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Einleitung

1 Einleitung

Die bosartigen Tumore belegen nach den Herz-Kreislauf-Erkrankungen den zweiten Platz
unter den héufigsten Todesursachen in Deutschland. Trotz weiterhin insgesamt schlechter
Prognose konnen zunehmend, durch den Einsatz von hochaktiven Chemotherapeutika und
ihrer Kombination mit immunologisch wirksamen Substanzen, das Gesamtiiberleben und die
Lebensqualitét bei vielen Krebsarten deutlich gesteigert werden. Um moglichst noch vor dem
Verabreichen einer Erstlinienbehandlung das vertraglichste und wirksamste Behandlungs-
konzept vorhersagen zu kdnnen, miissen dringend zuverléssige pradiktive Biomarker erkannt

und in der klinischen Routine etabliert werden.

1.1 Das metastasierte kolorektale Karzinom (mKRK)
1.1.1 Epidemiologie

Laut des aktuellen Berichts zum Krebsgeschehen in Deutschland des Robert-Koch-Instituts
liegt die jahrliche Inzidenz des kolorektalen Karzinoms (KRK) bei etwa 60.000 neu diagnos-
tizierten Patienten (2018). Damit stellt das KRK die zweithdufigste Krebserkrankung bei
Frauen und die dritthdufigste bei Mannern dar. Das Erkrankungsrisiko steigt dabei mit zu-
nehmendem Lebensalter. Mit insgesamt etwa 23.000 Sterbefdllen im Jahr 2018 ist es die
dritthdufigste krebsbedingte Todesursache sowohl bei Ménnern (nach dem Bronchial- und
Prostatakarzinom) als auch bei Frauen (dem Mamma - und dem Lungenkarzinom folgend)
[1]. Das mittlere Erkrankungsalter ist bei beiden Geschlechtern anndhernd gleich und liegt
bei liber 70 Jahren, das Lebenszeitrisiko betrdgt in Deutschland etwa 6% [1, 2]. Weltweit
weisen sowohl Inzidenz als auch Mortalitit eine geographische Abhingigkeit auf — wéhrend
die meisten Neuerkrankungen in den Industrieldndern in Westeuropa und Nordamerika re-

gistriert werden, ist die Sterblichkeit in Entwicklungsldndern besonders hoch [3].
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Estimated age-standardized incidence rates (World) in 2020, colorectum, both sexes, all ages

ASR (World) per 100 000

2269
17.0-26.9
o 107-17.0

6.7-10.7 - Not applicable
<67 No data

Estimated age-standardized mortality rates (World) in 2020, colorectum, both sexes, all ages

-

ASR (World) per 100 000

=113
87-11.3
6.5-8.7

46-6.5 - Not applicable

<486 No data
Allrights reserved. The designations employed and the presentation of the material in this publication do net imply the expression of any apinion whatseever  Data seuree: GLOBOCAN 2020 % world Health
onthe part af the World Health Grganizatian / International Agency for Research on Cancer cancerning the legal Status of any country, territary, ciry or areaor Map production: IARC 4.2 Organization
of its autharities, or concerning the delimication of its frontiers or boundaries. Dotted and dashed lines on maps represent approximate barderlines for which — {http/eo iarc. oty e
Tneve i ot yet st sgreeonent Word Health Organizatian winternational Agency for Research on Cancer 2020

all rights reserved

Abbildung 1: Inzidenz (oben) und die Mortalitdt (unten) des KRK weltweit. [4]

Die Prognose hingt stark von der Ausbreitung bei Erstdiagnose ab. Diese wird durch die
Einteilung nach UICC (Union internationale contre le cancer) — beschrieben, welche auf der
TNM (Tumor, Nodus/ Lymphknoten, Metastase) - Klassifikation basiert. Mit steigendem
UICC Stadium sinkt die 5-Jahres-Uberlebeswahrscheinlichkeit rapide und betrigt im UICC
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IV nur noch etwa 10% [5]. Leider werden trotzdem immer noch etwa 20% der Patienten im

bereits metastasierten Stadium diagnostiziert [6].
1.1.2 Atiologie

Wegen des heterogenen Charakters des kolorektalen Karzinoms ist die eindeutige Abklarung
seiner Atiologie besonders schwer. Zwischen 70 und 85% aller KRK entstehen sporadisch
und sind nicht durch familidre Assoziation oder hereditdre Erkrankung erkldrt. Damit haben
nur 15 bis 30% der KRK eine gewisse vererbbare genetische Komponente [7]. Hinweisend
darauf ist die familidre Haufung, was aber nicht mit den hereditdren Formen des kolorektalen
Karzinoms verwechselt werden darf. Dazu zéhlen die familidre adenomatdse Polyposis
(FAP) und das hereditére nichtpolypdse kolorektale Karzinom (HNPCC oder Lynch-Syn-

drom), deren Anteil ist mit ungefihr 5% jedoch verhéltnisméBig gering.

GrofBle epidemiologische Studien haben den Zusammenhang zwischen den Erndhrungsge-
wohnheiten (,,westlicher Lebensstil*) und der Entstehung von KRK belegt. Die ballaststoff-
arme Erndhrung in Kombination mit iiberméBigem Konsum von rotem Fleisch und thermisch
verarbeiteten Fleischwaren werden als Risikofaktoren diskutiert [8]. Daneben sind Tabak-
und Alkoholkonsum, Bewegungsmangel und ein erhdhter Body-Mass-Index (BMI) als risi-
kosteigernd zu sehen [9, 10].

Eine besondere Risikogruppe machen die Patienten mit chronisch-entziindlichen Darmer-
krankungen (Colitis ulcerosa und Morbus Crohn) aus. Sie haben ein zwei- bis vierfach er-

hohtes Erkrankungsrisiko als die Normalbevdlkerung [11].

1.2 Tumorbiologie

Das Verstindnis der Tumorentstehung und das Erkennen von potenziellen Angriffspunkten

sind grundlegende Voraussetzungen fiir die Entwicklung effektiver Behandlungsstrategien.
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In ihrem weltweit bekannten Artikel ,,The Hallmarks of cancer* postulierten im Jahre 2000
Douglas Hanahan und Robert Weinberg sechs Verdnderungen genetischen Ursprungs, die

fiir die Entstehung von jeder Tumorart verantwortlich gemacht werden [12]. Diese sind:

e Selbstversorgung der Zellen mit Wachstumsfaktoren
e Resistenz gegen wachstumsinhibierende Signale

e Umgehung der Apoptose

e Potential zur unbegrenzten Replikation

e Aufrechterhalten von Angiogenese

e Gewebeinvasion und Metastasierung

2011 wurden in der Neuvauflage ,, The hallmarks of cancer: the next generation “ [13] weitere

zwei Kennzeichen durch die beiden Autoren hinzugefiigt:

e Reprogrammieren des Energiemetabolismus

e Vermeiden der Zerstorung durch das Immunsystem

Durch das Verstindnis der Karzinogenese ergeben sich spezifische therapeutische Angriffs-

punkte.

1.2.1 Kolorektale Karzinogenese

Das Darmepithel ist groBer Beanspruchung ausgesetzt und muss dementsprechend kontinu-
terlicher regeneriert werden. Diese Regeneration erfolgt aus den Darmkrypten in denen sich
Stammzellen befinden. Durch WNT-Pathway kontrollierte Zellteilung bilden sich zunichst
ruhende Stammzellen welche sich durch weitere Zellteilung (Proliferation), Verschiebung
(Migration) in Richtung Darmzotte (Villi) und Differenzierung zu Driisenzellen (Gobletzel-
len), neuroendokrinen Zellen oder, in der iberwiegenden Mehrzahl, zu resorptiven Epithel-
zellen entwickeln. Im Bereich des Villi sterben diese Zellen dann durch kontrollierten Zelltod

(Apoptose) ab und werden durch die nichste Zellegeneration ersetzt.
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Im Falle von Fehlern in den Kontrollmechanismen der Proliferation der Stammzellen und
der Apoptose der alten Epithelzellen, entstehen zunéchst gutartige Polypen, welche Vorstu-
fen von Darmkrebs sein konnen. Die Einfithrung der Koloskopie hat es ermoglicht, die Ent-
wicklung des KRK iiber mehrere Jahre aus diesen urspriinglich gutartigen Lésionen zu be-

obachten, was zur Entstehung des Begriffs ,,Adenom-Karzinom-Sequenz* fiihrte [14].

Die molekulare Basis fiir diese Verdnderungen wurde erst durch das von Bert Vogelstein
entwickelte Modell weitestgehend geklédrt. Er machte die Akkumulation von genetischen
Mutationen in einer bestimmten Reihenfolge fiir den Erwerb von malignen Eigenschaften
der Zellen verantwortlich [15]. Am hiufigsten erfolgt nach Vogelstein zuerst eine Mutation
im APC (adenomatous polyposis coli) — Tumorsuppressorgen, welche zur Inaktivierung sei-
ner gatekeeper-Funktion fiihrt. Die weiteren Schritte bis zum manifesten Karzinom umfassen

Mutationen im Protoonkogen KRAS und im Tumorsuppressorgen p53.

|APC | | Genominstabilitat | | KRAS | | DCC | | p53 || Andere Verdanderungen

Normales Hyper- frihes Intermedia- Spates T Metasta-
Epithel prolrferatwon Adenom res Adenom Adenom sierung

Abbildung 2: Vogelstein-Modell. APC = adenomatous polyposis coli, KRAS = Kirsten rat sarcoma,
DCC = deleted in colorectal cancer

Das Jass-Modell stellt eine Ergdnzung zum Vogelstein-Modell dar und beschreibt alternative
Pathogenesewege [16, 17]. Demnach kann das kolorektale Karzinom als heterogene Erkran-
kung verstanden werden, dessen Entstehung u.a. auch auf genetischen Mustern wie der DNA
Mikrosatelliteninstabilitdt (MSI) und der chromosomalen Instabilitét (CIN) beruht. Das Vo-

gelstein-Modell ist hier ein Karzinogeneseweg im Rahmen der chromosomalen Instabilitét.

Mikrosatelliten, auch short tandem repeats genannt, sind kurze (1-6 Basenpaare) repetitive

DNA-Sequenzen, die eine Anfélligkeit fiir Replikationsfehler aufweisen. Die Verdnderung
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dieser Mikrosatelliten Abschnitte ist auf Mutationen in Genen der DNA-Reparatursysteme
(mismatch repair, MMR) zuriickzufiihren, sodass Replikationsfehler nicht korrigiert werden.
Meistens sind Komponenten des MMR Systems wie die MLH1- (mutL homolog 1) und
MSH2- (mutS homolog 2) Gene durch Mutationen inaktiviert [ 18]. Dieser Mechanismus liegt
der Entstehung von HNPCC sowie von bis zu 15% der sporadisch auftretenden KRK zu-
grunde [19].

Die chromosomale Instabilitit ist das Ergebnis von Mutationen in den Genen, die DNA—
Reparaturproteine kodieren. Nachfolgende Mutationen konnen also nicht effektiv korrigiert
werden, es kommt zu Chromosomenstrangbriichen. Charakteristisch fiir Tumore mit CIN ist
der Verlust der Heterozygotie (loss of heterozygosity, LOH) [20]. Der Begriff beschreibt das
Ausschalten des zweiten Allels von Tumorsuppressorgenen, dessen anderes Allel bereits
durch eine Keinmbahnmutation inaktiviert worden ist. Die typische Abfolge dieser Ereig-
nisse beginnt mit einer Mutation des APC Gens auf Chromosom 5 [21]. Weiterhin kommt es
zur Aktivierung von Protoonkogenen wie KRAS und PIK3CA zu Onkogenen und zum Aus-
fall weiterer Tumorsuppressorgene wie p53 und DCC (deleted in colon cancer). Die CIN ist
an der Entstehung von etwa 80% der KRK beteiligt, auch in der Genese der FAP ist sie ein
fester Bestandteil [22].

Zunehmend wird auch die Rolle von epigenetischen Einfliissen diskutiert. Zum Beispiel liegt
in etwa 30% der KRK der CpG-Island-Methylierungsphénotyp (CIMP) vor, der durch Hy-
permethylierung von CpG-Inseln in Promoterbereichen von Tumorsuppressorgenen gekenn-
zeichnet ist. Dadurch wird die Transkription dieser Gene inhibiert, was wiederum den Funk-

tionsverlust von Tumorsuppressorgenen zur Folge hat [22].

Wichtig zu bedenken ist, dass die oben beschriebenen Mechanismen keine einzeln auftreten-
den Phinomene sind. Sie sind vielmehr als miteinander kommunizierende und sich gegen-

seitig verstdrkende Schritte in der Tumorgenese zu betrachten.
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1.3 Therapie

1.3.1 Aktuelle Therapieoptionen des kolorektalen Karzinoms (KRK)

Die Therapieindikation wird meistens bei der Erstdiagnose eines KRK gestellt. Hierbei wird

zwischen einem potentiell kurativen und einem palliativen Ansatz unterschieden. Das genaue

Vorgehen ergibt sich meistens aus dem erreichten Krankheitsstudium. Dieses wird nach der

Union internationale contre le cancer (UICC) Klassifikation als Zusammenfassung der T-

(TumorgroBe), N-(Lymphknotenmetastasen) und M- (Fernmetastasen) angegeben. Eine Auf-
listung der UICC Stadien findet sich in Tabelle 1.

UICC Tumorein- | Lymphknoten- | Fernmetasta- Therapie
dringtiefe status sen

Stadium 0 Tis NO MO Operation

Stadium I T1-2 NO MO Operation

Stadium II A T3 NO MO Operation

Stadium II B T4 NO MO Operation

Stadium IITA T1-2 N1 MO Operation + Adjuvante

Stadium I1IB T3-4 N1-2 MO Chemotherapie

Stadium IIIC alle T N3 MO

Stadium IV alle T alle N Ml Systemtherapie

Tabelle 1: Stadieneinteilung der UICC

Ein kurativer Ansatz ist fiir den Fall eines lokalen Kolonkarzinoms (UICC Stadien I-III) vor-

gesehen. Es ist dadurch gekennzeichnet, dass keine Fernmetastasen vorhanden sind und sich

der Patient in gutem Allgemeinzustand befindet [23]. In diesen Stadien wird eine En-bloc-
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Resektion des betroffenen Darmabschnitts inklusive der versorgenden Blut- und Lymphge-
fale vorgenommen. Die weitere Behandlung erfolgt nach histologischer Bestimmung nach
TNM-Klassifikation und Einteilung nach UICC Stadium. Ist der Tumor lokal fortgeschritten
(T4) und/oder die lokalen Lymphgefaf3e befallen (N+) sind, ist eine adjuvante Therapie meist
als Kombination aus dem Pyrimidinanalogon 5-Fluoruracil (5-FU) mit Folinsdure (FA) und
Oxaliplatin (Ox) indiziert. Eine 6-monatige adjuvante Chemotherapie mit dem Platinderivat
Oxaliplatin + 5-FU + Folinsdure (FOLFOX) erhoht die 3-Jahresiiberlebensrate im Stadium
UICC II um 7% - 9% [24].

Beim metastasierten KRK (mKRK) ist geméaf der aktuell giiltigen S3 Leitlinie sowohl eine
palliative als auch unter Umsténden eine kurative Behandlung méglich. Die Planung und die
Zielsetzung sollen im interdisziplindren Tumorboard erfolgen. Primére Ziele der Diskussion
im Tumorboard sind die Steigerung der Lebensqualitit, das Vermeiden von Organkomplika-
tionen, die Symptomlinderung, vor allem aber die Lebensverldngerung. Endoskopische
Stents oder die Anlage von Umgehungsanastomosen haben sich als wirksame palliative Mal3-

nahmen beim mKRK mit Symptomen bei der Stuhlpassage bewihrt [25].

Die Frage der bestmoglichen Therapieauswahl und -sequenz in diesem Kontext ist Thema
von erstrangiger Bedeutung fiir die klinische Forschung. Anders als in der adjuvanten Situa-
tion ist das Ergebnis der molekularpathologischen Untersuchung entscheidend fiir die Aus-
wahl der effektivsten Erstlinienstrategie. Dabei ist es essentiell vor Therapiebeginn den Mu-
tationstatus bzgl. der KRAS und NRAS Gene (jeweils Exon 2 (Codon 12 und 13), Exon 3
(Codon 59 und 61) und Exon 4 (Codon 117 und 146)) zusammengefasst als ,,RAS Status*
zu kennen. Daneben muss bekannt sein ob das BRAF Gen bzgl. V600OE (Exon 15, Codon
600) mutiert ist wie auch ob ein instabiler Mikrosattelitenstatus (MSIh) vorliegt [26]. Ist we-
der BRAF noch die RAS Gene mutiert wird von einem Doppelwildtyp (DWT) gesprochen.

Diese mKRK Patienten haben mit die beste Prognose.

Fiir die systemische Erstlinien-Chemotherapie im Stadium UICC IV stehen vier hochwirk-
same Substanzen zur Verfiigung, die im Rahmen von etablierten Protokollen untereinander

kombiniert werden —5-FU und seine oral verfiigbare Vorstufe Capecitabin, Oxaliplatin und
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der Topoisomerase-I-Inhibitor Irinotecan. Der Vorteil einer Kombinationstherapie gegen-
iber einer Monotherapie ergibt sich daraus, dass auf diese Weise mehrere Angriffspunkte
mit niedriger dosierten Zytostatika erfasst werden konnen. Damit ergibt sich eine hohere

Wirksamkeit und damit ein ldngeres Gesamtiiberleben [27].

Zu den hdufig angewendeten Protokollen zihlen FOLFOX (5-FU/Folinsdure + Oxaliplatin),
FOLFIRI (5-FU/Folinsdure + Irinotecan), CAPOX (Capecitabin + Oxaliplatin) und CAPIRI
(Capecitabin + Irinotecan). Seltener kommt IrOx (Irinotecan + Oxaliplatin) zum Einsatz. Fiir
junge Patienten und Patienten in besonders gutem Allgemeinzustand und bei hohem Remis-
sionsdruck kann der Einsatz der nebenwirkungsreicheren dreifach-Kombination FOL-

FOXIRI (5-FU/Folinsdure + Oxaliplatin + Irinotecan) diskutiert werden [28].

Als Erstes wurde 5-FU fiir die chemotherapeutische Behandlung des mKRK zugelassen,
nachdem im Vergleich zu rein supportiven Maflnahmen eine Verdoppelung des medianen
Uberlebens von etwa 6 Monaten ohne Therapie auf etwa 12 Monate unter 5-FU Monothera-
pie gezeigt werden konnte [29]. Mehrere Jahre spater wurde der Effekt einer Modulation mit
Folinsdure untersucht und es konnte eine Erhohung des Gesamtansprechens um 20% (30,3%
vs. 12,1%, p<0,01) im Vergleich zur Monotherapie erzielt werden [30]. Weitere klinischen
Studien haben die Ergidnzung dieser chemotherapeutischen Basis mit den neuentwickelten
Substanzen Irinotecan und Oxaliplatin tiberpriift. Ohne die Lebensqualitit wesentlich zu ver-
mindern, konnten durch den Zusatz von Oxaliplatin ein um 2,8 Monate ldngeres progressi-
onsfreies Intervall (9,0 vs. 6,2 Monate, p=0,0003) und ein um 28,4% besseres Therapiean-
sprechen (50,7% vs. 22,3%, p=0,0001) erreicht werden [31]. Ahnlich gute Wirksamkeit
konnte durch die Kombination von Oxaliplatin und Capecitabin erlangt werden [32]. Der
Vorteil einer Irinotecan enthaltenden Therapie gegeniiber 5-FU/ Folinsdure allein konnte
ebenfalls klinisch belegt werden. Das Therapieansprechen war um 17,7% hoher (40,8% vs.
23,1%, p<0,001) und sowohl die Zeit bis zur Progression als auch das mediane Gesamtiiber-
leben lieBBen sich ebenfalls nach Irinotecan enthaltender Therapie steigern (PFS 6,7 vs. 4,4

Monate, p<0,001, OS 17,4 vs. 14,1 Monate p=0,03) [33].

Wihrend der Therapie muss das Auftreten von unerwiinschten Nebenwirkungen regelméafig,

vor jedem Zyklus der medikamentdsen Therapie liberwacht werden. In Abhéngigkeit der

9
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aufgetretenen Nebenwirkungen kann es im Rahmen der Therapie immer wieder zu Dosisan-
passungen kommen. Daneben sollen klinische Anamnese, korperliche Untersuchung und La-
borkontrollen erfolgen. Das Ansprechen auf die Therapie wird je nach Ermessen des behan-
delnden Onkologen alle 2 bis 3 Monate durch bildgebende Verfahren (meist CT Thorax und

Abdomen mit Kontrastmittel) evaluiert.

1.3.2 Der Einsatz von monoklonalen Antikorpern

Die Einfithrung von monoklonalen Antikdrpern (mAKs) stellt eine zielgerichtete Erweite-
rung der systemischen Chemotherapie dar. Indem sie spezifisch Zellen angreifen, die das
Antikorper-Epitop iiberexprimieren, bleiben korpereigene Strukturen weitestgehend ver-

schont.

Proliferationshemmung durch EGFR-Antikorpertherapie

Cetuximab (Erbitux®) und Panitumumab (Vectibix®) sind gegen eine im mKRK {iberexpri-
mierte transmembrane Rezeptor-Tyrosinkinase, den EGFR (epidermal growth factor recep-
tor), gerichtete Antikorper. Die Antikorper binden kompetitiv und hochaffin an den Rezeptor
und verdridngen seine Liganden. Die Aktivitit der nachfolgenden Signaltransduktions-Kas-
kaden (s. Kap. 1.4), die Prozesse wie Proliferation und Invasion sowie Metastasierung und
Apoptosehemmung unterstiitzen, wird dadurch reduziert. Die Erweiterung von Standardpro-
tokollen wie FOLFOX und FOLFIRI durch Cetuximab resultierte in hoheren Gesamtan-
sprechraten in mKRK-Patienten [46% vs. 36% (p=0,064) bzw. 57,3% vs. 39,7% (p<0,001)]
[34, 35]. Eine aktivierende KRAS- oder NRAS-Mutation (RAS Mutationsstatus) in den Exo-
nen 2,3 oder 4 gilt als Kontraindikation fiir die Gabe von Cetuximab oder Panitumumab, da
sie nachweislich nicht nur unwirksam sind, sondern in Kombination mit Oxaliplatin auch zu
einem kiirzeren Uberleben im Vergleich zur reinen Chemotherapie mit FOLFOX gefiihrt ha-
ben [36, 37].

Angiogenesechemmung durch VEGF-Antikorpertherapie

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Patientenproben untersucht, die aus einem mit

Bevacizumab (Avastin®) behandelten Patientenkollektiv stammen. Dieser Antikdrper wirkt
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inhibitorisch auf den VEGF-A (vascular endothelial growth factor A) und unterbindet das
Tumorwachstum durch Hemmung seiner Angiogenese [38]. Durch die Zugabe von Bevaci-
zumab zu FOLFOX konnte ein ldngeres progressionsfreies Intervall (9,4 vs. 8,0 Monate,
p=0,0023) erreicht werden als durch FOLFOX alleine [39]. Die Kombination mit Irinotecan
und 5-FU/FA in dem heutzutage nicht mehr gebrauchlichen IFL Regime fiihrte dariiber hin-
aus noch zu besserem Gesamtansprechen (44,8% vs. 34.8%, p=0,004) und lingerem Uberle-
ben (20,3 vs. 15,6 Monate, p<0,001) [40]. Keine Zulassungseinschrankungen ergeben sich
durch den RAS- oder BRAF-Mutationsstatus [41].

1.3.3 Die Bedeutung von prognostischen und pridiktiven Biomarkern

Mithilfe von prognostischen Markern lésst sich der Erkrankungsverlauf eines Patienten ab-
schitzen. Zu den aussagekriftigsten zihlen eine RO- Resektion, d.h. eine vollstindige Resek-
tion des Tumors, und das Krankheitsstadium nach UICC. Weiterhin sind auch genetische
Mutationen, z.B. im p53- oder im BRAF- Gen, mit einer schlechteren Prognose vergesell-

schaftet [42].

Pradiktive Faktoren geben Auskunft tiber die Vertriglichkeit und die Wirksamkeit einer The-
rapie noch bevor sie verabreicht wurde. Durch ihre Bestimmung kann das optimale Konzept
fiir jeden Patienten noch im Rahmen der Erstlinienbehandlung gefunden werden. Durch die
Anwendung von Biomarkern kann durch entsprechende Auswahl der Therapie also die Ge-
samtiiberlebenszeit maximiert werden zum Medikamentenkosten eingespart werden. Die
Schliisselrolle von priadiktiven Biomarkern soll im Folgenden am Beispiel des RAS- Muta-

tionsstatus verdeutlicht werden.

Der erweiterte RAS- Mutationsstatus wurde als erster pradiktiver Biomarker in der Behand-
lung des mKRK identifiziert. Initial konnte gezeigt werden, dass eine Mutation auf Exon 2
des KRAS-Gens den Tumor zur kontinuierlichen Aktivierung des RAS — RAF — MAPK —
Signalwegs befdhigt, welcher dem EGF — Rezeptor nachgeschaltet ist. Dies fiihrt zur Umge-
hung der Blockade durch EGFR-Antikorper wie Cetuximab und Panitumumab. Die retro-
spektiv gewonnen Ergebnisse zweier groBer Phase-3 Studien (CRYSTAL und PRIME), die
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die Abhingigkeit der Effektivitdt einer EGFR-gerichteten Antikorpertherapie in Kombina-
tion mit einer Polychemotherapie von der RAS Mutation untersucht haben, fiihrten zu der

Zulassungseinschriankung von Cetuximab und Panitumumab.

Die CRYSTAL Studie verglich die Uberlebenszeiten von Patienten mit mKRK, die in der
Erstlinie entweder FOLFIRI und Cetuximab erhielten, oder nur FOLFIRI. Die Ergebnisse
zeigten, dass die Cetuximabgabe nur in der Patientengruppe ohne Mutation im RAS-Gen
(RAS Wildtyp) zu einer Verbesserung des Therapieansprechens fiihrte (p=0,03) [43]. Das
Patientenkollektiv, welches mit dem Antikorper behandelt wurde, wies auch ein lingeres

Gesamtiiberleben auf (23,5 vs. 20,0 Monate, p=0,0093) [34].

In der PRIME Studie konnte dariiber hinaus gezeigt werden, dass die anti-EGFR-Therapie
von Nachteil fiir Patienten mit RAS-Mutation sein kann. In der Subgruppe der RAS-Mutier-
ten kam es durch die Zugabe von Panitumumab zu FOLFOX zu einem kiirzeren medianen

Uberleben (15,5 Monate vs. 19,3 Monate, p=0,068) [44].

Der Mutationsstatus von KRAS und NRAS hat sich zwar als ein guter pradiktiver Faktor in
der klinischen Routine bewéhrt, jedoch zeigen nur etwa 60% der RAS — Wildtyp Patienten
ein Tumoransprechen nach RECIST auf eine anti-EGRF-Therapie [45]. Weitere pridiktive
Biomarker werden also bendétigt, um die Therapie weiter zu prézisieren und das Therapiean-
sprechen zu erhdhen. AuBerdem fehlt es immer noch an jeglichen pradiktiven Markern, wel-
che die Behandlung von mKRK auflerhalb eines Cetuximab-haltigen Protokolls optimieren
konnen. Potentielle Kandidaten werden unter den Liganden von EGFR und den Komponen-

ten der nachgeschalteten Signalkaskaden gesucht.
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1.4 Die Rolle von EGFR und seinen Liganden

Die ErbB-Familie umfasst vier membranstindige Rezeptoren mit Tyrosinkinaseaktivitdt —
EGFR (ErbB1), Her2/neu (ErbB2), Her 3 (ErbB3) und Her 4 (ErbB4). Die insuffiziente Ex-
pression von diesen Rezeptoren wurde mit einer Anzahl an neurodegenerativen Erkrankun-
gen wie z.B. multiple Sklerose und Alzheimer in Verbindung gebracht [46]. Die Uberexpres-
sion von EGFR oder von seinen Liganden wurde andererseits bei mehreren soliden Tumoren
beschrieben, z.B. bei dem nichtkleinzelligen Lungenkarzinom [47], den Plattenepithelkarzi-
nomen von Kopfund Hals [48], und dem Magenkarzinom [49]. Eine erh6hte EGFR-Expres-
sion konnte auch bei etwa 75% der KRK nachgewiesen werden, was diesen Rezeptor zu

einem wichtigen therapeutischen Angriffspunkt macht [50].

Der EGF-Rezeptor wird durch die Bindung von seinen Liganden (u.a. EGF — epidermal
growth factor, TGFa — transforming growth factor alpha, Epiregulin und Amphiregulin) an
seine extrazelluliren Dominen aktiviert. Dadurch wird die Homodimerisierung der EGFR
oder Heterodimerisierung des EGFR mit einem anderen Rezeptor aus der ErbB-Familie,
meist Her2/neu, induziert. Durch diese Kreuzvernetzung wird die intrinsische Tyrosinkina-
seaktivitit in Gang gesetzt und es kommt zur Autophosphorylierung von Tyrosinsequenzen
am C-Terminus. An diese phosphorylierten Aminosaurreste konnen weitere Signalmolekiile
binden, wodurch weitere Signaltransduktions-Kaskaden stimuliert werden. Im Grunde wer-

den fiinf wichtige Kaskaden aktiviert:

e der RAS /RAF / MAPK (mitogen activated protein kinase) - Signalweg,

e der PI3K (phosphatidyl-inositol-3-kinase) /| AKT (proteinkinase B) / mTOR (mecha-
nistic target of rapamycin) — Signalweg

e der PLC (phospholipase C) -y — Signalweg

e der INK (Janus kinase) / STAT (signal transducer and activator of transcription) —
Signalweg, sowie der

e c-Src (cellular sarcoma inducing) / FAK (focal adhesion kinase) — Signalweg.
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Abbildung 3: EGFR-Signalwege

Durch die Signaliibertragung kommt es zur Anderung im Expressionsmuster von vielen Ge-
nen, die fiir tumorstimulierende Prozesse von Bedeutung sind. So werden Mechanismen ver-
starkt, die fiir Proliferation, Invasion, Metastasierung und anti-Apoptose zusténdig sind [51,

52].

Amphiregulin (AREG)

Amphiregulin wird unter physiologischen Bedingungen in multiplen Geweben wie Plazenta,
Pankreas, Ovar, Brustdriise und Dickdarmmukosa exprimiert. Es gibt Hinweise, dass er an
mehreren physiologischen Prozessen beteiligt ist, wie z.B. an der Brustdriisenentwicklung
wihrend der Pubertdt, oder an der Reifung von Oozyten [53]. Dariiber hinaus konnte im
Mausmodell gezeigt werden, dass AREG protektiv auf die Magenschleimhaut wirkt, wéh-
rend die Expression anderer EGFR-Liganden (wie TGFa) diesbeziiglich keine Rolle spielt
[54]. Eine erhohte AREG—Konzentration im Serum nach akutem Leberschaden und wéhrend

der nachfolgenden Regeneration gibt Hinweise auf eine hepatoprotektive Funktion [55, 56].
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Weiterhin trigt AREG zur Aufrechterhaltung der Hauthomdostase durch Stimulation der Ke-
ratinozytenproliferation und Wundheilung bei [57, 58].

Andererseits wird von einer unangemessen hohen AREG-Expression im Rahmen von im-
munologischen Prozessen berichtet. Es wird vermutet, dass Asthma—Mediatoren wie IgE,
IL-3 und Histamin seine Expression stimulieren kdnnen [59]. In rheumatoider Arthritis wird
eine AREG—Uberexpression mit der Synthese von proinflammatorischen Substanzen in Ver-

bindung gebracht [60].

Die Rolle von AREG in malignen Prozessen ist vielseitig untersucht, jedoch noch nicht wei-
testgehend geklart. Eine erhohte AREG-Expression wurde schon in mehreren Tumorarten
gemessen — unter Anderem im KRK, Mamma-, Lungen-, Ovar-, Magen-, und Prostatakarzi-
nom [59]. Es gibt Hinweise darauf, dass AREG die Karzinogenese unterstiitzt, indem er das
Wachstum und die Antiapoptose fordert [61]. Dies ist besonders in Tumoren erforscht, des-
sen Entwicklung auf entziindlichen Prozessen zuriickgefiihrt werden kann, z.B. im KRK
[62]. Im hepatozelluldren Karzinom (HCC) fordert AREG auch die Synthese von anderen
Wachstumsfaktoren, wie z.B. FGF 19 (fibroblast growth factor 19) [63]. Darliber hinaus
moduliert AREG das Ansprechen auf mehrere Chemotherapeutika. Es konnte gezeigt wer-
den, dass die hohe AREG-Expression eine Resistenz gegeniiber Doxorubicin im HCC und

cis-Platin im Mammakarzinom begilinstigt [64, 65].

Epiregulin (EREG)

Die Epiregulin Expression ist insgesamt niedriger im gesunden Gewebe im Vergleich zu
AREG. Dennoch wurde seine Uberexpression in mehreren Tumoren epithelialen Ursprungs
nachgewiesen — im Urothel-, Mamma- und Lungenkarzinom. Interessant ist auch der Zusam-
menhang zwischen hoher Epiregulin Expression und dem erh6hten Metastasierungspotential
[66, 67]. Die Bedeutung von Epiregulin fiir die Invasivitit wurde in Lungenkarzinom-Zellli-

nien belegt. Durch Ausschalten des kodierenden Gens konnte das Wachstum lokal unterbun-
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den werden [68]. Die EREG-Uberexpression wird auerdem in Verbindung mit aggressive-
ren und schneller fortschreitenden Tumoren gebracht, z.B. bei Plattenepithelkarzinomen im

Kopf- und Halsbereich und bei HCC [69, 70].

Epiregulin ist auch durch AREG—dhnliche Funktionen gekennzeichnet. So {ibt es auch einen
stimulierenden Einfluss auf die Keratinozyten aus, seine Wirkung auf regenerative Prozesse
wird jedoch als unbedeutend eingeschétzt [71]. Dariiber hinaus wird die Rolle von EREG in
der Angiogenese diskutiert, besonders bei Entziindungen. Es gibt Hinweise, dass durch
EREG vermittelte EGFR — Wirkung an der Entstehung von Atherosklerose beteiligt sein
kann [72].

Korrelation der AREG und EREG-Expression mit Therapieansprechen im KRK

Zum ersten Mal hat die Gruppe um Khambata — Ford von einer positiven Korrelation zwi-
schen hoher AREG und EREG Expression im KRK und ldngere progressionsfreie Zeit
(EREG —103,5 vs. 57 Tage, p=0,0002, AREG — 115,5 vs. 57 Tage, p<0,0001) unter Cetuxi-
mab-Therapie in der Zweit- und Drittlinienbehandlung berichtet [73]. Dies bestitigte sich
spater in Untersuchungen von anderen mit anti-EGFR-Antikorpern behandelten Patienten-
kollektiven [74, 75]. Die Ergebnisse wurden der kompetitiven Bindung durch die Antikorper
und dem Verdrangen der natiirlichen Liganden zugeschrieben. In spéteren retrospektiven
Studien an Patienten, die nur mit Polychemotherapie behandelt wurden, zeigte sich jedoch
erneut eine pradiktive Wertigkeit fiir die beiden Liganden (PFS EREG — 9,4 vs. 6,8 Monate,
p=0,002, AREG — 10,0 vs. 8.0 Monate, p=0,03) [76]. Das liefert Hinweise, dass die mRNA-
Expressionsmuster von AREG und EREG therapieunabhéngige Biomarker sein kdnnten, von

dessen Messung ein grof3eres Patientenkollektiv profitieren konnte.

Der Stellenwert von AREG und EREG als prognostische und préadiktive Faktoren fiir Pati-

enten, die mit Bevacizumab behandelt werden, ist bisher noch nicht untersucht worden.
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2 Zielsetzung

Biomarker spielen in der Onkologie eine grof3e Rolle. Insbesondere in der Entwicklung einer
immer mehr individualisierten Préazisionstherapie sind Biomarker unersetzlich. Beim meta-
stasierten kolorektalen Karzinom (mKRK) sind heutzutage RAS Mutationen, die BRAF
V600E Mutation sowie der MSIh Status als therapeutisch wichtige Biomarker etabliert. Fiir
die Therapie mit den EGFR-Antikorpern Cetuximab und Panitumumab haben sich die RAS
Mutationen als negative pridiktive Biomarker herausgestellt. Daneben werden die beiden
EGFR Liganden Amphiregulin (AREG) und Epiregulin (EREG) als pradiktive Marker zu-
nehmend diskutiert. Fiir die Therapie mit Bevacizumab, einem VEGF Antikorper welcher
auf die Neo-Angiogenese von Tumoren wirkt, gibt es bisher noch keine etablierten Biomar-

ker.

Ziel dieser Arbeit ist es den prognostischen und pradiktiven Wert der Expression der EGFR
Liganden AREG und EREG auf die Wirksamkeit einer Chemotherapie oder der Kombination
aus Chemotherapie plus Bevacizumab zu bestimmen. Hierfiir wurden Daten und Biomaterial

der MAINTENANCE (AIO-KRK-0207) Phase-III Studie verwendet.
Konkret wurden folgende Fragestellungen bearbeitet:

1. Hat die Lokalisation des Primartumors, der RAS-Mutationsstatus oder der BRAF
V600E Mutationsstatus Einfluss auf die AREG und/oder EREG Expressionen?

2. Welchen Einfluss haben die Expressionen von AREG und/oder EREG auf das The-
rapieansprechen (ORR), das progressionsfreie (PFS) oder das Gesamtiiberleben

(0S)?
3. Haben die Expressionslevel von AREG und/oder EREG Einfluss auf die Effektivitat

der einzelnen Behandlungsarme der Studie (watch & wait vs. Chemotherapie vs. Che-

motherapie plus Bevacizumab)?
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3 Material und Methoden

3.1 Untersuchungsmaterial
3.1.1 AIO KRK 0207 Studie

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Tumorproben aus der AIO KRK-0207
(NCT00973609) Studie untersucht. Dabei handelt es sich um eine randomisierte Phase-II1-
Studie, die die Wirksamkeit von drei Erhaltungstherapien in der Erstlinienbehandlung von
Patienten mit metastasiertem kolorektalen Karzinom (mKRK) vergleicht. Im Anschluss einer
24-wochigen Induktionstherapie mit 5-Fluoruracil (oder der Vorstufe Capecitabin), O-
xaliplatin und dem Antikoérper Bevacizumab wurden die Patienten randomisiert und einem

der drei Behandlungsarmen zugewiesen.

Re-Induktion

(o8]
Induktionstherapie Erhaltungstherapie ) Flgorﬁpyzlrlinldﬁj-i- E'?
(24 Wochen) bei stabiler Erkrankung alpratin =
Bevacizumab o
w
[ FP+Bev |
Fluoropyrimidin+ ;
i in + Randomisierun
Oxahplatm ‘ : >[ Bev ] g Keine Re-Induktion
Bevacizumab ﬁ
[ Watch & Wait ] &
Andere Therapie/
2 PES % Second line/
2 Li PSS Keine Therapie

Abbildung 4: AIO KRK-0207 Studiendesign

Im Zeitraum zwischen September 2009 und Februar 2013 wurden insgesamt 837 Patienten
in die Studie eingeschlossen, davon wurden 472 1:1:1 randomisiert. Das genaue Protokoll

fiir die Induktionstherapie lag im Ermessen des behandelnden Arztes und das Ansprechen
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wurde in Woche 12 und 23 nach RECIST 1.0 ausgewertet. Randomisierte Patienten im Be-
handlungsarm A (n=158) erhielten 5-FU oder Capecitabin alle zwei bzw. drei Wochen (nach
Standardprotokoll) zusitzlich zu Bevacizumab - 7,5 mg/kg dreiwdchentlich oder 5 mg/kg
zweiwdchentlich. Die Patienten im Behandlungsarm B (n=156) erhielten Bevacizumab Mo-
notherapie in den oben genannten Dosen, die restlichen 158 Patienten (Behandlungsarm C)
bekamen keine Erhaltungstherapie. Das Konzept wurde bis zur Progression, bis zum Auftre-

ten von inakzeptablen Nebenwirkungen oder bis zum Erreichen von Operabilitit fortgefiihrt.

Priméres Ziel der Studie war die Untersuchung der Nichtunterlegenheit einer Erhaltungsthe-
rapie mit Bevacizumab allein oder einer Behandlungspause gegeniiber der Kombinationsthe-
rapie mit 5- Fluoruracil und Bevacizumab. Als sekundédre Endpunkte wurden u.a. das pro-
gressionsfreie Uberleben (progression free survival, PFS) und das Gesamtiiberleben (overall

survival, OS) definiert.

Von allen Patienten lag die schriftliche Einverstandniserklédrung zur Teilnahme an der Studie
vor. Das aktuelle Forschungsvorhaben wurde durch die Ethikkommission der Ludwig-Ma-

ximilians-Universitdt genehmigt (Projektnummer: 738-16).
3.1.2 Materialgewinnung und Verarbeitung

Fiir die Analyse der mRNA-Expression von Amphiregulin und Epiregulin konnten Tumor-
proben von 371 Patienten gesammelt werden. Die formalinfixierten, in Paraffin eingebetteten

Tumorblécke (formalin-fixed paraffin-embedded, FFPE) stammten aus dem Primértumor.

~

Abbildung 5: drei ungefirbte Tumorprdparate, das Tumorareal wurde eingezeichnet.
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Aus den Tumorblocken wurden mittels Mikrotom jeweils 4 Serienschnitte (Schnittdicke 3
bis Sum) angefertigt und auf Objekttragern fixiert. Einer davon wurde als Referenzschnitt
verwendet und nach Hématoxylin-Eosin-Farbung einem Facharzt fiir Pathologie zur Identi-
fikation der Tumorbereiche vorgelegt. Nach Identifikation und Einzeichnen des Tumorareals
unter mikroskopischer Sicht (siehe Abbildung 5) wurde der Referenzschnitt benutzt, um auf
den unbearbeiteten Schnitten gesundes Gewebe vom Tumor abzugrenzen. Anschlieend
wurden die Tumoranteile mit einem Skalpell per Hand abgetragen und in einem 1,5 ml
Mikroreaktionsgefdl gesammelt. Um die Degradation der instabilen RNA zu verhindern,

sollten die Schnitte nicht &lter als drei Monate bei der weiteren Verarbeitung sein.

3.2 Methoden
3.2.1 RNA-Isolation

Die Isolation der Ribonukleinsdure (RNA) aus dem Gewebe erfolgte mit dem kommerziell
erhéltlichen RNeasy FFPE Kit (Qiagen, Hilden) nach Herstellerprotokoll. Der erste Arbeits-
schritt bestand in der Zugabe der Entparaffinierungslosung (Qiagen, Hilden) zu den Gewe-
befragmenten. Nach Schiitteln und kurzeitigem Vortexen wurden die Proben zentrifugiert
und fiir drei Minuten bei 56°C im Thermomixer inkubiert. Nach dem Abkiihlen bei Raum-
temperatur wurde PKD Puffer zu den Proben gegeben und eine Minute lang bei 11.000 x g
zentrifugiert. Der PKD Puffer ist essentiell fiir die Funktion der Proteinase K, welche als
ndchstes zu der unteren, durchsichtigen Phase pipettiert wurde. Daraufhin folgten zwei Inku-
bationsschritte im Thermomixer bei 56°C und 80°C fiir jeweils 15 Minuten. AnschlieSend
wurde die untere, durchsichtige Phase von der blauen, paraffinhaltigen Phase getrennt wer-
den und in ein neues Mikroreaktionsgefdl3 liberfiihrt. Nach einer dreiminiitigen Inkubation
auf Eis folgte eine Zentrifugation fiir 15 Minuten, um nicht lysierbare Zellbestandteile und
DNA Fragmente abzutrennen. Danach wurde der Uberstand vorsichtig, ohne das Sediment

zu resuspendieren, in ein neues 2 ml Reaktionsgefdl tibertragen. Die so vorbereiteten Proben
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konnten fiir die ndchsten Schritte der RNA-Isolation im QiaCube Geridt (Qiagen, Hilden)

eingesetzt werden.

Dort wurden die Proben zunichst mit DNase behandelt, um eine Kontamination mit DNA zu
verhindern. Darauf folgten Waschschritte mit RBC Puffer, Ethanol und RPE Puffer in Ab-
wechslung mit kurzen Zentrifugationsschritten. Die Zugabe vom Guanidinthiocyanat enthal-
tendem RBC Puffer unterstiitzte die Bindung der RNA an die Silica-Membran der RNeasy
MinElute Sdule und die Denaturierung von Zellproteinen. Der RPE Puffer wurde hingegen
erst gegen das Ende des Vorgangs eingesetzt und diente der Aufreinigung des Lysats von
Salzen. Anschlieend wurde die RNA in RNase freiem Wasser gelost und von der Saule
eluiert. Das total RNA-Eluat setzt sich aus Transfer-RNA (tRNA), ribosomaler RNA
(rRNA), messenger RNA (mRNA) und weiteren zusammen. Der Anteil an mRNA ist dabei
mit etwa 2% verhaltnisméBig gering, aber fiir Methoden wie die quantitative Real-Time PCR

ausreichend.

Die isolierte RNA wurde bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert.

3.2.2 Reinheitsmessung und Konzentrationsbestimmung

Um standardisierte Bedingungen bei der spiteren cDNA (complementary DNA) —Herstel-
lung erreichen zu kénnen, musste die Konzentration der isolierten RNA bekannt sein. Thre
Bestimmung erfolgte durch Messung der optischen Dichte (OD) des RNA-Eluats mithilfe
des NanoDrop ND-1000 Spektrophometers (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, USA).

Nach Eichen des Gerits mit 1 ul RNase freiem Wasser wurden die Messungen mit jeweils
1ul der zuvor isolierten RNA durchgefiihrt. Die optische Dichte der Losung wurde bei einer
Wellenlidnge von 260 nm (Absorptionsmaximum fiir Nukleinsduren) und 280 nm (Absorpti-
onsmaximum flir Proteine) bestimmt. Optimal sollte das Verhiltnis der beiden Messwerte
(OD2so / ODa2go) bei 2,0 liegen, ein Wert {iber 1,80 schliefit jedoch Verunreinigungen mit

Proteinen und aromatischen Substanzen aus.

Eine OD2go von 1 entspricht 40 pg/ml RNA, dementsprechend ldsst sich die Konzentration

mit der folgenden Formel berechnen:
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Konzentration [pg/ml] = OD26o x 40 pg/ml x Verdiinnungsfaktor

Die DNA-Konzentration ldsst sich mit der gleichen Formel berechnen. Dabei muss mit 50

png/ml multipliziert werden, da dies einer OD2¢o von 1 entspricht.
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Abbildung 6. optische RNA-Konzentrationsmessung im NanoDrop

3.2.3 cDNA - Synthese

Zur reversen Transkription der RNA wurde das RevertAid RT Reverse Transcription Kit
(Thermo Fisher Scientific) unter Verwendung von random hexamer Primern benutzt. Um die
Degradation der mRNA zu verhindern, wurden alle Reagenzien schonend aufgetaut, auf Eis

gehalten und alle Schritte der reversen Transkription auf Eis pipettiert. Da RNasen ubiquitér
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vorhanden und bei den verwendeten Reaktionstemperaturen aktiv sind, diente der rekombi-

nante RNase Inhibitor (RiboLock) zum Schutz vor RNA-Abbau.

Um bei der spéteren Durchfiihrung der RT-qPCR standardisierte Bedingungen und reprodu-
zierbare Ergebnisse zu gewihrleisten, wurde fiir die Reaktion bei allen Proben eine RNA-
Menge von 1.000 ng eingesetzt. Falls die PCR keine zufriedenstellenden Ergebnisse lieferte,
wurde die cDNA-Synthese (wenn noch genug Ausgangsmaterial vorhanden war) mit 2.000

ng RNA wiederholt. Der Standardansatz der reversen Transkription ist in Tab. 1 gezeigt.

Reagenz Volumen
5x Reaction Buffer 8 ul
RiboLock RNase Inhibitor 1 ul

10 mM dNTP Mix 4 ul
Primer (random hexamers) 2 ul
RevertAid Reverse Transkriptase 2 ul
RNA

RNase freies H20

Gesamtvolumen 40 pl

Tabelle 2: Pipettierschema Mastermix reverse Transkription

Nach kurzer Zentrifugation wurden die Proben in den Thermocycler gegeben. Dort erfolgte
zunichst das Erhitzen bei 65°C {iber 5 Minuten, was dem Losen eventuell vorhandener Se-
kundarstrukturen diente. Danach wurden die Proben fiir 10 Minuten bei 25°C zur Anlagerung
der random hexamer Primer inkubiert, woran sich die eigentliche Transkription durch das
Enzym Reverse Transkriptase (1h, 42°C) anschloss. Anschliefend wurde der Ansatz zum
Abbruch der Reaktion fiir 10 Minuten auf 70°C erhitzt. Die neusynthetisierte cDNA konnte
kurzfristig bei 4°C, oder nach dem Abkiihlen bei -20°C aufbewahrt werden.
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3.2.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Allgemeines Prinzip

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine Methode, die der exponentiellen Vervielfaltigung
von spezifischen Nukleinsduresequenzen dient. Sie findet Anwendung in einem breiten me-
dizinischen Spektrum — bei Vaterschaftstests, Diagnosesicherung einer Vielzahl an geneti-

schen und infektiosen Krankheiten und dem Erstellen des sog. genetischen Fingerabdrucks.

Als Ausgangssubstanz (Template) der Reaktion dient DNA in Form von cDNA, genomischer
DNA oder Plasmid-DNA. Benoétigt werden aullerdem zwei DNA- Oligonukleotide (Primer),
die den zur Vervielfdltigung bestimmten DNA-Abschnitt spezifisch abgrenzen und ein freies
3’-OH—-Ende fiir den Ansatz der zur Verlingerung der DNA-Sequenz verwendeten thermos-
tabilen Polymerase bieten. Die Reaktion durchlduft mehrere Zyklen, wobei die Produkte des
vorangegangenen Zyklus als Substrate fiir den ndchsten dienen. So wird optimal eine anni-
hernd exponentielle Vermehrung der spezifischen DNA-Sequenz erreicht. Ein solcher Zyk-

lus umfasst drei Schritte:

e Denaturierung bei 94°C - Auftrennen der beiden Stringe der DNA-Template durch
Aufldsung der H2-Briickenbindungen

e Primerhybridisierung (annealing) bei primerspezifischen Temperaturen (55-60°C) -
Anlagerung der Primerpaare an ihre komplementdren DNA-Abschnitte

e Elongation (amplification) bei 72°C - Einfiigen von Nukleotiden durch die Poly-
merase in 5'- 3" Richtung.

Die konventionelle PCR wird im Thermocycler durchgefiihrt und dient dem qualitativen
Nachweis einer bestimmten DNA-Sequenz. Die PCR-Produkte werden anschlieend durch

Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und nach ihrer Wanderungslénge beurteilt.

Aussagen iiber die Quantitit der untersuchten Basenreihenfolge konnen hiermit nur bedingt

getroffen werden. Dafiir verwendet man die Methode der Real-Time quantitave PCR.
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Real-Time quantitative PCR (RT-qPCR)

Fiir das Bearbeiten der Fragestellung in der vorliegenden Studie bietet sich die Methode der
RT-qPCR an. Damit konnte die Expression der beiden Zielgene [genes of interest (GOI)]
Amphiregulin (AREG) und Epiregulin (EREG) erfasst werden und iiber Referenzgene quan-

tifiziert werden.

Bei der qPCR werden dem Reaktionsansatz Fluoreszenzfarbstoffe beigesetzt und nach jedem
Zyklus die in Abhdngigkeit der PCR-Produktmenge freigesetzte Fluoreszenz, von dem Gerét
detektiert und gemessen. Der sog. Cp-Wert (crossing point cycle) wird ermittelt. Dieser stellt
den Zyklus dar, bei dem der Fluoreszenz-Grenzwert iiberschritten wird. Je frither dieser

Grenzwert tiberschritten wird, desto mehr mRNA war im qPCR- Ansatz vorhanden.

Die Funktion der UPL (Universal probe library) — Sonden, die dem Reaktionsgemisch zu-
gefligt werden, ldsst sich durch den Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) erkldren. Die
Sonden sind Oligonukleotide, die so konstruiert sind, dass sie an das DNA-Template zwi-
schen den Bindungsstellen der beiden Primer haften. An ihrem 5'-Ende sind sie mit einem
Fluoreszenzfarbstoff (FAM) versehen, an ihrem 3 -Ende tragen sie einen nicht fluoreszieren-
den Farbstoff (sog. Quencher). Angeregt durch eine Lichtquelle, iibertrdgt das FAM Teile
seiner Energie an den Quencher. Solange sich die Farbstoffe noch nah aneinander befinden,
wird durch diesen Prozess die FAM-Fluoreszenz “geldscht®. Wenn die Polymerase die Sonde
erreicht, entfernt sie den Donor und den Akzeptor durch ihre Nukleaseaktivitit immer weiter
voneinander. Dabei wird die Energie detektiert, die zwischen den beiden Teilen der Sonde
transferiert wird. Der Zeitpunkt, an dem eine relevante Menge an Fluoreszenz abgegeben

wird, bestimmt den Cp-Wert.
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Abbildung 7: Real-time quantitative PCR mit Fluoreszenzfarbstoff und Quencher. A: Anlagerung der
Primer an ihre komplementdren DNA-Abschnitte. B: Bindung der Sonde, die Fluoreszenz des FAM
(griin) wird durch den Quencher (rot) unterdriickt. C: Abspaltung des Sondenteils mit FAM. D: Ab-
spaltung der Sonde, zunehmende Fluoreszenz des FAM je grofier die Entfernung zum Quencher. Auf-
zeichnung des Signals.

Die PCR lauft theoretisch als exponentielle Funktion ab und folgt einem sigmoidalen Ver-
lauf. Sie gliedert sich in exponentielle, lineare und Plateau-Phase. Am Anfang ist die DNA-
Menge sehr gering und die Chance, dass die notwendigen Reagenzien aufeinandertreffen,
entsprechend klein. Am Ende der Reaktion sind andererseits die Substrate schon aufge-
braucht und die Bedingungen wieder suboptimal (Plateau). Die Phase dazwischen wird durch
exponentielle Vervielfiltigung der DNA-Abschnitte und entsprechend hohe Reaktionsge-
schwindigkeit ausgezeichnet. Die detektierte Fluoreszenz ist in dieser Phase direkt proporti-

onal zur Template-Menge im Ansatz.

Exponentielle Phase Plateauphase

Fluoreszenz

Cp-Wert
Schwellenwert

T
10 20 30 40
Zyklen

Abbildung 8: exponentielle PCR-Kurve
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Die cDNA-Synthese verlduft auch unter standardisierten Bedingungen unterschiedlich effi-
zient. Weiterhin spielt die Fixierung gerade bei FFPE- Material eine grofle Rolle. Unter der
Einwirkung von Formalin bilden sich in der DNA Schiff sche Basen, welche als Block fiir
die Polymerase wirken. Die durch die qPCR erfassten Cp-Werte sind dementsprechend nur
fiir jede einzelne Person giiltig. Um die Expression von AREG und EREG in einem Patien-
tenkollektiv zu vergleichen wird ein externer Standard gebraucht. Hierfiir bieten sich die sog.
housekeeping Gene, fiir welche angenommen wird, dass sie bei allen Menschen das gleiche
Expressionsniveau aufweisen und deren Expression weitestgehend unbeeinflusst durch ext-
razelluldre Stimuli sind. GAPDH und YWHAZ erfiillen diese Bedingungen und wurden da-

her als interne Referenz mitgemessen.

Durchfiihrung

Im Sinne der Reproduzierbarkeit und der Qualititssicherung wurde ein Reaktionsansatz fiir
jeweils 26 Patientenproben verwendet. So wurde bei den z.T. kleinen Pipettiervolumina si-

chergestellt, dass fiir alle Proben im Ansatz die gleichen Bedingungen herrschen.

Als Positivkontrolle dienten aufgereinigte PCR-Produkte des Ziel-Gens mit einer bekannten
Konzentration (50.000 Kopien/pul). Fiir die Negativkontrolle wurden 2 pl - nukleasefreies
Wasser statt cDNA zum Mastermix dazugegeben. Die Expressionsbestimmung mittels gPCR
wurde in Triplikaten durchgefiihrt. Der Pipettieransatz setzte sich aus 8 ul Mastermix und 2
ul cDNA zusammen. Nach dem Pipettieren wurde die 96-Lochplatte mit Folie zugeklebt und
nach einem kurzen Zentrifugationsschritt in den LightCycler480 von Roche gegeben. Dort
erfolgten 45 Messzyklen, ein Cp-Wert von oder iiber 38 wurde jedenfalls als negative Ex-
pression gewertet. Alle Reagenzien wurden auf Eis pipettiert, um einer vorzeitigen Reaktion

vorzubeugen. Die UPL-Sonden wurden auferdem lichtgeschiitzt behandelt.
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3.2.5 Statistische Analysen

Fiir die Durchfiihrung der statistischen Analysen wurden die Programme SPSS PASW 23.0
(SPSS, Chicago, IL) und SAS 9.2 (SAS Institute, Cary, North Carolina) verwendet. Die Ex-
pressionsmessungen wurden in Triplikaten durchgefiihrt, der Mittelwert und die Standardab-
weichungen wurden ermittelt. Um Patienten mit niedriger bzw. hoher AREG und EREG-
Expression voneinander zu trennen, wurde der Medianwert der Population berechnet. Da die
AREG und EREG Werte nicht normverteilt waren erfolgte zum Ausgleich eine Logarithmie-
rung der Werte und parmetrische Korrelationen durchfiihren zu konnen. Die experimentell
ermittelten Daten und die klinisch-pathologischen Parameter der Patienten wurden mithilfe
des zweiseitigen exakten Tests nach Fischer auf Korrelation iiberpriift. Der Zusammenhang
zwischen den Expressionsdaten und dem Mutationsstatus der Patienten (RAS und BRAF
Wildtyp, bzw. mutiert) wurde mittels des Spearman Rho Koeffizienten erfasst. Die Uberle-
benszeiten wurden mithilfe von Kaplan-Meier Kurven dargestellt, die Unterschiede wurden
mit dem Log-rank-Test, sowie mit uni- und multivariater COX Regression berechnet. Die
statistischen Tests wurden zweiseitig durchgefiihrt, p-Werte <0,05 wurden als statistisch sig-

nifikant bezeichnet.
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4 Ergebnisse

Teilergebnisse dieser Arbeit wurden von mir als Koautorin gemeinsam mit meinem Betreuer
in Stintzing et al. 2018 in Frontiers in Oncology verdffentlicht [77]. Die Arbeit ist im Anhang

dieser Doktorarbeit zu finden.

4.1 Ergebnisse der AIO KRK 0207 Studie

Die klinischen Ergebnisse der AIO KRK 0207 Studie wurden 2015 publiziert [78]. Von den
insgesamt 837 Patienten, die in die Studie eingeschlossen wurden, wurden 472 in die drei

Behandlungsarme randomisiert. Die Patientendaten wurden in Tabelle 2 bis 5 dargestellt.

852 auf Eighung
gepruft

4>| 15 ausgeschlossen durch verspatete Widerrufe |
A 4

837 ausgewdhlt

4>| 12 schwerwiegende Protokollverstoiie”
A4

825 geeignet und Induktion gestartet

353 nicht randomisiert *™*

128 Progression

44 Metastasenresektion

52 inakzeptable Toxizitat
> 54 schwerwiegende Nebenwirkungen
51 Patientenwunsch
33 Entscheidung des Untersuchers
29 Tod
22 andere

A4
472 zur Randomisierung berechtigt

* A4 ‘

FP plus Bev Bev mono Keine Behandlung
n=158 n= 156 n=158
v v v
147 fur time to failure of strategy 153 fiir time to fallure of strategy 154 fur time to failure of strategy
und PFS ausgewertet und PFS ausgewertet und PFS ausgewertet
156 ausgewertet fur OS 156 fur OS ausgewertet 158 fur OS ausgewertet
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Abbildung 9: Consort-Flussdiagramm der AIO KRK 0207.

*Verletzung wesentlicher Auswahlkriterien. palliative Vorbehandlung,; Abstand seit adjuvanter
Chemotherapie zu kurz, keine auswertbare metastatische Ldsion; unangemessene diagnostische
Verfahren, groffie Verzogerung nach Induktionsende; hohe GOT >5xNorm oder Bilirubin >1,5x
Norm; oder friihere andere Malignitdit.

**es konnten mehrere Griinde angegeben werden.

Legende: OS = Gesamtiiberleben (overall survival); PFS = progressionsfieies Uberleben (progres-
sion free survival); FP = Fluoropyrimidin, Bev = Bevacizumab. [78]

Im Median betrug die Nachbeobachtungszeit (follow up) 17,0 Monate (IQR = 9,5 — 25.4).
Der primire Endpunkt der Studie war definiert als die Zeit zwischen der Randomisierung
und der zweiten Progression der Erkrankung nach Reinduktion. Die Patienten im Behand-
lungsarm A (Erhaltungstherapie mit 5-Fluoruracil oder Capecitabin plus Bevacizumab) er-
reichten den Endpunkt nach 6,9 Monaten (95% KI 6,1 — 8,5). Fiir die Patienten im Behand-
lungsarm B (Erhaltungstherapie mit Bevacizumab) betrug die Zeit bis zum zweiten Erkran-
kungsprogress 6,1 Monate (95% KI 5,3 — 7,4) und im Behandlungsarm C (keine Erhaltungs-
therapie) 6,4 Monate (95% KI 4,8 — 7,6) [78]. Eine Nichtunterlegenheit konnte fiir die Beva-
cizumab Monotherapie gegeniiber der Standardtherapie mit 5- Fluoruracil plus Bevacizumab

gezeigt werden (HR 1,08 [95% K1 0,85-1,37]).

Das Studienprotokoll sah eine Reinduktionstherapie nach dem ersten Erkrankungsprogress
vor. Diese wurde jedoch nur bei 36% der Patienten durchgefiihrt. Aufgrund dessen erwies

sich der primére Endpunkt der Studie als wenig informativ [78].

Die aktiver behandelten Patientengruppen zeichneten sich durch ein ldngeres progressions-
freies Uberleben (progression fiee survival) aus. Im Behandlungsarm A lag die Zeit bis zum
Erkrankungsprogress im Median bei 11,7 Monaten (95% KI 10,8 — 13,2). Fiir die Patienten
in den Behandlungsarmen B und C dauerte es 10,0 Monate (95% KI 9,4 — 10,6) und 9,0
Monate (95% KI 8,4 — 9,6) respektive [78]. Daraus ergibt sich, dass eine Erhaltungstherapie

in Kombination mit 5-Fluoruracil und Bevacizumab vorteilhafter sein konnte.
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4.2 Bearbeitung der Gewebeproben und Expressionsmessung

Fiir die vorliegende Arbeit lagen Gewebeproben von 371 Patienten zur Verfligung. Aus der
endgiiltigen Auswertung wurden insgesamt 40 (10,8%) Patienten herausgenommen. Bei 5
(1,3%) von den 40 herausgenommenen Proben war nach Einschétzung des mitbetreuenden
Pathologen kein Tumorareal nachweisbar. Bei 13 (3,5%) von den Patientenproben war die
extrahierte RNA unzureichend zur Herstellung von cDNA. Die Bearbeitung der restlichen
22 (5,9%) Proben lieferte trotz guter RNA- Konzentration keine verwertbaren Ergebnisse im

gPCR. Bei einem Cp-Wert {liber 38 wurde von einer negativen Expression ausgegangen.

ITT
n=472
y

Tumorproben
n =371

n = 5: kein Tumormaterial
n = 13: mRNA Konzentration nicht ausreichend

n = 22: mRNA Qualitat nicht ausreichend
h 4

AREG und EREG
messbar
n=331

}

n = 2: keine RAS Daten

RASwt RASmMut
n=162 n =167
|
v v
BRAFmut DWT
n=41 n=121

Abbildung 10: Consort-Flussdiagramm._Legende: ITT= intent-to-treat Population, n= Patienten-
zahl mRNA= Messenger RNA, RAS = rat sarcoma Gen, BRAF= RAS associated factor B Gen, ,
mut= mutiert, wt= Wildtyp, DWT= Doppelwildtyp (RAS and BRAF Wildtyp).
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Patienten, die eine hohe AREG-Expression aufwiesen, wiesen hiufig auch eine hohe EREG-

Expression auf- die logarithmierten Expressionswerte von AREG und EREG korrelierten

stark (Korrelationskoeffizient 0,66; p< 2 x 10_16).

4.3 Einfluss der Tumorlokalisation und des Mutationsstatus auf die Ex-

pression von Amphiregulin und Epiregulin

4.3.1 Einfluss der Tumorlokalisation auf die Expression von Amphiregulin und Epi-

regulin

Die Patientendaten wurden hinsichtlich der AREG- und EREG-Expression dichotomisiert,
das heift die Patienten wurden in zwei Gruppen unterteilt- eine mit hoher AREG- und EREG-
Expression und eine mit niedriger AREG- und EREG-Expression. In der gesamten Studien-
population konnte kein Unterschied beziiglich Alter oder ECOG (Eastern Cooperative On-
cology Group) - Einstufung beobachtet werden.

Gesamt EREG EREG AREG AREG

n=331 hoch niedrig hoch niedrig
n=166 n=165 n=165 n=166

Alter (Median) in Jahren 65 65 66 65 65
ECOG (%)
0 53,2 51,8 54,5 53,3 53,0
1 40,5 39,8 41,2 37,6 43,4
2 3,6 3,6 3,6 4,2 3,0
Nicht verfiigbar 2,7 4.8 0,6 4.8 0,6
Kolon/Rektum (%)
Kolon 67,7 57,8 77,7 59,4 75,9
Rektum 32,3 42,2 22,4 40,6 24,1
Seite
Rechtsseitig 32,0 20,5 43,6 26,1 38,0
Linksseitig 65,6 77,7 533 72,1 59,0
Nicht verfligbar 2.4 1,8 3,0 1,8 3,0

Mutationen (%)
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DWT 36,6 42.8 30,3 43,6 29,5
RAS mutiert 50,4 52,4 67,3 52,2 48,8
BRAF mutiert 12,4 472 20,6 3,6 21,1
Nicht verfiigbar 0,6 0,6 0,6 0,6 2,4

Tabelle 3: Basismerkmale des Gesamtstudienkollektivs in Bezug auf AREG- und EREG-Expression

Der Altersmedian liegt in allen Gruppen zwischen 65 und 66 Jahren, die Gruppenverteilung
ist mit n = 166 fiir hohe EREG und niedrige AREG-Expression und n=165 fiir niedrige EREG
und hohe AREG-Expression ausgewogen. Gruppeniibergreifend hatte die Mehrheit ECOG 0
und 1 sowie ein linksseitiges Kolonkarzinom. Rechtsseitige Tumoren hatten eher eine nied-
rige EREG/AREG-Expression. Eine RAS-Mutation findet sich in mehr als der Hailfte der
Patienten in allen Gruppen bis auf der mit niedriger AREG-Expression, dort ist sie mit 48,8%
jedoch die groBte Untergruppe. In der BRAF-Mutation findet sich vorwiegend eine niedrige
EREG/AREG-Expression.

DWT EREG EREG AREG AREG

n=121 hoch niedrig hoch niedrig

n=61 n=60 n=61 n=6(
Alter (Median) in Jah- 65 65 66 65 66
ren
ECOG (%)
0 52,1 57,4 46,7 59,0 45,0
1 42,1 34,4 50,0 31,1 53,3
2 4,1 49 33 6,6 1,7
Nicht verfiigbar 1,7 33 33
Kolon/Rektum (%)
Kolon 59,5 57,4 61,7 52,5 66,7
Rektum 40,5 42,6 38,3 47,5 33,3
Seite
Rechtsseitig 16,5 13,1 20,0 13,1 20,0
Linksseitig 81,8 85,2 78,3 85,2 78,3
Nicht verfiigbar 1,6 1,6 1,7 1,6 1,7
Mutationen (%)
DWT 100 100 100 100 100

Tabelle 4: Basismerkmale der Patienten mit Doppelwildtyp Status in Bezug auf AREG- und EREG-
Expression.
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Der Altersmedian in der Wildtyppopulation liegt bei 65 Jahren. Die Gruppen sind mit n =61
fiir hohe EREG und AREG-Expression und n = 60 fiir niedrige EREG und AREG-Expression
ausgeglichen. Uber 90% Patienten weisen gruppeniibergreifend einen ECOG 0-1 auf. In der
Mehrheit der Félle ist das Kolon betroffen, das Rektumkarzinom findet sich jedoch fast
gleich oft in der Gruppe mit hoher AREG-Expression. In ungefidhr 80% ist die linke Seite
betroffen, bei niedriger EREG/AREG-Expression zeigten sich 20% rechtsseitige Tumoren
(vgl. 13,1% bei hoher EREG/AREG-Expression).

4.3.2 Einfluss der Tumorlokalisation auf den Mutationsstatus

RAS EREG EREG AREG AREG

mut hoch niedrig hoch niedrig

n=166 n=83 n=83 n=83 n=83
Alter (Median) in Jah- 66 64 67 66 67
ren
ECOG (%)
0 53,0 50,6 55,4 50,6 554
1 40,4 39,8 41,0 39.8 41,0
2 3,0 2,4 3,6 2.4 3,6
Nicht verfiigbar 3,6 7,2 7,2
Kolon/Rektum (%)
Kolon 68,1 60,2 75,9 60,2 75,9
Rektum 31,9 39,8 24,1 39,8 24,1
Seite
Rechtsseitig 34,1 253 43,4 31,3 373
Linksseitig 63,3 72,3 54,2 66,3 60,2
Nicht verfiigbar 2,4 2.4 2.4 2.4 2.4
Mutationen (%)
RAS mutiert 100 100 100 100 100

Tabelle 5: Basismerkmale der Patienten mit Mutation im RAS-Gen in Bezug auf AREG- und EREG-
Expression

Der Altersmedian der Patienten mit RAS-Mutation liegt bei 66 Jahren. Die Gruppenvertei-
lung ist mit jeweils n=83 ausgeglichen. Der ECOG ist bei iiber 90% gruppeniibergreifend 0
(iiber 50%) oder 1 (ca. 40%). Zu iiber 60% ist das Kolon betroffen und linksseitig lokalisiert
bei 54,2% (EREG niedrig) bis 72,3% (EREG hoch).

34



Ergebnisse

BRAF EREG EREG AREG AREG

mut hoch niedrig hoch niedrig
n=41 n=21 n=20 n=21 n=20
Alter (Median) in Jahren 63 63 64 59 64
ECOG (%)
0 53,7 52,4 55,0 52,4 55,0
1 39,0 47,6 30,0 42,9 35,0
2 4,9 10,0 4.8 5,0
Nicht verfiigbar 2.4 5,0 5,0
Kolon/Rektum (%)
Kolon 90,2 81,0 100 85,7 95,0
Rektum 9,8 19,0 14,3 5,0
Seite
Rechtsseitig 70,7 66,7 75,0 66,7 75,0
Linksseitig 244 28,6 20,0 28,6 20,0
Nicht verfligbar 4,9 4.8 5,0 4.8 5,0
Mutationen (%)
BRAF mutiert 100 100 100 100 100

Tabelle 6: Basismerkmale der Patienten mit Mutation im BRAF-Gen in Bezug auf AREG- und EREG-
Expression

Der Altersmedian der Patienten mit BRAF-Mutation liegt bei 59 bis 64. Die Gruppenvertei-
lung ist mit n = 21 fiir hohe EREG und AREG-Expression und n = 20 fiir niedrige EREG
und AREG-Expression ausgeglichen. Der ECOG betrigt iberwiegend 0-1. In tiber 80% ist
das Kolon betroffen (100% bei EREG niedrig), zu iiber 66% die rechte Seite.

Zusammenfassend fanden sich in der Subpopulation der Doppelwildtyptumoren bei den Ko-
lonkarzinomen vorwiegend linksseitige Tumore verglichen zu BRAF und RAS mutierten
Tumoren sowohl fiir hohe als auch niedrige AREG/EREG Spiegel. (Tab. 3). In der BRAF
V600E mutierten Untergruppe zeigte sich ein insgesamt niedriges Expressionsniveau der

beiden Liganden und héufiger eine rechtsseitige Tumorlokalisation (Tab. 5).
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4.3.3 Zusammenhang zwischen der Expression von Amphiregulin und Epiregulin

und dem Mutationsstatus

Mithilfe von einfaktorieller Varianzanalyse wurde der Zusammenhang zwischen den loga-
rithmierten AREG- und EREG-Expressionswerten und dem Mutationsstatus der Studienpa-
tienten untersucht. Im Anschluss wurden paarweise Mehrfachvergleiche ausgefiihrt. Es zeig-
ten sich signifikant niedrigere AREG- und EREG-Expressionswerte in Tumorproben mit
BRAF V600E Mutation im Vergleich zu den BRAF Wildtyp Tumoren.

4.4 Einfluss der Amphiregulin und Epiregulin Expression auf das Thera-
pieansprechen, das progressionsfreie Uberleben und das Gesamtiiber-

leben

4.4.1 Einfluss der Expression von Amphiregulin und Epiregulin auf das Therapiean-

sprechen

Als Néchstes wurde der Einfluss der AREG- und EREG-Expression auf das Therapieanspre-
chen (ORR- Overall Response Rate) untersucht wie in Tabelle 6 gezeigt.

AREG EREG
ORR p ORR p
in % in %
Alle Patienten niedrig 47,7 0,07 Alle Patienten  niedrig 50,0 0,36
hoch 58,4 hoch 56,0
DWT niedrig 534 035 DWT niedrig 58,6  >0,99
hoch 63,2 hoch 57,9
RAS mut niedrig 50,0 0,51 RAS mut niedrig 534 >0,99
hoch 56,8 hoch 53,3
BRAF mut niedrig 27,8 0,73 BRAF mut niedrig 42,1 0,17
hoch 35,3 hoch 18,8

Tabelle 7: Einfluss von AREG- und EREG-Expression auf das Therapieansprechen (ORR)
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Das Expressionsniveau von AREG und EREG wurde dichotomisiert in ,hoch® und ,niedrig
eingeteilt, wobei der Median den cut-off Wert darstellte. Es konnte weder in der gesamten
Studienpopulation noch in den mutationsbezogenen Untergruppen ein Zusammenhang zwi-
schen dem AREG- und EREG-Expressionsniveau und dem Therapieansprechen (ORR-
Overall Response Rate) mithilfe den zweiseitigen exakten Test nach Fisher beobachtet wer-
den. Die niedrigste Ansprechrate unabhingig von der AREG-/EREG-Expression fand sich
in der BRAF-Mutation mit 18,8% (EREG hoch) (vgl. 42,1% (EREG niedrig), p = 0,17) bzw.
27,8% (AREG niedrig) (vgl. 35,3% (AREG hoch), p=0,73).

4.4.2 Einfluss der Amphiregulin Expression auf das Outcome

Einfluss von AREG auf das progressionsfreie (PFS) und Gesamtiiberleben (OS)

PFS OS

Wahrscheinlichkeit des PFS [%]
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Abbildung 11: Einfluss von AREG auf das PFS (links) und das OS (rechts) hinsichtlich der Gesamt-
population.

Der Einfluss der AREG-Expression auf das Gesamtiiberleben (OS- overall survival) und auf
das progressionsfreie Uberleben (PFS- progression free survival) wurde in einem nichsten
Schritt untersucht. Dazu wurde eine Uberlebenszeitanalyse durchgefiihrt und mithilfe von
Kaplan-Meier-Kurven dargestellt, die Expression von AREG wurde in ,hoch® und ,niedrig*
eingeteilt, wobei der Median der cut-off Wert darstellte. Es scheint, dass ein ldngeres Ge-
samtiiberleben mit einem erhohtem AREG-Expressionsniveau signifikant korreliert. Das Ge-

samtiiberleben lag in der Untergruppe mit héherer AREG-Expression mit 28,8 Monaten
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(95% KI 25,2- 32,3) hoher im Vergleich zur Untergruppe der niedrigen AREG- Expression
mit 20,5 Monaten (95% KI 16,7- 24,3) (p = 0,001). Dieser Effekt konnte fiir das progressi-

onsfreie Uberleben nicht gezeigt werden.

4.4.3 Einfluss der Amphiregulin Expression auf das progressionsfreie Uberleben in

Bezug auf die Erhaltungstherapie

Einfluss von AREG auf das progressionsfreie Uberleben (PFS)

AREG hoch AREG niedrig
2wl . < = 10— ‘ -
o, | plus Bevacizumab 13,5(12,4-14,7) .\ol‘ 11 FP plus Bevacizumabh 10,3 (7,1-13.5)
v | Bevacizumab 10,6 (8.1-13.1) 0 l Bevacizumah 9.6 (9,1-10,0)
B g i 9,7 (7,6-11,6) B g 9,5 (8,4-10,5)
ﬂ; 1\ p= 0,045 A~ i p=10,124
2 g 1
'E‘ 60 = 60 1

[ R e
2 40 | Q40 1
E ! = by
'S Y ‘ .= 5
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w0 | ——_— 1L
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Abbildung 12: Einfluss von AREG auf das das PFS hinsichtlich der Behandlungsarme, unterteilt in
AREG hoch/high (links) und AREG niedrig/low (rechts).

Fir AREG ,hoch’ zeigte sich ein signifikanter Unterschied fiir das mittlere PFS. Dieses war
ohne Erhaltungstherapie am kiirzesten mi 9,7 Monaten (95% KI 7,6-11,6) und am langsten
mit 13,5 Monaten im Behandlungsarm A (FP plus Bevacizumab, 95% K1 12,4-14,7) (p =
0,045). Bei AREG ,niedrig* zeigte sich fiir das mittlere PFS kein Unterschied zwischen den
Behandlungsarmen, das niedrigste PFS war bei 9,5 Monaten (keine Erhaltung, 95% KI 8,4-
10,5), das hochste mittlere PFS lag bei 10,3 Monaten (FP plus Bevacizumab, 95% KI 7,1-
13,5) (p=0,12).
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4.4.4 FEinfluss der Amphiregulin Expression auf das Gesamtiiberleben in Bezug auf

die Erhaltungstherapie
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Abbildung 13: Einfluss von AREG auf das das OS hinsichtlich der Behandlungsarme, unterteilt in

AREG hoch (links) und AREG niedrig (rechts).

Der Einfluss der AREG-Expression auf das Gesamtiiberleben in den drei Erhaltungsthera-

piearmen wurde untersucht. Betrachtet man die gesamte Studienpopulation, so erkennt man

keine Unterschiede in der Uberlebenszeit weder bei einer hohen noch bei einer niedrigen
AREG-Expression. Das langste OS fiir AREG ,hoch‘ lag bei 32,6 Monaten (Bevacizumab,
95% K1 28,2-37,1) vs. 30,0 Monate (FP plus Bevacizumab, 95% KI 24,7-35,3) vs. 29,0 Mo-
nate (keine Erhaltung, 95% KI 22,2-35,9) (p = 0,38). Das lingste OS fiir AREG ,niedrig* lag
bei 27,8 Monaten (FP plus Bevacizumab, 95% KI 18,1-37,5) vs. 23,5 Monaten (Bevacizu-
mab, 95% KI 22,2-24,9) vs. 23,6 Monaten (keine Erhaltung, 95% KI 22,2-24,9) (p = 0,95).
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4.4.5 Einfluss der Amphiregulin Expression auf das Uberleben, aufgeteilt nach Mu-

tationsstatus

Eine BRAF V600E-Mutation wird mit niedrigen AREG- und EREG-Spiegeln assoziiert. Es
wurde eine Cox-Regressionsanalyse durchgefiihrt, bei der wir AREG- und EREG-Levels als
logarithmierte kontinuierliche Variablen benutzten und passten sie an das Alter, Geschlecht

und Lokalisation des Primartumors an.

Effekt von logAREG auf das progressionsfreie (PFS) und das Gesamtiiberleben (OS)

HR (95%KI) p

RAS- und BRAF- P Y S— . PF5 1,11 (0,84-1,43); p=0,46
BRAF MUTIEIT i o s s i i s s s . PF5 0,53 (0,21-1,32); p=0,17

. . 0s 0,89 (0,57-1,37); p=0,59

RAS mutiert T T PFS 0,39 {D,?D-l,]ﬂ}, FIZD,.35
————— 0S 0,94 (0,77-1,14); p=0,52
Gesamt o= - PFS 0,92 (0,78-1,09); p=0,35
o Os 0,80 (0,70-0,93); p=0,003

o 0,5 10 15 20

< Favorisiert hhere logAREG-Levels
Abbildung 14: Effekt von logAREG auf PFS und OS.

Im gezeigten Forest-Plot konnte kein Effekt von logAREG auf das PFS gezeigt werden, der
Einfluss auf das Gesamtiiberleben OS in der Gesamtpopulation ist jedoch signifikant (p =

0,003). Diese Signifikanz verschwindet, betrachtet man die Gruppen einzeln.
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4.4.6 Einfluss der Epiregulin Expression auf das QOutcome

Wahrschemnlichkeit des PFS [%]

100 4

801

60 1

40

Einfluss von EREG das progressionsfreie (PFS) und Gesamtiiberleben (OS)

T
| EREG hoch 10,6 (9,6-11,6)
EREG niedrig 9,7 (3,1-11,3)
p=065;HR 1,1

12 24 36

Monate seit Beginn der Behandlung

48

Wahrschelichkeit des OS [%]

100 1+

801

60

40

204

Sy, EREG hoch 28,7 (25.3-32,0)
i, EREG niedrig 20,7 (16,9-24,4)
\ p= 0,001; HR 0,66
\“\ -
\
s
T,
S
\
Moy
w
=
12 24 36 48 60 2

Monate seit Beginn der Behandlung

Abbildung 15: Einfluss von EREG auf das PFS (links) und das OS (rechts) hinsichtlich der Gesamt-
population.

Es wurde auch der Einfluss der EREG-Expression auf das Gesamtiiberleben und auf das pro-

gressionsfreie Uberleben untersucht. Hier konnte ebenfalls ein signifikant lingeres Gesamt-

iiberleben in Verbindung mit hoherer EREG-Expression gebracht werden. In der Unter-

gruppe mit hoher Expression betrug das Gesamtiiberleben 28,7 Monate (95% KI 25,3-32,0),

in der Untergruppe mit niedriger Expression waren es hingegen nur 20,7 Monate (95% KI
16,9-24.4) (p = 0,001). Das PFS wies hier ebenfalls keine Unterschiede bezogen auf die
EREG-Expression auf.
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4.47 Einfluss der Epiregulin Expression auf das progressionsfreie Uberleben in Be-

zug auf die Erhaltungstherapie
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Abbildung 16: Einfluss von EREG auf das das PFS hinsichtlich der Behandlungsarme, unterteilt in
EREG hoch/high (links) und EREG niedrig/low (rechts).

Fir EREG ,hoch zeigte im mittleren PFS kein Unterschied zwischen den Behandlungsar-
men, das niedrigste PFS lag bei 9,5 Monaten (keine Erhaltung, 95% KI 8,2-10,8), das hochste
PFS bei 12,5 Monaten (FP plus Bevacizumab, 95% K1 9,8-15,1) (p = 0,24). Bei EREG ,nied-

rig* hingegen konnte fiir das mittlere PFS ein signifikanter Unterschied gezeigt werden, das
niedrigste PFS lag bei 9,4 Monaten (keine Erhaltung, 95% KI 8,3-10,6), das hochste PFS bei
13,5 Monaten (FP plus Bevacizumab, 95% K1 9,2-17,8) (p = 0,015).

42



Ergebnisse

4.4.8 Einfluss der Epiregulin Expression auf das Gesamtiiberleben in Bezug auf die

Erhaltungstherapie

FEinfluss von EREG auf das Gesamtiiberleben (OS)

EREG hoch EREG niedrig

100 | l,_l FP plus Bevacizumab 27,8 (19,5-36,1)
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Abbildung 17: Einfluss von EREG auf das das OS hinsichtlich der Behandlungsarme, unterteilt in
EREG hoch/high (links) und EREG niedrig/low (rechts).

Der Einfluss der EREG-Expression auf das Gesamtiiberleben in den drei Erhaltungstherapie-
armen wurde ebenfalls untersucht. Es ergab sich kein Hinweis darauf, dass eine hohere oder
eine niedrige Expression eine Auswirkung auf das Gesamtiiberleben hat. Das mittlere Uber-
leben bei EREG ,hoch‘ lag gemittelt zwischen 29,0 Monaten (keine Erhaltung, 95% K1 22,5-
35,6) und bestenfalls 32,9 Monaten (Bevacizumab, 95% K1 28,7-37,1) (p = 0,41). Fiir EREG
,hiedrig* lag das OS zwischen 23,5 Monaten (Bevacizumab, 95% KI 22,4-24,7) und besten-
falls bei 27,8 Monaten (FP plus Bevacizumab, 95% KI 19,5-36,1) (p = 0,57).
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4.49 Einfluss der Epiregulin Expression auf das Uberleben, aufgeteilt nach Mutati-

onsstatus

Effekt von logcEREG auf das progressionsfreie Uberleben (PFS) und das Gesamtiiberleben

(OS)
HR (95% KI) p

RAS- und BRAF- PRI KRR —— . PFS 1,15 (0,87-1,52); p=0,34
Wildtyp | e 0S 0,73 (0,55-0,97); p=0,03
BRAF IMIUTTETT g o o o s PFS 0,57 (0,18-1,81); p=0,34
» OS 1,60 (0,84-13,02); p=0,15

RAS mutiert e e—— PFS 0,98 (0,77-1,26); p=0,90
e 0S 0,89 (0,73-1,08); p=0,25
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Abbildung 18: Effekt von logEREG auf PFS und OS.

Die in 4.4.5 gezeigte Analyse wurde auch fiir logEREG durchgefiihrt, hier zeigte sich eben-

falls kein Einfluss auf das PFS, weder in der Gesamtpopulation noch in einer der Untergrup-

pen. Es konnte jedoch ein signifikanter Einfluss von logEREG auf das Gesamtiiberleben so-

wohl der Gesamtpopulation (p = 0,001) als auch der Doppelwildtyp-Gruppe (p = 0,03) dar-

gestellt werden. Auf die BRAF und RAS mutierten Tumoren hat logEREG keinen Einfluss

hinsichtlich OS und PFS. Zusammengefasst konnte ein prognostischer Effekt auf das OS

sowohl fiir AREG als auch EREG lediglich fiir die BRAF und RAS-Wildtyp Untergruppen
gezeigt werden (Abbildung 14 und 18).
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4.5 Einfluss der Amphiregulin und Epiregulin Expression auf die Effek-

tivitit der einzelnen Behandlungsarme

Wir untersuchten nun den Effekt der AREG- und EREG-Expression auf die einzelnen Be-
handlungsarme, indem wir die Biomarker in hohe und niedrige Expression aufteilten. Von

Interesse waren hierbei erneut das PFS und OS.

4.5.1 AREG-Einfluss auf das Uberleben unter Bevacizumab plus FP Erhaltung
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Abbildung 19: AREG-Einfluss auf die Erhaltungstherapie mit Bevacizumab plus FP hinsichtlich des
PES (links) und dem OS (rechts).

Wir konnten fiir die das PFS und OS unter Bevacizumab plus FP keine Unterschiede sehen.
Die mittlere PFS betrdgt 13,5 Monate (95% KI 12,4-14,7) vs. 10,3 Monate (95% KI 7,1-
13,5) (hoch vs. niedrig; p = 0,36, HR: 0,77). Das OS unterschied sich ebenfalls nicht mit 30,0
Monaten (95% KI 24,7-35,3) vs. 27,8 Monaten (95% KI 18,1-37,5) (hoch vs. niedrig; p =
0,49, HR: 0,81).

45



Ergebnisse

4.5.2 AREG-Einfluss auf das Uberleben unter Bevacizumab Erhaltung
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Abbildung 20: AREG-Einfluss auf die Erhaltungstherapie mit Bevacizumab hinsichtlich des PFS
(links) und dem OS (rechts).

Wir konnten fiir das PFS und OS unter Bevacizumab Monotherapie ebenfalls keine Unter-
schiede sehen. Die mittlere PFS betrdgt 10,6 Monate (95% KI 8,1-13,1) vs. 9,6 Monate (95%
KI9,1-10,0) (hoch vs. niedrig; p = 0,33, HR: 0,79). Das mittlere OS unterschied sich eben-
falls nicht mit 32,6 Monaten (95% K1 28,2-37,1) vs. 23,6 Monaten (95% K1 22,2-24,9) (hoch
vs. niedrig; p = 0,24, HR: 0,72).
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4.5.3 AREG-Einfluss auf das Uberleben im Watch & Wait Arm

Wahrscheinlichkeit des PFS [%0]
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Abbildung 21: AREG-Einfluss auf den Watch & Wait Arm hinsichtlich des PFS (links) und dem OS
(rechts)Abbildung 22: AREG-Einfluss auf den Watch & Wait Arm hinsichtlich des PFS (links) und
dem OS (rechts).

Auch im Watch & Wait Arm konnten wir fiir die das PFS und OS keine signifikanten Unter-
schiede sehen. Die mittlere PFS betrdgt 9,7 Monate (95% KI 7,9-11,6) vs. 9,5 Monate (95%
KI 8,4-10,5) (hoch vs. niedrig; p = 0,65, HR: 0,89). Das mittlere OS unterschied sich eben-
falls nicht mit 29,0 Monaten (95% KI 22,2-35,9) vs. 28,3 Monaten (95% KI 22,3-34,2), den-

noch zeigte sich hier ein Trend, welcher lingeres Uberleben bei hoher AREG Expression

favorisiert (hoch vs. niedrig; p = 0,09, HR: 0,61). Betrachtet man jeden Behandlungsarm

einzeln, so zeigte sich fiir das PFS kein signifikanter Unterschied zwischen AREG hoch und

AREG niedrig, im OS zeigte sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied.
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4.5.4 EREG-Einfluss auf das Uberleben im Bevacizumab plus FP Arm
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Abbildung 23: EREG-Einfluss auf die Erhaltungstherapie mit Bevacizumab plus FP im Hinblick auf
das PFS (links) und das OS (rechts).

Wir konnten fiir die das PFS und OS unter Bevacizumab plus FP keine Unterschiede sehen.
Die mittlere PFS betriagt 12,5 Monate (95% KI 9,8-15,1) vs. 13,5 Monate (95% KI 9,2-
17,8) (hoch vs. niedrig; p = 0,19, HR: 1,5). Das OS unterschied sich ebenfalls nicht mit
29,8 Monaten (95% KI 24,4-35,3) vs. 27,8 Monaten (95% KI 19,5-36,1) (hoch vs. niedrig;
p =0,62, HR: 0,86).
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Abbildung 24: EREG-Einfluss auf die Erhaltungstherapie mit Bevacizumab im Hinblick auf das PFS
(links) und das OS (rechts).
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Wir konnten fiir das PFS unter Bevacizumab Monotherapie ebenfalls keine Unterschiede se-
hen. Die mittlere PFS betriagt 10,1 Monate (95% KI 9,1-11,1) vs. 9,6 Monate (95% KI 8,8-
10,3) (hoch vs. niedrig; p = 0,76; HR: 0,93). Das mittlere OS zeigte sich bei hoher EREG
Expression mit 32,9 Monaten (95% KI 28,7-37,1) vs. 23,5 Monaten (95% K1 22,4-24,7) sig-
nifikant verldngert (hoch vs. niedrig; p = 0,024; HR: 0,55).

Wir teilten nun die Subpopulation des Bevacizumab Behandlungsarms nach RAS-Mutati-

onsstatus auf und untersuchten erneut PFS und OS hinsichtlich der EREG-Expression.

4.5.5.1 EREG-Einfluss auf das Uberleben unter Bevacizumab Erhaltung bei RAS-Wildtyp
PFS OS
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Abbildung 25: EREG-Einfluss auf die Erhaltungstherapie mit Bevacizumab in der RAS-Wildtyp Sub-
population im Hinblick auf das PFS (links) und das OS (rechts).

Das PFS unterschied sich innerhalb der RAS-Wildtyp Population mit 11,5 Monaten (95% KI
8,6-14,5) vs. 9,4 Monaten (95% KI 8,4-10,5) nicht (hoch vs. niedrig; p = 0,75; HR: 0,89).
Die Korrelation von hoher EREG-Expression und lingerem OS unter Erhaltungstherapie mit
Bevacizumab konnte innerhalb der RAS-Wildtyp Population jedoch weiterhin gesehen wer-
den, das OS favorisiert mit 37,5 Monaten (95% KI 29,4-45,6) vs. 20,5 Monaten (95% KI
14,7-26,3) deutlich die Patienten mit hoher EREG-Expression (p = 0,009; HR: 0,31).
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4.5.5.2 EREG-Einfluss auf das Uberleben im Bevacizumab Erhaltungsarm bei RAS-Muta-
tion

PFS oS

100 ; EREG hoch 10,0 (9.2-10,7)
4 EREG niedrig 9.9 (5,4-14,5)
p= 0,89, HR: 1,05

10G | S EREG hoch 32,6 (24,4-40,9)

EREG niedrig 24,2 (10,9-37,4)
p=0,51; HR: 0,79
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40 40

Wahrscheinlichkeit des PFS [%]
Wahrscheilichkeit des OS [%0]

13 2 % is 12 P 36 8 6 72
Monate seit Beginn der Behandlung Monate seit Beginn der Behandlung

Abbildung 26: EREG-Einfluss auf die Erhaltungstherapie mit Bevacizumab in der RAS-mutierten
Subpopulation im Hinblick auf das PFS (links) und das OS (rechts).

Die Korrelation mit EREG-Expression verliert sich innerhalb der Gruppe der Patienten mit
RAS-mutierten Tumoren. Es zeigten sich keine Unterschiede im PFS mit 10,0 Monaten (95%
KI19,2-10,7) vs. 9,9 Monaten (95% KI 5,4-14,5) (hoch vs. niedrig; p = 0,89, HR: 1,05) sowie
im OS mit 32,6 Monaten (95% KI 24,4-40,9) vs. 24,2 Monaten (95% KI 10,9-37,4) (hoch
vs. niedrig; p = 0,51, HR: 0,79).
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4.5.6 EREG-Einfluss auf das Uberleben im Watch & Wait Arm
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Abbildung 27: AREG-Einfluss auf den Watch & Wait Arm im Hinblick auf das PFS (links) und das
OS (rechts).

Im Watch & Wait Arm zeigte sich wiederum kein Unterschied im PFS und OS. Die mittlere
PFS betrdgt 9,5 Monate (95% KI 8,2-10,9) vs. 9,5 Monate (95% KI 8,3-10,7) (hoch vs. nied-
rig; p = 0,72; HR: 0,91). Das mittlere OS unterschied sich ebenfalls nicht mit 29,0 Monaten
(95% KI 22,5-35,6) vs. 25,2 Monaten (95% KI 18,8-31,6) (hoch vs. niedrig; p = 0,61; HR:
0,86).

Zusammengefasst zeigte sich fiir EREG, bezogen auf die einzelnen Therapiearme, ebenfalls
kein Unterschied im PFS. Im Bevacizumab Arm zeigte sich ein signifikant langeres OS bei
hoher EREG-Expression (p = 0,024), fiir die anderen Behandlungsarme zeigte sich kein Un-

terschied.

4.5.7 Einfluss der Amphiregulin und Epiregulin Expression auf das Uberleben in

Bezug auf die Erhaltungstherapie in der Doppelwildtyp Studiensubpopulation

Es wurde zudem untersucht, wie sich die AREG- und EREG-Expressionslevel auf die ver-

schiedenen Behandlungsarme der Erhaltungstherapie auswirkten (keine Erhaltung vs. FP +
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Bevacizumab vs. Bevacizumab). Hierbei wurden nur Patienten mit RAS- und BRAF Wildtyp
untersucht.

4.5.7.1 Effekt von logAREG auf das progressionsfreie Uberleben (PFS) und das Gesamt-
iiberleben (OS) in der Doppelwildtyp Population

HR (95%KD) p

Keine Erhaltun . e
g ) - PFS 1,62 (0,97-2,73); p=0,07
{n=30)

b . 0S 0,8 (0,42-1,75); p=0,68

FP + Bevacizumab NOTR T S PFS 0,79 (0,43-1,45); p=0,44
{n=25) o . P 0S5 0,50 (0,23-1,08); p=0,08
Bevacizumab isnnmelnakimi PFS 0,76 (0,40-1,43); p=0,39

(n=27)

. 4 05 045 (0,21-1,00); p=0,05

PFS 1,11 (0,84-149); p=046
Gesamt { Ji P
0S 0,80 (0,56-1,15); p=0,23

0,1 0,5 1,0 5 10
< Favorisiert hdhere logAREG-Levels

Abbildung 28: Effekt von logAREG auf das OS und PFS der DWT-Population.

Es konnte kein signifikanter Einfluss auf das PFS fiir logAREG festgestellt werden, in der
Gruppe ohne Erhaltung lie3 sich jedoch ein Trend zum kiirzeren PFS (p = 0,07, HR 1,62)
feststellen. Das OS wurde von logAREG nur in der Gruppe mit Bevacizumab beeinflusst (p

=0,05), ein Trend zeichnete sich fiir FP + Bevacizumab ab (p = 0,08).
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4.5.7.2 Effekt von logEREG auf das Gesamtiiberleben (OS) und das progressionsfreie
Uberleben (PFS) der Doppelwildtyp Population

HR (95%KD) p

Keine Erhaltun .
g PR P, PFS 1,14 (0,63-2,06); p=0,66
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{n=25) " A o 0s 0,91 (0,45-1,97); p=0,87
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Abbildung 29: Effekt von logEREG auf das OS und PFS der DWT-Population.

Erneut konnte hier ein Effekt auf das OS nur in der Bevacizumab Gruppe gezeigt werden (p

=0,004), bei den iibrigen Gruppen besteht kein Zusammenhang zwischen 1ogEREG und
OS bzw. PFS.

Zusammengefasst zeigte innerhalb der Doppelwildtyp-Gruppe (RAS und BRAF Wildtyp)
nur der Behandlungszweig mit Bevacizumab einen signifikanten Zusammenhang zwischen
AREG- und EREG-Levels und dem Gesamtiiberleben. Ein Einfluss auf das PFS konnte in

keiner Gruppe gezeigt werden.
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der verwendeten Methodik

Die beschriebenen Versuche wurden allesamt am Pathologischen Institut der Ludwig-Maxi-
milians-Universitidt durchgefiihrt. Die Protokolle zu RNA-Isolation, DNA-Transkription,
PCR und Konzentrationsbestimmung waren bereits hinreichend etabliert. Es handelte sich
also um Standardprotokolle welche zum Teil auch in der klinischen Routine eingesetzt wer-
den. Die zeigte sich auch dadurch, dass von 371 Patientenproben der AIO KRK-0207 Studie

331 ausgewertet werden konnten.

Um die AREG- und EREG-Expression in Relation zu setzen, wurde zusétzlich ein house-
keeping gene bestimmt. Dafiir wéhlten wir die Glyceraldehyd-3-phosphat Dehydrogenase
(GAPDH). GAPDH ist eines der am weitest verbreiteten housekeeping Gene [79]. Doch auch
wenn dieses Gen hdufig verwendet wird, so konnten Studien zeigen, dass sich die Expression
dieses Gens zwischen verschiedenen Gewebearten signifikant unterscheiden kann [80]. Da
wir nur eine Art von Gewebe untersuchten, stellte dies kein Problem dar. Es gibt jedoch
Daten, die zeigen, dass die Expression von GAPDH im KRK signifikant hochreguliert sein
kann und sogar die Tumorentstehung und Metastasierung férdern kann [81]. Es wird zudem
vermutet, dass die GAPDH-Expression mit dem Fortschreiten des KRK korreliert [82]. Um
die dargelegten moglichen Schwichen von GAPDH zu minimieren, wurde ein zweites sous-

ekeeping Gen, namlich YWHAZ [83], verwendet.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

Ziel der AIO KRK 0207 (,,Maintenance*) Studie war es zu priifen, ob bei Patienten mit
mKRK, welche eine Induktionstherapie mit Oxaliplatin, 5-Fluoropyrimidin (5-FU) und Be-
vacizumab erhalten haben, eine Erhaltungstherapie mit Bevacizumab bzw. keine Erhaltung

einer Erhaltungstherapie mit Fluoropyrimidin plus Bevacizumab unterlegen ist. Dabei wur-
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den nur Patienten randomisiert, die nach 24 Wochen Induktionstherapie keinen Tumorpro-
gress zeigten. Randomisierte Patienten, welche nach Randomisation im Rahmen der Erhal-
tungstherapie einen Tumorprogress zeigten, sollten eine Re-Induktionstherapie erhalten. Es
konnte hierbei eine Nichtunterlegenheit der Monotherapie mit Bevacizumab gegentiber einer
Kombination aus Fluoropyrimidin und Bevacizumab gezeigt werden, eine ausbleibende Er-
haltungstherapie wirkte sich in der Tendenz negativ auf das OS aus [78]. Wir wollten in
dieser Arbeit die Korrelation der AREG- und EREG-Expression mit den klinischen Ergeb-

nissen dieser Studie priifen.

Wir sahen in der Gesamtpopulation, dass bei hoher Expression von AREG und EREG das
Verhiltnis links- zu rechtsseitig deutlich zugunsten der linksseitigen Tumorlokalisation liegt.
Dieses Patientenkollektiv hat auch insgesamt das bessere Outcome. Bei niedrigen AREG-
und EREG Expressionsleveln war das Verhéltnis links zu rechts ausgeglichener. In Anbe-
tracht des Mutationsstatus zeigten wir, dass linksseitige Tumoren in der Doppelwildtyppo-
pulation mit hoheren AREG- und EREG-Expressionsleveln korrelieren. Dabei sind sie in der
Population mit RAS mutierten Tumoren vor allem mit hoheren EREG-Expressionsleveln as-
soziiert. Bei Patienten mit BRAF mutierten Tumoren, welche auch mit einem schlechteren

Outcome assoziiert sind, ist das Gegenteil der Fall.
Die AREG/EREG-Expression war in RAS-mutierten Tumoren insgesamt nicht vermindert.

In Tumoren mit BRAF V600E Mutation wurden generell niedrigere AREG- und EREG-Ex-
pressionslevel gemessen. Auch war das Ansprechen bei dieser Mutation mit einer hohen

EREG-Expression tendenziell schlechter.

Wir konnten insgesamt zeigen, dass die AREG- und EREG-Expression bei Patienten mit
mKRK, welche sich einer Induktionstherapie mit Oxaliplatin, Fluoropyrimidin und Bevaci-
zumab unterzogen haben, direkt mit dem Outcome korreliert. Das Gesamtiiberleben nimmt
dabei mit steigender Expression von AREG und EREG zu, ein klar definierter Cut-off Wert
lieB sich dabei jedoch nicht ermitteln. Fiir die Ansprechrate und das progressionsfreie Uber-
leben konnten wir weder fiir die Gesamtpopulation noch fiir eine der Subpopulationen einen

Zusammenhang zu der AREG- oder EREG-Expression herstellen.
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Wenn man die Daten um bekannte Prognosefaktoren bereinigt, so beschrénkt sich der prog-
nostische Wert von AREG und EREG nur auf die Doppelwildtyp-Tumoren (RAS- und
BRAF-Wildtyp). Innerhalb der Doppelwildtypgruppe wirkte sich — betrachtet man die ver-
schiedenen Behandlungsarme der Erhaltungstherapie — eine hohe EREG-Expression vor al-
lem in der Gruppe der Patienten welche eine Erhaltungstherapie mit Bevacizumab als Mo-

notherapie erhielten positiv auf das Gesamtiiberleben aus.

5.2.1 BRAF V600E Mutation ist mit niedriger AREG/EREG Expression und

schlechterem Outcome assoziiert

Die BRAF V600E Mutation im KRK ist mit rechtsseitigen Tumoren und niedriger
AREG/EREG Expression assoziiert. Weisen diese Tumoren jedoch hohe AREG- und EREG-
Expressionsniveaus auf, so wirkte sich das negativ auf das Outcome aus. Sowohl RAS- als
auch BRAF-Mutationen fiihren zu einem dauerhaft aktivierten EGFR-Signalweg. Dieser ist
von exokrinen Signalen durch die EGFR-Liganden AREG und EREG unabhéngig [84], da-
her miissen der zugrunde liegende Mechanismus und die unterschiedlichen Rollen von RAS

und BRAF in mKRK hinsichtlich AREG und EREG noch genauer geklért werden.

RAS und BRAF sind beide ein Teil des RAS/BRAF/MEK/ERK-Signalwegs und férdern
durch gain-of-function missense Mutation die wachstumsfaktorunabhédngige Proliferation,
Apoptosesunterdriickung und Angiogenese. Die beiden Mutationen haben jedoch unter-
schiedliche Auswirkungen auf die Zellfunktion und Entstehung bzw. Entwicklung des
mKRK [85, 86]. So sind BRAF-Mutationen im mKRK beispielsweise assoziiert mit hoher
Mikrosatelliteninstabilitdt, hoher Gesamtmutationsrate, Lymphozyteninfiltration, rechtssei-
tiger Lage und niedriger Differenzierung [86]. Interessanterweise wird das schlechte Uber-

leben nur bei fehlender Mikrosatteliteninstabilitidt beobachtet [87].

BRAF-Mutationen sind zudem assoziiert mit einer Hypermethylierung von CpG-Inseln
(CIMP-high). Dies kommt zustande, indem MAFG {iber die BRAF/MEK/Erk-Achse phos-
phoryliert wird und dieses zusammen mit BACH1 (Transkriptionsregulatorgen BACHI),
CHD8 (Chromodoménen-Helikase-DNA-bindendes Protein 8) und DNMT3B (DNA (Cyto-

sin-5 -) - Methyltransferase 3 beta) einen Komplex bildet. Dieser Komplex unterdriickt durch
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DNA-Methylierung die Transkription nahegelegener Gene [88]. Im Rahmen dieses silenci-
ngs durch CIMP wird die Expression von AREG und EREG ebenfalls gehemmt. Dies wiirde
erkldren, wieso wir in BRAF V600OE mutierten Tumorproben signifikant niedrige AREG und
EREG-Expressionslevel messen konnten [89]. Wir konnten zwar keinen Zusammenhang
zwischen der AREG/EREG-Expression und dem Outcome in Patienten mit BRAF V600E
Mutation herstellen, jedoch waren die Fallzahlen relativ niedrig, sodass hier eine begrenzte
Teststarke vorliegt und eine grofere Fallzahl moglicherweise einen Effekt zutage bringen

konnte.

Wihrend die RAS-Mutation hdufig gemeinsam mit einer APC-Mutation auftritt, findet sich
die BRAF-Mutation nicht in Zellen mit RAS-Mutation, was eine funktionelle Redundanz
bzw. Inkompatibilitit nahelegt [90]. RAS-Mutationen sind mit linksseitigen Karzinomen und
mannlichem Geschlecht assoziiert und weisen eher eine Mikrosatellitenstabilitdt auf, Tumo-
ren mit dieser Mutation sprechen auf eine Behandlung mit EGFR-Antikorper nicht an [91-
93]. Im Gegensatz zu BRAF werden die RAS-Mutationen nicht mit DNA-Methylierung der
AREG- und EREG-Gene assoziiert, es konnte in einer anderen Studie gezeigt werden, dass
sowohl die Gen-Methylierung als auch die konsekutive AREG-Expression unabhingig vom
RAS-Mutationsstatus ist [94]. Weitere Studien haben gezeigt, dass das Ansprechen und Out-
come bei einer Therapie mit anti-EGFR Antikorper im RAS-Wildtyp verbessert ist [75, 95,
96], diese Beobachtung konnten wir fiir eine Behandlung mit Oxaliplatin, Fluoropyrimidin

und Bevacizumab nicht zeigen.

5.2.2 AREG und EREG haben keinen prognostischen Wert fiir das Ansprechen auf

Oxaliplatin / Fluoropyrimidin-Bevacizumab

Mehrere Studien kommen zu dem Schluss, dass sowohl eine hohe AREG-Expression als
auch eine hohe EREG-Expression mit einem ldngeren OS und PFS assoziiert sind. Es konnte
gezeigt werden, dass Patienten deren Tumoren eine hohe AREG/EREG-Expression aufwie-
sen und RAS-Wildtyp waren unter einer anti-EGFR Therapie ein ldngeres OS haben [97].
Doch auch bei Patienten, welche eine reine Chemotherapie und keine anti-EGFR Antikorper

erhielten, hatten AREG und EREG prognostischen Wert. In der FIRE1-Studie, bei der
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SFU/Leucovorin plus Irinotecan bzw. Irinotecan plus Oxaliplatin als Erstlinientherapie ver-
abreicht wurde, zeigte sich fiir hohe AREG und EREG-Expressionslevel ein verldngertes
PFS und fiir hohe EREG-Expressionslevel ein verldngertes OS [76]. In unserer Arbeit, bei
der die Therapie auf Oxaliplatin / Fluoropyrimidin-Bevacizumab beruhte, konnten wir kei-
nen prognostischen Wert fiir die beiden EGFR-Liganden hinsichtlich des Ansprechens ORR
und des PFS ableiten, lediglich fiir das OS sahen wir einen positiven Effekt. Fiir die Doppel-
wildtyp-Gruppe sah man interessanterweise im Watch & Wait Behandlungsarm fiir hohe
AREG Spiegel einen Trend zum kiirzeren PFS (p = 0,09). Hier sprechen wir jedoch von einer
kleinen Kohorte, daher miissen diese Beobachtungen durch eine gréfere Fallzahl gepriift

werden.

Betrachtet man die Eigenschaften der Liganden und ihre Rolle im EGFR-Signalweg, so ist
ein Effekt ohne anti-EGFR Antikorper (reine Chemotherapie) nicht anzunehmen. Trotzdem
konnte selbst fiir alleinige Chemotherapie eine Korrelation sowohl fiir das PFS als auch das
OS gezeigt werden [76]. Es ist anzumerken, dass in der FIRE1-Studie Irinotecan als
chemotherapeutisches Basismedikament verabreicht wurde, moglicherweise beschrénkt sich
der Vorteil hoher AREG und EREG-Expression hinsichtlich des PFS auf dieses spezielle
Medikament.

Ein weiterer Grund fiir die fehlende Korrelation konnte sein, dass das PFS erst ab dem Zeit-
punkt der Randomisierung erfasst wurde und diese erst sechs Monate nach Beginn der Be-
handlung erfolgte. Erlitten Patienten vor dem Zeitpunkt der Randomisierung einen Tumor-
progress, so werden diese in unserer Studie nicht erfasst. Von den Patienten, welche vor der
Randomisierung aus der Studie ausschieden, sind keine Daten zu AREG- oder EREG-Ex-
pression bekannt. Wiren die Expressionsspiegel der Patienten mit frithem Tumorprogress

niedrig, so wiirde das die Hypothese des positiven Effekts von AREG und EREG stiitzen.

5.2.3 AREG und EREG Expressionen korrelieren mit dem Gesamtiiberleben

Wir konnten in unserer Studie eine eindeutige Korrelation zwischen der AREG- und EREG-
Expression und dem OS herstellen. Worauf die Korrelation mit dem OS zuriickzufiihren ist,

ist nicht abschlieend geklért. Patienten mit Tumorprogress sollten protokollgeméal eine Re-
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Induktion erhalten, dies wurde jedoch nur in den wenigsten Féllen durchgefiihrt (19-46% der
Patienten in Erhaltungstherapie erhielten eine Re-Induktion) [78]. Andererseits konnten Pa-
tienten mit RAS Wildtyp eine anschlieBende Therapie mit anti-EGFR Antikorpern erhalten
haben, beides konnte sich auf das OS auswirken und muss bei der Interpretation der Daten
bedacht werden. Dies konnte bei der Auswertung der Daten nicht berticksichtigt werden auf-

grund fehlender Information.

Patienten mit RAS- und BRAF-Wildtyp, welche sich einer Therapie mit Fluoropyrimidin /
Oxaliplatin / Bevacizumab unterziehen, profitieren von hohen AREG- und EREG-Expressi-
onsniveaus in Form eines signifikant hoheren OS. Dies deckt sich mit mehreren bereits ver-
offentlichten Studien, welche der AREG- und EREG-Expression einen prognostischen Wert
zuschreiben [97].

Da der prognostische Effekt von AREG- und EREG-Spiegeln mit BRAF- und RAS-Mutati-
onen korreliert, stellt sich die Frage, ob niedrige AREG- oder niedrige EREG-Expressions-
niveaus als Ersatzbiomarker fiir einen automatisch aktivierten (z. B. durch Mutationen)

EGFR-Weg angesehen werden konnen.

5.3 Fehlende Daten der AIO KRK 0207 Studie

Es wurde im Rahmen dieser Studie weder auf PIK3CA-Mutationen getestet, noch haben wir
Daten zur PTEN- oder cMET-Expression. Die aktuellen Analysen sind auBlerdem aufgrund
ihres retrospektiven Charakters und der Anzahl der verfiigbaren Proben begrenzt. Von initial
837 Studienteilnehmern wurden nur 472 (56%) randomisiert. Tumorproben konnten jedoch
nur von knapp 40% der initialen Studienteilnehmer ausgewertet werden. Von den restlichen
60% gibt es folglich keine Daten zur AREG und EREG-Expression. Da in dieser Studie nur
Patienten erfasst wurden, welche eine Erhaltungstherapie erhielten, fehlen zudem die PFS-

Daten fiir Patienten, welche einen Tumorprogress vor der Randomisierung zeigten. Dieser
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massive Datenverlust kann eine Verzerrung der Ergebnisse und der prognostischen Wertig-
keit von AREG und EREG bedeuten, besonders hinsichtlich des PFS, daher sind die hier

gezeigten Daten mit Vorsicht zu interpretieren.

5.4 Ausblick

Ausgehend von den Ergebnissen dieser Arbeit und dem Wissen, dass AREG und EREG im
Rahmen anderer Therapieregimes prognostischen Wert haben, stellt sich die Frage, inwiefern
das therapeutisch genutzt werden kann. Dazu miissen die molekularbiologischen Mechanis-
men zundchst geklart werden, um aus einer Korrelation eine Kausalitédt herzustellen zu kon-
nen. Sobald die genauen Mechanismen der AREG- und EREG-Regulierung und ihr Zusam-
menhang mit dem Outcome beim mKRK entschliisselt sind, konnen neue Therapieansitze
basierend auf diesen Erkenntnissen entwickelt werden. Ein Ansatz untersuchte beispiels-
weise die Gen-Methylierung des AREG-Gens, welche bei BRAF-Mutation, einer Mutation
mit bekanntermaf3en niedriger AREG-Expression, erhoht ist. Leider konnte kein Zusammen-
hang zwischen erhdhter Gen-Methylierung und dem Outcome hergestellt werden, auch wenn
eine starke inverse Korrelation zur AREG-Expression bestand [94]. Dies zeigt die Komple-

xitdt der Genregulierung auf und motiviert zur weiteren Forschung.
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6 Zusammenfassung/Schluss

In dieser Arbeit untersuchten wir anhand der AIO KRK 0207 Studie den Einfluss der Ex-
pression der EGFR-Liganden AREG und EREG auf die relevanten Studienendpunkte Tu-
moransprechen (ORR), progressionsfreies (PFS) und Gesamtiiberleben (OS). Dazu korrelier-
ten wir die Expression der Liganden mit dem Outcome (PFS, OS) der Gesamtpopulation
sowie der Subpopulationen in Abhéngigkeit von Therapiearm (Fluoropyrimidin + Bevacizu-

mab vs. Bevacizumab vs. Keine Erhaltung) und Mutationsstatus (BRAFV600E und RAS).

Um die Expression von AREG und EREG bestimmen zu konnen, gewannen wir RNA aus
Tumorproben und wandelten sie mittels Reverse-Transkriptase in cDNA um, damit wir diese
mittels PCR amplifizieren konnten. Es konnten insgesamt 331 Tumorproben ausgewertet

werden.

Die Expressionen von AREG und EREG waren in BRAFV600E mutierten Tumoren signifi-
kant niedriger als in BRAF Wildtyp Tumoren. Fiir RAS mutierte Tumoren konnte das nicht
gezeigt werden. Wir konnten einen direkten Zusammenhang zwischen den AREG- und
EREG-Expressionen und dem OS herstellen (p = 0,003 und p = 0,001). Diese Korrelationen
waren jedoch auf die Doppelwildtyp (RASwt und BRAFV600Ewt) Population beschrankt.
Sobald eine RAS- oder BRAF-Mutation vorhanden war, verschwand der prognostische Wert.
Fiir das PFS konnte weder in der Gesamtpopulation noch in einer der Subpopulationen ein

signifikanter Vorteil bezogen auf die AREG- und EREG-Expression gesehen werden.

Wir konnten in dieser Arbeit bestdtigen, was bereits andere Studien zeigten, ndmlich dass
AREG- und EREG bei Doppelwildtyptumoren einen prognostischen Wert besitzen. Zudem
konnten wir zeigen, dass niedrige AREG- und EREG-Niveaus mit einer BRAFV600E-Mu-
tation assoziiert sind. Es bleibt offen, was die dahinterliegenden Mechanismen sind und in-
wiefern die Expression der EGFR-Liganden in Zukunft zur Therapie oder Prognosebestim-

mung einsetzen kann.
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7 Abkiirzungsverzeichnis

5-FU

AKT

APC

AREG

BACHI

Bev

BRAFV600Ewt

c- Src
CAPIRI
CAPOX
cDNA
CHDS
CIN
CIMP
Cp
DCC
DNMT3B
DWT

ECOG

5 — Fluoruracil

proteinkinase B

adenomatous polyposis coli

Amphiregulin

Transkriptionsregulatorgen BACH1
Bevacizumab

BRAFV600E Wildtyp

cellular sarcoma inducing

Capecitabin + Irinotecan

Capecitabin + Oxaliplatin

complementary DNA
Chromodomaénen-Helikase-DNA-bindendes Protein 8
chromosomale Instabilitét

CpG — Island — Methylierunsphénotyp
crossing point

deleted in colon cancer

DNA (Cytosin-5 -) - Methyltransferase 3 beta
Doppelwildtyp

Eastern Cooperative Oncology Group
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EGFR Epidermal Groth Factor Rezeptor

EREG Epiregulin

ERK extracellular signal — regulated kinase

FA Folinsédure

FAK focal adhesion kinase

FAP familidre adenomatdse Polyposis
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