-CI 1,36-2,25) (Abbildung 4.8 D, Tabelle
4.7).

Die Aufteilung nach dem Typ des Markerverlaufs von HPP1 mfcDNA stellte dhnliche
Gruppen auf, wie bereits flr das Testkollektiv beschrieben (S. Tabelle 4.6), wobei die
Gruppe neg./pos. erneut fur eine statistische Aussage zu klein ausfiel (n=6). Deshalb wird
diese mit der Gruppe pos./pos. zusammengefasst. Gleiches gilt fir CEA - hier fiel die
Gruppe ndr./hoch sehr klein aus und wird entsprechend mit der Gruppe hoch/hoch

zusammengefugt.
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Abbildung 4.8: Gesamtuberleben HPP1 vs. CEA
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Fir HPP1 ergaben sich folgende Uberlebensdaten: Medianes Gesamtiiberleben fiir die
123 Patienten der Gruppe neg./neg. 35,2 Monate, 167 Patienten der Gruppe pos./neg. 28,2
Monate (HR=1,41; 95%-CI 1,00-2,01, P=0,0507) und 176 Patienten der Gruppe
neg.pos./pos. 16,6 Monate (HR=2,60; 95%-CI 1,86-3,64) (Abbildung 4.8 E, Tabelle 4.7).
Zusammengefasst, die Patienten mit durchgehend negativem HPP1-Methylierungsstatus
lebten im Durchschnitt signifikant langer als die mit pratherapeutisch positivem Status.
Wechselte der Methylierungsstatus wéhrend der Induktionstherapie von positiv zu
negativ, verbesserte sich die Lebenserwartung deutlich und war knapp nicht signifikant
unterschiedlich von den neg./neg.-Patienten (95%-CI beinhaltete 1,00; P=0,0507). Die
Patienten mit durchgehend positivem HPP1-Methylierungsstatus hatten im Schnitt

signifikant das kiirzeste Gesamtuberleben.

Betrachtet man nun den qualitativen Verlauf von CEA so féllt auf, dass es im Vergleich
mit HPP1 ein deutlich geringerer Wechsel zwischen den zwei Qualitaten ,,hoch* und
,Hhiedrig® stattfand; es gab nur 34 Patienten (7%) in der Gruppe hoch/ndr und 7 (1,5%) in
der Gruppe ndr./hoch. Der CEA-Status der restlichen 91% Patienten blieb jedoch
unverandert. Im Gegensatz dazu blieben bei HPP1 nur 63% unverdndert. Fir CEA
ergaben sich folgende Uberlebensdaten: bei der Gruppe ndr./ndr. mit 226 Patienten
betrug die mediane Uberlebensdauer 33,4 Monate, bei der Gruppe hoch./ndr. mit 34
Patienten lag sie bei 26,5 Monaten (HR=1,44; 95%-CI 0,89-2,39) und bei der die Gruppe
ndr.hoch./hoch. mit 207 Patienten betrug sie 19,5 Monate (HR=1,84; 95%-CI 1,41-2,40)
(Abbildung 4.8 F, Tabelle 4.7).

Diese Ergebnisse zeigen, dass HPP1 mfcDNA und CEA der BE1 und BE2 jeweils einen
prognostischen Marker des Gesamtiiberlebens darstellen. Der Statuswechsel von HPP1
mfcDNA von BE1 zu BE2 kann zusétzlich auf ein Therapieansprechen hinweisen. Die
Analysen wurden ebenso fir die unterschiedlichen Subgruppen der jeweiligen
Therapiearme der AIO-KRK-0207-Studie erweitert und wiesen dabei Kkeinerlei
signifikante Unterschiede auf. Die auf diese Gruppen stratifizierten Ergebnisse zeigten
schliellich minimale, nicht nennenswerte Unterschiede zu den hier angegebenen
HR-Werten.
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Tabelle 4.7: Univariate Analyse: Ubersicht medianes Gesamtiiberleben (Med. OS mit CI
- 95%-Konfidenzintervall) und Hazard Ratio (HR mit HRCI 95%-Konfidenzintervall),

sowie die p-Werte im Gesamtkollektiv

Parameter Wert Ereignisse/ | Med. OS Cl P HR |HRCI
Falle [Monate]

Geschlecht Weibl. 93/168 21.9((17.9-28.3) [0.0657

Mannl. 153/299 28.2((23.4-32.9) 0.79 |(0.61-1.02)
Alter <70 166/310 27.0((22.8-30.2) [0.9143

>=70 80/157 24.9(20.5-30.3) 0.99 |(0.75-1.29)
ECOG 0 127/258 29.5|(25.3-34.6) |0.0002

1+2 118/193 19.7 | (16.7-26.7) 1.61 |(1.25-2.07)
Primére Lok. Kolon 164/298 23.41(20.7-27.0) [0.0564

Rektum 82/169 30.0(26.5-35.2) 0.77 |(0.59-1.01)
Differenzierungsgrad | 1+2 141/312 30.2|(27.0-34.6) |<0.0001

3+4 81/124 16.7 | (14.9-22.3) 2.02 |[(1.53-2.65)
Anzahl der 1 90/198 29.5((24.9-36.2) [0.0086 1.41 |(1.09-1.84)
Metastasierungsorte

>1 155/267 23.4((19.5-28.2)
Mutation wild type 75/160 30.1|(26.2-38.5) [0.0001

NRAS/KRAS | 115/205 24.2{(20.0-29.5) 1.33 |(0.99-1.78)

BRAF 20/ 33 10.7[(9.8- .) 2.84 | (1.72-4.66)
HPP1 BE1 neg. 53/130 35.2((29.5- .) [<0.0001

pos. 193/337 21.91(19.5-25.9) 1.86 |(1.37-2.53)
HPP1 BE2 neg. 134/291 30.2|(28.2-35.2) |<0.0001

pos. 112/176 16.6 | (14.9-20.2) 213 |(1.65-2.74)
HPP1 Verlauf neg./neg. 51/124 35.2((30.0- .) |[<0.0001

pos./neg. 83/167 28.2|(23.9-33.9) 1.41 |(1.00-2.01)

neg.pos./pos. 112/176 16.6 | (14.9-20.2) 2.60 |(1.86-3.64)
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Parameter Wert Ereignisse/ | Med. OS Cl P HR |HRCI
Falle [Monate]

CEABE1 ndr. 102/233 33.4(28.7-37.5) |<0.0001

hoch 144234 19.7| (17.3-24.4) 1.82 | (1.41-2.35)
CEA BE2 ndr. 117/260 31.3|(28.3-35.5) |<0.0001

hoch 129/207 19.5|(17.1-23.6) 1.75 |(1.36-2.25)
CEA Verlauf ndr./ndr. 98/226 33.4(28.8-39.1) |<0.0001

hoch/ndr. 19/ 34 26.5((19.7- .) 1.46 |(0.89-2.39)

ndr.hoch/hoch | 129/207 19.5((17.1-23.6) 1.84 | (1.41-2.40)
Rad. Staging 12 Wo. | CR+PR+SD 199/388 28.3|(25.3-31.3) |<0.0001

PD 27/ 32 10.1|(6.1-13.4) 6.91 |[(4.52-10.6)
Rad. Staging 24 Wo. | CR+PR+SD 174/372 30.1((28.2-33.7) |<0.0001

PD 61/ 79 11.5(10.0-13.4) 457 |(3.38-6.18)

In der univariaten Cox-Regressionsanalyse waren HPP1 BE1 pos., CEA BE1 hoch,
HPP1 BE2 pos. und CEA BE2 hoch sowie die Verlaufsgruppen HPP1 neg.pos./pos. und
CEA ndr.hoch/hoch signifikante negative Prognosefaktoren. Ebenso, wie bereits
geschrieben, war es die PD-Gruppe in 12- bzw. 24-Monats-Staginguntersuchung. Hinzu
kommen ECOG 1-2, Differenzierungsgrad G3-G4 Anzahl der Metastasierungsorte >1,
sowie die BRAF-Mutation. NRAS/KRAS-Mutation, Geschlecht und die primére
Lokalisation sind knapp nicht statistisch signifikant fur p<0,05.
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4.2.2.2 Multivariate Analyse

Fur die Durchfihrung der multivariaten Analyse musste zuerst geklart werden, welches

Modell sich dafiir am besten eignet. Zunéchst wurden mehrere Modelle erstellt und

mittels Akaike-Informationskriterium (Akaike information criterion — AIC) bewertet.

AIC dient der Beurteilung der Gute eines statistischen Models fur einen gegebenen

Datensatz. Uber die Aufnahme folgender Faktoren musste entschieden werden:

o Der Mutationsstatus (NRAS/KRAS, BRAF), da er nur bei ca. 85% der Patienten

(362 von 467) vorlag

e Kilinische Parameter, die in der univariaten Analyse statistische Signifikanz

aufwiesen, wie Differenzierungsgrad, ECOG und Anzahl der Metastasierungsorte

e Tumormarker welcher Blutproben und in welcher Kombination (BE1 und BE2

oder als Verlauf)

Tabelle 4.8: Berechnung von Akaike information criterion (AIC) fur unterschiedliche
Cox-Modelle (Mut.=Mutationsstatus NRAS/KRAS, BRAF)

Parameter AIC mit Mut. | AIC ohne Mut.
(n=362) (n=419)
Nur klinische Parameter (,,Klinik*) 1913 2246
Klinik + HPP1 BE1 + CEA BE1 [Modell G 1] 1902 2226
Klinik + HPPI BE1 1904 2233
Klinik + CEA BE1 1905 2232
Klinik + HPPI BE2 + CEA BE2 [Modell G 1I] 1891 2219
Klinik + HPP1 BE2 [Modell G 111} 1892 2223
Klinik + CEA BE2 1904 2234
Klinik + HPP1 BE1-BE2 + CEA BEI1-BE2 1891 2218
Klinik + HPPI BE1-BE2 1892 2220
Klinik + CEA BE1-BE2 1903 2232
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Die entsprechenden AIC-Werte sind in Tabelle 4.8 dargestellt. Kleinere AIC-Werte
weisen auf ein besseres Modell hin. Den niedrigsten AIC-Wert — jeweils 1891 - weisen
die Modelle ,,Klinik + HPPI BE2 + CEA BE2 + Mut.“ und ,,Klinik + HPPI BE1-BE2 +
CEA BEI1-BE2 + Mut.* auf. Bedenkt man, dass nur die Patienten mit positivem (hohem)
Tumormarker eine signifikante Verschlechterung des Gesamtiiberlebens zeigten
(pos./neg. vs. neg./neg. waren nicht signifikant unterschiedlich), liegt es nahe, die nicht
signifikant unterschiedlichen Gruppen zusammenzulegen, was aber dazu fiihrt, dass
daraus die Gruppen zu BE2 pos. und BE2 neg. resultieren. Entsprechend gilt dies auch
fir CEA. Da die oben genannten Modelle gleiche AIC-Werte aufwiesen, fiel die
Entscheidung zugunsten des weniger komplexen Modells ,,Klinik + HPP1 BE2 + CEA
BE2 + Mut.“, nachfolgend als Modell G II bezeichnet.

Obwohl das Modell ,,Klinik + HPPI BE1 + CEA BE1 + Mut.“ nicht den niedrigsten AIC-
Wert insgesamt besetzte (1902), war ihr Wert aber der niedrigste fiir den Zeitpunkt der
Blutentnahme BEI, also vor Beginn der Therapie. Deshalb soll dieses Modell,

nachfolgend als Modell G I bezeichnet, hier ebenfalls vorgestellt werden.
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Multivariates Modell G I:

In der multivariaten Analyse des Modells G | stellt HPP1 mfcDNA neben CEA einen

unabhéngigen Prognosefaktor des Gesamtiiberlebens dar, was erneut seinen Nutzen als

prognostischer Tumormarker des metastasierten kolorektalen Karzinoms unterstreicht.

Die Hazard Ratio von HPP1 mfcDNA betragt 1,548 (C1-95%: 1,069 - 2,241; p=0,0207)

und liegt hoher als die von CEA — 1,376 (CI-95%: 1,011 - 1,873; p=0,0421). Dariiber
hinaus sind BRAF-Mutation,

Differenzierungsgrad

Prognosefaktoren des Modells G | (s. Tabelle 4.9).

Tabelle 4.9: Multivariate Analyse fir OS im Gesamtkollektiv (Modell G I)

und ECOG

unabhéngige

Parameter HR 95% HRCI P-Wert

Mutation: BRAF 2,620 1,573 - 4,363 0,0002
NRAS/KRAS 1,292 0,943 -1,770 0,1106
Differenzierungsgrad 1,971 1,455 - 2,670 <,0001
ECOG 1,683 1,262 - 2,244 0,0004
Anzahl der Metastasierungsorte 1,282 0,947 - 1,736 0,1077
CEA BE1 (Status) 1,376 1,011-1,873 0,0421
HPP1 BE1 (Status) 1,548 1,069 - 2,241 0,0207
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Multivariates Modell G 1I:

Das multivariate Modell G 11 bezieht sich auf den Zeitpunkt der Blutentnahme BE2.
HPP1 mfcDNA stellt erneut einen unabhéngigen Prognosefaktor dar. Die Hazard Ratio
liegt bei 1,892 (95%-Cl: 1,382 - 2,592; p<0,0001) und ist somit etwas hoher als HPP1
BE1 aus dem Modell G I. In Kontrast dazu ist CEA BE2 (knapp) statistisch nicht
signifikant (p=0.0551). Dariiber hinaus sind BRAF, Differenzierungsgrad, ECOG,
Anzahl der Metastasierungsorte unabhéngige Prognosefaktoren des Gesamtiiberlebens (s.
Tabelle 4.10).

Tabelle 4.10: Multivariate Analyse fir OS im Gesamtkollektiv (Modell G II)

Parameter HR 95% HRCI P-Wert

Mutation: BRAF 2,546 1,525 - 4,252 0,0004
NRAS/KRAS 1,305 0,954 - 1,786 0,0963
Differenzierungsgrad 1,893 1,393-2,571 | <0,0001
ECOG 1,526 1,141 - 2,041 0,0044
Anzahl der Metastasierungsorte 1,420 1,051 -1,919 0,0224
CEA BEZ2 (Status) 1,347 0,994 - 1,826 0,0551
HPP1 BE2 (Status) 1,892 1,382-2,592 | <0,0001
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Multivariates Modell G IlI:

Da im Modell G Il der CEA-Wert keine statistische Signifikanz hat, kann das dritte
Modell ohne diesen Markers berechnet werden. Der AIC-Wert dieses Modells liegt bei
1892, also nur ein Punkt mehr als das Modell G 11 und ist somit als nahezu gleich gut zu
werten. Die Ergebnisse sind inTabelle 4.11 aufgelistet.

Tabelle 4.11: Multivariate Analyse fir OS im Gesamtkollektiv (Modell G 111)

Parameter HR 95% HRCI P-Wert

Mutation: BRAF 2,627 1,575 - 4,382 0,0002
NRAS/KRAS 1,312 0,959 - 1,795 0,0889
Differenzierungsgrad 1,851 1,364 - 2,512 | <0,0001
ECOG 1,531 1,145 - 2,046 0,0041
Anzahl der Metastasierungsorte 1,424 1,054 - 1,922 0,0211
HPP1 BE2 (Status) 2,079 1,542 - 2,803 | <0,0001

Somit betragt die Hazard Ratio von HPP1 BE2 2,079 (95%-CI: 1,542 — 2,803, p<0,0001).
Dieses Ergebnis wurde anschlieBend mittels Bootstrap-Analyse ausgewertet: die mittlere
Hazard Ratio in 200 Bootstrap-Proben liegt fir HPP1 BE2 bei 2,16 (1.36 - 3.58, P<0,05
fr 199/200 Proben).
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4.2.3 HPP1 mfcDNA als Marker des Therapieansprechens

Als néchster Schritt soll die quantitative Menge an HPP1 mfcDNA — der PMR-Wert
einzelner Proben als Marker des Therapieansprechens getestet werden. Zunéchst werden
die gemessenen HPP1-PMR-Werte und ihr Verlauf betrachtet. In Abbildung 4.9 ist eine
Dotplot-Darstellung dieser Werte zu sehen; die einzelnen gemessenen PMR-Werte
(logarithmisch) sind auf zwei Wolken entsprechend den zwei Blutentnahmen aufgeteilt.
Es fallt hier auf, dass die Induktionschemotherapie insgesamt zu einem Abfall der HPP1-
PMR-Werte fuhrte: Sowohl die durchschnittliche Hohe des PMR-Wertes als auch der
mediane Wert sanken beim Ubergang von BE1 zu BE2.

Betrachtet man die Dot plot-Darstellung der CEA-Werte aufgeteilt nach den beiden
Blutentnahmen, so fallt auf, dass die zwei Punktwolken eine sehr &hnliche Form besitzen.
Die Anderung des Mittel- und des Medianwertes fallt deutlich kleiner aus als bei HPP1
(Abbildung 4.10).

Der Abfall von HPP1-PMR wahrend der Therapie kann mdglicherweise als Hinweis auf

deren Wirkung gegen die Erkrankung gedeutet werden.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Anderung des PMR-Wertes von HPP1
mfcDNA nach dem ersten Therapiezyklus als Therapie-Response gedeutet werden kann.
Diese Annahme wird bei der ROC-Analyse nochmals untermauert.
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Zur Erstellung von ROC-Kurven wurden die PMR-Werte von HPP1 mfcDNA und die
CEA-Konzentrationen sowie die Ergebnisse der radiologischen Staging-Untersuchungen
verwendet. Solche Staging-Untersuchungen fanden 12 und 24 Wochen nach dem Beginn
der Induktionschemotherapie statt, wobei die spatere der beiden Untersuchungen
wesentlich mehr Patienten mit Progression der Erkrankung (progressive disease)
identifizieren konnte. Wie bereits gezeigt (S. 50), fihrte die Progression zu einem
drastischen Abfall des Gesamtiiberlebens im Vergleich zu den restlichen Patienten.
Die durchgefuhrte ROC-Analyse beschéftigte sich mit der Frage, ob dieser ungunstige
Verlauf der Erkrankung durch die bereits nach einem Therapiezyklus, also am Tag 15
oder 22 (BE2), gemessenen Blutmarker HPP1 und CEA vorhergesagt hatte werden

kdnnen.

Die Abbildungen Abbildung 4.11 und Abbildung 4.12 zeigen solche ROC-Kurven fir die
beiden Biomarker und jeweils beide Stagings. Die AUC (area under the curve) fir HPP1
liegt bei dem 12-Wochen-Staging bei 0,774 und bei dem 24-Wochen-Staging bei 0,713.
Der negative pradiktive Wert betragt bei dem 12-Wochen-Staging 97,7 (95.1-99.2) und
94.4 (90.9-96.8) bei dem 24-wochigem. Damit stellt sich HPP1 als ein durchaus
brauchbarer Vorhersagefaktor des schlechten radiologischen Therapieansprechens dar.
Im Gegensatz dazu liegen die beiden AUC-Werte des CEA entsprechend bei 0,492 und
0,522, weshalb sich CEA fiir solche Vorhersagen als nutzlos erweist.
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5 Diskussion

Tumormarker sind Informationstréger einer malignen Krebserkrankung und kénnen nicht
nur direkt am Ort der Organmanifestation, sondern auch in Korperflissigkeiten
nachgewiesen werden. Die verschiedenen Markerklassen unterscheiden sich bezlglich
Informationsgehalt und Aussagekraft. Aktuell sind auf Nukleinsduren basierte Biomarker
von groRRem Interesse. Sie enthalten genetische Information des Tumors und konnten
zukiinftig eine Schlusselrolle in der Diagnostik, Prognoseabschatzung und

Therapiesteuerung von malignen Tumoren einnehmen.

Die Detektion von frei zirkulierender DNA im Blut ist eine elegante Methode zur
genetischen Darstellung des Tumors, die aufgrund ihres minimalinvasiven Charakters im
Vergleich zu einer Biopsie komplikationslos und nahezu beliebig haufig wahrend der
Behandlung durchgefiihrt werden kann. Das fortgeschrittene Stadium einer
Tumorerkrankung geht mit einer eingeschrankten Prognose einher, die im Falle des
kolorektalen Karzinoms auch noch heutzutage ausgesprochen schlecht ist. Neue
verléssliche Biomarker fir die Beurteilung und Vorhersage des Therapieansprechens
werden deshalb dringend benétigt. Die DNA-basierten Marker bieten sich flr diese Rolle
an: Im fortgeschrittenen Tumorstadium, wie zum Beispiel beim metastasierten
kolorektalen Karzinom, liegt definitionsgemaR insgesamt eine hohere Tumormasse und
somit auch hohere Mengen an malignen Zellen im menschlichen Organismus vor, als im
Frihstadium. Zudem kommt es bei Tumorwachstum zu einer Vaskularisation des neu
gebildeten Gewebes und damit erst zu einem Anschluss an das korpereigene
Blutgefalsystem. Dies konnte begrunden, warum die Analyse der fcDNA im
Patientenblut besonders im fortgeschrittenen Stadium einer malignen Erkrankung
besonders wertvolle Information tber den Tumor liefern kann. So konnte auch in
Vorarbeiten zu dieser Dissertation gezeigt werden, dass HPP1 und HLTF mfcDNA
h&ufiger Dbei diesen Patienten detektiert wird, als bei Patienten in friheren
Erkrankungsstadien [Wallner et al., 2006, Herbst et al., 2011]. Dies gilt jedoch nicht flr
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jeden DNA-basierten Marker: Die Detektion von NEUROGL1 korrelierte nicht mit dem
Erkrankungsstadium und stellte einen potentiellen Screening-Marker des KRK dar
[Herbst et al., 2011, Philipp et al., 2014]. Dies suggeriert einen anderen Weg seiner
Freisetzung als der Zellzerfall, der im fortgeschrittenen Stadium zunimmt. Im
Allgemeinen ist der genaue Mechanismus, durch den Tumor-DNA ins Blut gelangt, noch
nicht vollstandig geklart. Man geht jedoch davon aus, dass die Freisetzung Uberwiegend
infolge des Zelluntergangs, wie Apoptose und Nekrose stattfindet [Jahr et al., 2001].
Ferner kdnnen als eine weitere DNA-Quelle die im Serum nachweisbaren Exosomen (50-
150 nm groRe Vesikel, die an der Zellkommunikation beteiligt sind) dienen und bei ihrer
Freisetzung aus Tumorzellen wichtige Informationen liefern [Kahlert et al., 2014].
Daruber hinaus konnen im Blut auch zirkulierende Tumorzellen nachgewiesen werden,
die wichtige Informationen liefern und als Quelle fiir verschiedene Biomarker, wie eben
die Tumor-DNA, fungieren [Barbazan et al., 2014].

Fur gynédkologische maligne Tumorerkrankungen existieren Nachweise, dass frei
zirkulierende DNA fir die Beurteilung des Therapieansprechens wahrend der
Behandlung herangezogen werden kann [Dawson et al., 2013, Murtaza et al., 2013]. Auch
fur methylierte fcDNA gibt es mehrere Studien, die ihren potenziellen Nutzen als
Biomarker fiir die Chemotherapie belegen, allerdings nicht fiir das kolorektale Karzinom.
So konnte zum Beispiel fir das metastasierte Prostatakarzinom gezeigt werden, dass
methylierte DNA des Gens Glutathione S-transferase 1 (nGSTP1 DNA) als potentieller
prognostischer und response-Marker in der chemotherapeutischen Behandlung dient
[Mahon et al., 2014].

In Vorarbeiten zu dieser Dissertation wurde in retrospektiven Studien gezeigt, dass die
Detektion von frei zirkulierender HPP1 und HLTF mfcDNA einen prognostischen
Marker flr Patienten mit kolorektalem Karzinom im UICC-Stadium 1V darstellt [Wallner
et al., 2006, Herbst et al., 2009, Philipp et al., 2012, Philipp et al., 2014]. Die Ergebnisse
der hier beschriebenen prospektiven Studie, die an einem deutlich groReren
Patientenkollektiv mit mKRK durchgefuhrt wurde, konnten dies bestatigen: Die
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Detektion von HPP1 mfcDNA war ein unabhéngiger prognostischer Marker fur ein
kirzeres Gesamtiiberleben. Darlber hinaus korrelierte die Reduktion der HPP1 mfcDNA
unter die Nachweisgrenze wéhrend der Induktionstherapie mit einem besseren Outcome
im Gegensatz zu den Patienten mit weiterhin nachweisbarer HPP1 mfcDNA. Des
Weiteren konnte man anhand der quantitativen Menge der mfcDNA zwei
beziehungsweise drei Wochen nach Therapiebeginn eine Vorhersage bezuglich des
Erkrankungsverlaufs treffen. Hiermit war eine Differenzierung zwischen progressivem
Krankheitsverlauf auf der einen und Therapieansprechen, beziehungsweise stabilem

Verlauf, auf der anderen Seite moglich.

In Ubereinstimmung mit Vorarbeiten gab es im Vergleich zu HPP1 mfcDNA deutlich
weniger Patientenproben mit detektierbarer HLTF mfcDNA [Wallner et al., 2006, Philipp
etal., 2012]. Im kleineren Testkollektiv korrelierte der Nachweis von HLTF mfcDNA in
der zweiten Blutprobe mit einem schlechteren Gesamtiiberleben in der multivariaten
Analyse, was in Verbindung mit HPP1 mfcDNA eine Identifizierung von Patienten mit
besonders schlechter Prognose ermoglichte. Aufgrund der Uberlegenheit von HPP1 fiel
jedoch die Entscheidung, sich im Rahmen dieser Arbeit auf diesen deutlich mehr
versprechenden Marker zu konzentrieren. So wurde HLTF mfcDNA im Gesamtkollektiv
nicht mehr mitgemessen. Nichtsdestotrotz stellt HLTF mfcDNA einen interessanten

Biomarker des kolorektalen Karzinoms dar und bedarf weiterer Erforschung.

CEA ist ein etablierter prognostischer Tumormarker des KRK und wird in der klinischen
Routine eingesetzt. In dieser Studie konnte der prognostische Wert dieses Markers
bestatigt werden. Allerdings stellte sich HPP1 mfcDNA, im Gegensatz zu CEA,
zusétzlich als ein response-Marker in der Therapie des KRK heraus. Wéhrend CEA keine
Vorhersage bezuglich des Therapieansprechens treffen konnte, bot HPP1 die Mdglichkeit
Patienten, die von der Chemotherapie profitieren, zu identifizieren. Zudem konnten auch
die Patienten ermittelt werden, die nicht auf die Therapie ansprachen. Dies konnte dafur
genutzt werden bei jenen Patienten das Therapiekonzept zu Uberdenken: In Frage kdmen

hierbei zum Beispiel ein Wechsel beziehungsweise eine Intensivierung des
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Chemotherapieschemas oder eine erneute Evaluation eines symptomorientierten,
palliativen Ansatzes mit maximaler Lebensqualitat und verringerten Nebenwirkungen.
Diese mogliche klinische Konsequenz in der Therapie von metastasiertem Kolorektalem

Karzinom ist der entscheidende Vorteil von HPP1 gegeniiber CEA.

Als Standarddiagnostikverfahren fiihrte man im Rahmen dieser Studie 12 und 24 Wochen
nach Beginn der Induktionstherapie radiologische Staging-Untersuchungen durch, um die
Wirksamkeit der Behandlung zu beurteilen. Betrachtet man die Ergebnisse dieser beiden
Untersuchungen, féllt auf, dass die Anzahl der PD-Patienten im zweiten Staging im
Vergleich zum ersten ansteigt und die der SD-Patienten abfallt. Dies deutet daraufhin,
dass die radiologische Staging-Untersuchung nach 12 Wochen noch nicht alle Patienten
mit Progression der Erkrankung aus dem 24-Wochen-Staging erfasst. Im deutlichen
Unterschied zu diesen Staging-Untersuchungen erlaubt HPP1 mfcDNA bereits nach zwei
beziehungsweise drei Wochen eine Vorhersage beziglich des Therapieansprechens.
Somit konnte dies als frihe Entscheidungshilfe zur Therapieoptimierung der Patienten

ohne Ansprechen genutzt werden.

Nach bestem Wissen ist dies die erste grolRe und prospektiv angelegte Studie, die in einem
homogenem Patientenkollektiv belegt, dass der Nachweis von methylierter, frei
zirkulierender DNA als response-Marker bei metastasiertem kolorektalem Karzinom
Verwendung finden kann. Andere Forschungsgruppen haben bereits auf Nukleinsauren
basierte Tumormarker zur Beurteilung des Therapieansprechens analysiert: In einer
prospektiven Studie mit 53 mKRK-Patienten, die mit first-line-Therapie behandelt
wurden, untersuchten Tie et al. frei zirkulierende Tumor-DNA im Patientenblut. Ahnlich
wie bei dieser Dissertation wurden zwei Blutproben am Anfang der Therapie analysiert.
Hier konnte gezeigt werden, dass die Reduktion der Tumor-DNA im Verlauf der Therapie
mit dem radiologisch gemessenen Ansprechen korrelierte und somit einen frihen
response-Marker darstellte. Bei den gemessenen CEA-Spiegeln wurde bei diesen
Patienten keine signifikante Anderung beobachtet [Tie et al., 2015]. Hansen et al.
untersuchten in einer anderen Studie mit 68 mKRK-Patienten, die in der first-line-
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Therapie kombiniert mit Bevacizumab behandelt wurden, microRNA-126: Die Anderung
des Blutspiegels von microRNA-126 im Therapieverlauf Kkorrelierte mit dem
Therapieansprechen [Hansen et al., 2015]. Eine weitere Studie an 50 mKRK-Patienten
beschéftigte sich mit dem Nachweis von frei im Blut zirkulierenden Tumorzellen
(circulating tumor cells - CTC) und mit daflr geeigneten Markern: Barbazan et al.
entwickelten hier ein Multi-Marker-Panel bestehend aus 6 Genen und konnten mit dessen
Hilfe Patienten, die von der Chemotherapie (nicht) profitierten, identifizieren. [Barbazan
et al., 2014]. Die drei hier beschriebenen Studien wurden mit relativ niedrigen
Patientenzahlen durchgefihrt. Im Vergleich dazu fanden die Messungen und Analysen
dieser Dissertation an einem wesentlich groReren Patientenkollektiv statt, bestehend aus
467 mKRK-Patienten, die mit Fluoropyrimidin, Oxaliplatin und Bevacizumab im
Rahmen einer prospektiven, klinischen Studie behandelt wurden. Basierend auf den
Ergebnissen fungierte HPP1 DNA als prognostischer Biomarker und als friiher response-
Marker flir mKRK-Patienten und kénnte potentiell einen Einsatz in der first-line-Therapie
des mKRK finden. Jedoch bedarf HPP1 DNA einer Evaluation im Rahmen weiterer
prospektiver Studien, in welchen die Therapie in Abhangigkeit von diesem Biomarker
durchgefuhrt und gegebenenfalls, bei fehlendem Ansprechen im Verlauf, angepasst oder
verandert wird. Dartber hinaus sollten in einer weiteren Untersuchung die oben
beschriebenen, sowie andere potentielle Biomarker des mKRK und HPP1 bestimmt und
alle direkt miteinander verglichen werden. Der etablierte Tumormarker des kolorektalen
Karzinoms - CEA - konnte nach den hier dargestellten Daten, sowie nach den Daten der
von Tie et al. beschriebenen Studie nicht als Therapie-response-Marker eingestuft werden
[Tie etal., 2015].

Unterschiedliche Klassen von Tumormarkern haben ihre spezifischen Vor- und
Nachteile. So kdnnen die etablierten proteinbasierten Marker, wie beispielsweise CEA,
in der Klinischen Routine einfach bestimmt werden und haben bereits gut erforschte
Trennwerte fur spezifische Fragestellungen. Da ihre Aussagekraft bei metastasiertem
kolorektalem Karzinom beziiglich Therapiewahl und Ansprechen eingeschrankt ist, sind

aktuell die deutlich aufwéndig zu messenden, auf Nukleinsauren basierten Tumormarker
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von groflem Interesse. Als Trager der genetischen Information fungieren frei im Blut
zirkulierenden Tumorzellen (CTC) oder DNA- und RNA-Fragmente. Die Analyse von
CTC bietet einen Gesamteinblick in die maligne Zelle: Hier kdnnen neben der DNA auch
mMRNA und Proteine, sowie die funktionellen Aspekte gleichzeitig untersucht werden.
Diese Methode birgt dennoch Limitationen: Die niedrige Konzentration von 1-10 Zellen
pro 10 ml Blut stellt eine grol’e Herausforderung fir die analytischen Methoden dar.
Zudem ist die Aussage bei einem Nachweis von einzelnen Tumorzellen aufgrund von
Tumorheterogenitat hinsichtlich der gesamten Tumorlast eingeschrénkt. Diese Faktoren
erschweren die Etablierung von CTC als Biomarker in der klinischen Routine, zudem
fehlt es in diesem Gebiet an standardisierten Nachweismethoden [Alix-Panabieres and
Pantel, 2014]. Die Detektion von frei im Blut zirkulierender (methylierter) DNA gelingt
durch weniger komplexe Methoden und erfordert niedrigere Probenvolumina (in dieser
Studie 200 pl). Daruber hinaus erlaubt diese Methode vermutlich die Analyse der
Gesamtheit der DNA, die durch das heterogene Tumorgewebe freigesetzt wird. In
Zusammenschau stellt die Detektion von fcDNA und mfcDNA ein elegantes und
vielversprechendes Verfahren dar, das sich gut fir die klinische Routine etablieren l&sst.

Die im Rahmen dieser Dissertation durchgefiihrte Studie profitierte von der groRRen
Anzahl an Patienten und dem prospektivem Design, sowie der zum Patienten-Outcome
verblindeten Durchfiihrung der Messungen. Trotzdem gab es einige Limitationen: So
beinhaltete das Behandlungsprotokoll nur Fluoropyrimidin, Oxaliplatin und
Bevacizumab und keine weiteren Chemotherapeutika oder Biologicals, wie Irinotecan
oder anti-EGFR-Antikorper. Des Weiteren wurden aufgrund des Studiendesigns jeweils
zwei Patientenproben auf ihren Gehalt an mfcDNA analysiert. Dabei blieb es unklar, ob
dieser einer zeit- und patientenzustandsabhangigen Variabilitat unterliegt oder an
welchem Zeitpunkt der Therapie die zweite Blutentnahme die maximale Aussagekraft
bezlglich des Therapieansprechens besitzen konnte. Hierzu waren wiederholte
Messungen mit kiirzeren Abstdnden notig. Dartber hinaus wurden auler CEA keine
weiteren relevanten Tumormarker, wie die Mikrosatelliteninstabilitat, oder Blutwerte wie

beispielsweise die Laktatdehydrogenase mitbestimmt und mit HPP1 verglichen. In
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Vorarbeiten wurde hingegen ein direkter Vergleich von HPP1 mfcDNA, CEA und LDH
als prognostischer Marker durchgefiihrt [Philipp et al., 2014]. Ebenso erfolgte nur in der
vorangegangen Studie eine Korrelation zwischen HPP1 Methylierungsstatus im Blut und
Tumorgewebe [Philipp et al., 2012]. Ein weiterer limitierender Aspekt der Studie war die
Einschrankung der Patientenprobe auf 200 pl. Ein deutlich gréReres Volumen von zum
Beispiel 20 ml kdnnte moéglicherweise einen Teil der Proben mit vermeintlich nicht
nachweisbarer mfcDNA als Proben mit sehr niedriger Konzentration aufdecken und
somit eine bessere Differenzierung solcher Patienten mit sich bringen. Auch in Bezug auf
HLTF hatte diese VolumenvergrolRerung eventuell eine Verbesserung des prognostischen
Wertes zur Folge. Dafur ware jedoch eine Etablierung von grofivolumigen
Zentrifugationssdulen unter Beachtung der Maximalkapazitat der Glasfasermembranen

notwendig.

AbschlieRend lasst sich sagen, dass bei dringendem Bedarf an verlasslichen Biomarkern
in der Therapie des kolorektalen Karzinoms die Detektion von frei im Blut zirkulierender
HPP1 DNA sehr grofles Potential fur diese Rolle besitzt. Hier aufgefuhrte
Studienergebnisse zeigen, dass fir Patienten im metastasierten Stadium der Erkrankung
HPP1 DNA einen unabhdngigen prognostischen Marker darstellt. In der Chemotherapie
mit Fluoropyrimidin, Oxaliplatin und Bevacizumab fungiert HPP1 auflerdem als
unabhéngiger response-Marker. Er erlaubt die sehr friihe Identifikation von sowohl
Patienten, die von der Therapie profitieren, als auch jener, die nicht ansprechen. Dies
konnte im Klinischen Alltag fir solche Patienten zur erneuten Evaluation des
Behandlungsschemas fuihren und einen frihen Therapiewechsel einleiten. Fur die
Verwendung in der klinischen Routine muss HPP1 mfcDNA allerdings durch weitere
Klinische Studien validiert werden.
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(O Overall survival
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pos. Positiv
PR Partial remission
gPCR Quantitative PCR
RECIST Response evaluation criteria in solid tumors
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S. Siehe
SD Stable disease
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uUiCC Union internationale contre le cancer

VS.
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