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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das kolorektale Karzinom (KRK) ist die dritthaufigste Krebserkrankung weltweit. KRK-
Patienten entwickeln zu 8 - 13% peritoneale Metastasen. Diese sind mit einer stark
reduzierten Lebenserwartung assoziiert. Das mediane Uberleben betragt bei ,Best
Supportive Care” wenige Monate. Ein Grofteil der Patienten wird mit einer systemischen
Chemotherapie behandelt. Hier werden je nach Therapeutika mediane Uberlebensraten
von 8 - 30 Monaten erreicht. Ein geringer Teil der Patienten kann mit der Kombination
aus Zytoreduktion und hyperthermer intraperitonealer Chemotherapie (HIPEC) therapiert
werden. Hier wird ein medianes Uberleben von 16 - 51 Monaten berichtet.

Ziel der Promotionsarbeit war es, neue, spezifische pradiktive Biomarker zur Optimierung
der Therapie zu identifizieren. Zu diesem Zweck wurden Patienten-abgeleitete
Xenograftmodelle (PDX-Modelle) aus dem Gewebe peritoneal metastasierter KRK
(pmKRK) etabliert. Metastasen von 48 Patienten wurden fur die PDX-Etablierung
subkutan in immunsupprimierte Mause transplantiert. Mégliche Einflussfaktoren auf das
Engraftment sowie wesentliche Charakteristika der Modelle, wie Histologie und
Tumorwachstum, wurden untersucht. Die etablierten PDX-Modelle wurden mit den
Therapeutika 5-FU, Irinotecan, Oxaliplatin, Docetaxel, Bevacizumab, Cetuximab,
Erlotinib, Regorafenib und Selumetinib behandelt und anschlieBend bezlglich ihres
Therapieansprechens evaluiert. Die Expression des Biomarkers S100A4 im
Tumorgewebe von PDX und Patient wurde mittels gRT-PCR und Immunhistochemie
ermittelt. Mdgliche Einflussfaktoren wurden evaluiert. Um den pradiktiven Wert der
S100A4-Expression zu analysieren, wurde ein moglicher Zusammenhang zwischen der
S100A4-Expression und dem Ansprechen auf die jeweiligen Therapeutika untersucht.
Abschliel3end wurden die S100A4-Expression im Plasma der pmKRK-Patienten sowie
mogliche Einflussfaktoren auf diese ermittelt.

In der vorliegenden Arbeit konnten 19 PDX-Modelle etabliert werden. Hiervon wurden 13
Modelle bezuglich ihres Therapieansprechens und ihrer S100A4-Expression untersucht.
Die Modelle zeigten den Erhalt der histologischen Morphologie und ein Ersetzen des
Stroma-Kompartiments durch murines Gewebe. Die Evaluierung der 9 Therapeutika
ergab sowohl inter- als auch intraindividuelle Unterschiede im Therapieansprechen.
Insgesamt erzielten Irinotecan das beste und Cetuximab das schlechteste
Therapieansprechen im PDX-Modell. Eine S100A4-Expression im pmKRK-Gewebe

konnte sowohl fir PDX-Tumore als auch fur Patiententumore nachgewiesen werden.
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Interessanterweise war eine hohe S100A4-Expression im PDX-Tumorgewebe mit einem
schlechteren Ansprechen auf Oxaliplatin, Cetuximab und Bevacizumab assoziiert. Auch
im Plasma von Patienten mit pmKRK war der Biomarker S100A4 nachweisbar. Dabei war
die S100A4-Expression im Patientenplasma signifikant hoher als die Expression im
Plasma gesunder Kontrollpersonen.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass PDX-Modelle fir das pmKRK eine
geeignete Plattform zur Evaluierung von Therapieansprechen und préadiktiven
Biomarkern darstellen. Eine hohe S100A4-Expression im pmKRK-Gewebe ist mit einem
schlechten Ansprechen auf Oxaliplatin, Cetuximab und Bevacizumab assoziiert und
somit hierfir ein vielversprechender préadiktiver Biomarker und mdglicher

Therapieansatz.

Abstract

Colorectal cancer (CRC) is the third most common cancer worldwide. About 8 - 13% of
CRC-patients develop peritoneal metastases, which are associated with limited
prognosis. The median survival of the patients treated with best supportive care is only a
few months, whereas systemic chemotherapy regimens reach a median survival of 8 - 30
months. The majority of patients with peritoneally metastasized CRC (pmCRC) is treated
with systemic chemotherapy. Some patients benefit from the combination of
cytoreductive surgery and hyperthermic intraperitoneal chemotherapy (HIPEC). Here, a
median survival of 16 - 51 months can be achieved.

To improve therapy of pmCRC-patients, this study aimed to evaluate novel predictive
biomarkers. For this purpose, patient derived xenograft (PDX) models of pmCRC were
generated to test chemotherapy response and to analyze predictive biomarkers such as
the Wnt signaling target S100A4. Metastases of 48 patients were transplanted
subcutaneously onto immunodeficient mice. Factors influencing the engraftment and
histopathologic characteristics of the PDX-tumors were evaluated. To assess tumor
response to therapy, PDX were treated with 5-FU, irinotecan, oxaliplatin, docetaxel,
bevacizumab, cetuximab, erlotinib, regorafenib and selumetinib. Tumor tissues of PDX
and patients were analyzed for their S100A4 expression by immunohistochemistry and
gRT-PCR. The influence of different clinical characteristics was examined. To analyze if

S100A4 is an appropriate predictive biomarker for therapy of pmCRC, a correlation



Zusammenfassung

between the S100A4 expression in the PDX and the therapy response was examined.
Additionally, S100A4 transcripts in the plasma of patients with pmCRC were evaluated.
In total, 19 specimens have engrafted in immunodeficient mice, of which 13 PDX models
were characterized and tested for chemosensitivity. The results show that the
xenografted tumors retained the histopathologic characteristics of the original samples
and that human stroma was replaced by mouse stroma. Therapy response between and
within the groups was heterogeneous. Best response was observed for irinotecan and
worst response for cetuximab. Tumor tissue of both PDX and patients showed an
expression of S100A4. Interestingly, pmCRC with high S100A4 expression showed
limited response to oxaliplatin, cetuximab and bevacizumab. S100A4 was detected in
plasma samples of patients with pmCRC. The S100A4 transcripts were increased in
patients’ plasma compared to tumor-free individuals.

In conclusion, the results of this study show that PDX models offer a beneficial platform
for the evaluation of chemosensitivity and predictive biomarkers. For pmCRC, high
S100A4 expression is predictive for limited therapy response to oxaliplatin, cetuximab

and bevacizumab and shows promise as a predictive biomarker.
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1. Einleitung

Krebserkrankungen sind trotz des medizinischen Fortschritts der letzten Jahrzehnte
weiterhin die zweithaufigste Todesursache weltweit und verursachten allein im Jahr 2015
fast neun Millionen Sterbefélle. Jahrlich erkranken etwa 14 Millionen Menschen an Krebs
[1]. Die World Health Organisation (WHO) und das National Cancer Institute (NCI)
definieren Krebs als eine Sammelbezeichnung flr eine Vielzahl von Erkrankungen, deren
Gemeinsamkeit darin besteht, dass entartete Zellen sich zun&chst unkontrolliert
vermehren und in der Lage sind, umliegendes Gewebe zu infiltrieren [1,2]. Gleichwohl
sind wesentliche Unterschiede zwischen den jeweiligen Krebsentitdten, wie auch
innerhalb einer Entitat, in Bezug auf Pathogenese, molekulare Mechanismen, Therapie
und Prognose feststellbar. Um der Komplexitat von Krebsentstehung und -progression
gerecht zu werden, ist es Ziel aktueller Forschung, molekulare Unterschiede zwischen
Patientensubgruppen zu identifizieren. Dadurch soll eine zielgerichtete und
individualisierte Behandlung fir den einzelnen Patienten erméglicht werden. Biomarker
spielen dabei als Pradiktoren und Zielmolekulle der Therapie eine wesentliche Rolle.

Diese Dissertation behandelt das kolorektale Karzinom (KRK) (1.1) in Hinblick auf seine
peritoneale Metastasierung (pmKRK) (1.2), um hier neue, spezifische pradiktive
Biomarker (1.3) zur Optimierung der Therapie auf der Basis neu etablierter Patienten-

abgeleiteter Xenograftmodelle (PDX) zu identifizieren.

1.1. Kolorektales Karzinom

1.1.1. Epidemiologie und Risikofaktoren

Das kolorektale Karzinom (KRK) stellt die dritthaufigste Krebserkrankung weltweit dar. In
Deutschland verzeichnet das Robert-Koch-Institut fur das Jahr 2013 etwa 62.400
Neuerkrankungen, davon rund 45% Frauen und 55% Manner. Frauen mit der Diagnose
KRK waren im Mittel 73 Jahre alt, Manner waren im Mittel 70 Jahre alt. Knapp 25.700
Patienten starben im selben Jahr infolge ihres KRK. In den letzten Jahren ist ein positiver
Trend zu beobachten. Seit 2004 sinken die Inzidenzraten fur Patienten Uber 55 Jahre.
Auch das Uberleben hat sich verbessert, denn wahrend die 5-Jahrestiberlebensrate in
den 1980er Jahren noch 50% betrug, lag sie im Jahr 2012 bei rund 63% [3,4].

Wesentliche Risikofaktoren fur die Entstehung eines KRK sind Tabakkonsum,
Ubergewicht, Bewegungsmangel, ballaststoffarme Erndhrung sowie der haufige Konsum

von rotem Fleisch und Alkohol [4]. Auch eine Vielzahl genetischer Faktoren beeinflusst
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die Entstehung von KRK. Personen mit KRK oder kolorektalen Adenomen in der
Familienanamnese zeigen ein signifikant erhéhtes Risiko, selbst ein KRK zu entwickeln.

Das hochste Risiko haben Individuen mit mehreren oder jung erkrankten Verwandten [5].

1.1.2. Molekulare Mechanismen des KRK

Die Mehrheit der KRK gehen in einem mehrstufigen Prozess genetischer Veranderungen
aus Adenomen hervor (Adenom-Karzinom-Sequenz). Fearon und Vogelstein
beschrieben 1990 die genetischen Schritte, welche von der Transformierung normalen
Epithels Uber hyperproliferatives Epithel sowie frihe, intermediare und spate Adenome
zur Entstehung eines KRK fiihren [6]. Seitdem hat sich das Verstandnis der molekularen
Pathogenese des KRK erheblich weiterentwickelt. Heute geht man davon aus, dass
verschiedene molekulare Mechanismen existieren, welche {ber genetische und
epigenetische Verdnderungen zur Entstehung des KRK fiihren. Neben epigenetischen
Veranderungen, wie DNA-Methylierung, Histon-Modifikationen und Umstrukturierung des
Chromatins, tragt die genomische Instabilitdt maf3geblich zur Pathogenese bei. Je nach
Art der genomischen Instabilitat konnen KRK in Tumore mit Chromosomaler Instabilitat
(CIN) und Tumore mit Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) unterteilt werden. CIN ist die
haufigste Form der genomischen Instabilitat und betrifft tubulare Adenome. Sie wird in
etwa 85% der KRK gefunden und ist durch Aneuploidie und Chromosomenbrichen mit
Zugewinnen oder Verlusten an chromosomalem Material charakterisiert. Beinahe alle
CIN-Tumore weisen Mutationen im APC-Gen auf. Haufig sind Mutationen von KRAS und
p53 sowie ein 18q-Allelverlust vorhanden. Dagegen sind serratierte Adenome mit MSI
und aberranter DNA Methylierung assoziiert. MSI-Tumore machen ca. 15% der KRK aus
und sind charakterisiert durch einen Funktionsverlust des DNA-Mismatch-Reparatur-
Systems. Die Tumore zeigen haufig eine BRAF-Mutation. Mutationen im KRAS-Gen sind
selten. Die Tumore haben verglichen mit CIN-Tumoren eine bessere Prognose [7,8].

Als Ergebnis eines internationalen Konsortiums von 2015, mit dem Ziel fir das KRK eine
einheitliche Klassifikation zu etablieren, unterteilten Guinney et al. das KRK in 4
Subtypen, die Consensus Molecular Subtypes (CMS). CMS1-Tumore machen dabei 14%
der KRK aus und sind charakterisiert durch MSI, Hypermutation und eine ausgepragte
Immunsystemaktivierung. Hier wird das schlechteste Uberleben nach einem Rezidiv
beobachtet. Mit 37% ist der CMS2-Subtyp am héaufigsten. Die Tumore zeigen eine
epitheliale Differenzierung und eine Aktivierung des Wnt und MYC Signalwegs. Der

CMS3-Subtyp (13%) weist eine epitheliale Differenzierung und insbesondere eine
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metabolische Dysregulation auf. Etwa 23% der KRK werden als CMS4 klassifiziert. Die
Tumore sind durch Transforming Growth Factor-B (TGF-B) Aktivierung, Strominfiltration
und Angiogenese gekennzeichnet. Die Patienten zeigen das schlechteste rezidivfreie
und Gesamtiberleben [9].

Eine wesentliche Rolle bei der Entstehung des KRK spielen der RAS/RAF/MEK/ERK,
PISK/Akt/mTOR und Wnt/B-Catenin Signalweg.

Der RAS/RAF/MEK/ERK Signalweg ist sowohl in die Pathogenese als auch in die
Progression des KRK involviert und bietet Angriffspunkte fir die Anti-Krebstherapie. Die
Aktivierung von Rat Sarcoma Oncogene Homolog (RAS) durch Oberflachenrezeptoren,
wie den Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR), fuhrt zur Bindung an und Aktivierung
von Rapidly Accelerated Fibrosarcoma Kinase (RAF). Infolge aktiviert RAF wiederum
MAPK Kinase (MEK), was im Ergebnis zur Aktivierung von Extracellular Signal-
Regulated Kinase (ERK) 1 und 2 fuhrt. Als Folge der Aktivierung fordert der Signalweg
insbesondere Zellproliferation sowie Migration, epithelial-mesenchymale Transition
(EMT) und Uberleben von Krebszellen. KRAS ist ein Mitglied der RAS-Familie und ein
wichtiges Onkogen fur die KRK-Entstehung. Aktivierende Mutationen werden in 35 - 45%
der KRK gefunden. Weitere Mutationen des Signalwegs betreffen RAF, insbesondere die
Isoform BRAF. Hier finden sich bei 10 - 15% der KRK-Patienten Mutationen [7,10,11].
Der PI3BK/Akt/mTOR Signalweg ist an verschiedenen zellularen Schlusselfunktionen, wie
Zellwachstum, Proliferation, Migration und Uberleben, beteiligt. Phosphatidylinositid-3-
Kinase (PI3K) wird durch Tyrosinkinasen, wie EGFR, oder G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren, wie RAS, aktiviert. Aktiviertes PISK phosphoryliert Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat (PIP2) zu Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3). Hierbei dient der
Tumorsuppressor Phosphatase and Tensin Homolog (PTEN) als negativer Regulator.
PIP3 aktiviert wiederum Proteinkinase B (Akt). Neben der Aktivierung von mammalian
Target of Rapamycin (mTOR) aktiviert und inhibiert Akt zahlreiche Substrate. Mutationen
im PI3BK/Akt/mTOR Signalweg werden bei etwa 40% der KRK-Patienten beobachtet.
Haufig betroffen sind PI3K und PTEN. Ein Drittel der KRK-Patienten weisen aktivierende
Mutationen im PIK3CA-Gen auf, welches die katalytische Untereinheit von PI3K kodiert.
Daneben zeigen 10 - 15% der Patienten mit KRK eine Aktivierung des PI3K/Akt/mTOR
Signalwegs infolge einer inaktivierenden Mutation im PTEN-Gen [7,10,11].

Der Wnt/B-Catenin Signalweg spielt bei der Embryogenese eine Schliisselrolle. Daneben
ist er in die Pathogenese verschiedener Krebsentitaten involviert. Die Bedeutung des

Wnt/B-Catenin Signalwegs fur die Krebsentstehung ist insbesondere fir das KRK belegt.
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Intrazellulares B-Catenin wird in Abwesenheit von Wnt durch einen Destruktionskomplex
reguliert. Der Komplex bestehend aus Axin, Adenomatous Polyposis Coli (APC),
Glycogen Synthase Kinase-36 (GSK3[3) und Casein Kinase 1 (CK1) bindet an 3-Catenin,
wodurch dieses abgebaut wird. Bindet Wnt an den Frizzled Rezeptor und seinen Ko-
Rezeptor Lipoprotein Receptor-related Proteins (LRP), wird der Destruktionskomplex
inhibiert. In der Folge kommt es zur Stabilisierung und Akkumulation von (-Catenin.
Durch Translokation von (-Catenin in den Zellkern und Bindung an die
Transkriptionsfaktoren T-Cell Factor / Lymphoid Enhancer Factor (TCF/LEF) kommt es
zur Genexpression. Die Inaktivierung von APC wird bei 85% der KRK beobachtet. APC-
Mutationen werden bereits in frihen Tumorstadien gefunden und sind mit klassischen

tubularen Adenomen sowie CIN-Tumoren assoziiert [7,10,11].

1.1.3. Staging und Grading des KRK

Entscheidend fur die Prognose des KRK sind Staging und Grading der Tumore. Das
Grading beschreibt die histologische Differenzierung des Tumors anhand des Anteils
vorhandener Drusenstrukturen. Dabei werden gut differenzierte (G1: >95%), moderat
differenzierte (G2: 50 - 95%), schlecht differenzierte (G3: 5 - 50%) und undifferenzierte
(G4: <5%) Tumore unterschieden. Das Staging wird anhand der TNM-Klassifikation
durchgefuhrt und beurteilt die Ausdehnung des Primartumors (T-Kategorie),

Lymphknoten- (N-Kategorie) und Fernmetastasen (M-Kategorie) (Tabelle 1) [12,13].

Tabelle 1: TNM-Klassifikation des KRK.

T-Kategorie

Tis | Carcinoma in situ: Infiltration der Lamina propria

T1 Infiltration der Submukosa

T2 | Infiltration der Muscularis propria

T3 | Infiltration der Subserosa oder in nicht peritonealisiertes perikolisches oder perirektales Gewebe

T4 | Infiltration anderer Organen oder Strukturen und / oder Perforation des viszeralen Peritoneums

N-Kategorie

NO | Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 | Metastasen in 1 - 3 regionaren Lymphknoten

N2 | Metastasen in 24 regiondren Lymphknoten

M-Kategorie

MO | Keine Fernmetastasen

M1 | Fernmetastasen
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1.2. Metastasierung des KRK

Metastasen sind Hauptursache flr Therapieversagen und Mortalitdt beim KRK. Zum
Zeitpunkt der Diagnose befindet sich rund ein Viertel der Patienten mit KRK in einem
metastasierten Krankheitsstadium [14]. Dabei ist die Leber das am haufigsten von
Metastasen betroffene Organ. Etwa 21,4 - 29,3% der KRK-Patienten entwickeln
Lebermetastasen. Ein synchroner Befall zeigt sich bei 14,5 - 18,8% der Patienten, weitere
8,1 - 12,8% entwickeln einen metachronen Befall. Das mediane Uberleben nach der
Diagnose hepatischer Metastasen betragt etwa 10,7 Monate [15,16].

Die Inzidenz synchroner pulmonaler KRK-Metastasen betrégt je nach Studie etwa 6,5 -
11,0% [17-19]. Rektumkarzinome metastasieren haufiger pulmonal als Kolonkarzinome.
Bei Diagnose weisen etwa 10 - 18% der Patienten mit Rektumkarzinom und rund 5 - 6%
der Patienten mit Kolonkarzinom Lungenmetastasen auf [20]. Das kumulative Risiko,
nach kurativer Resektion metachrone Metastasen in der Lunge zu entwickeln, betragt
nach 1 Jahr 0,9% und nach 5 Jahren 5,8%. Der Zeitraum von Diagnose des Primartumors
bis zur Diagnose pulmonaler Metastasen betragt im Median 24,6 Monate [17].
Seltenere Lokalisationen kolorektaler Metastasen sind Knochen und Gehirn.
Knochenmetastasen finden sich bei 1,1 - 2,8% der Patienten mit KRK. Davon zeigen rund
die Halfte eine synchrone, die andere Halfte eine metachrone Metastasierung [21,22].
Bei 10,4% aller Patienten mit metastasiertem KRK sind Knochen befallen.
Rektumkarzinome metastasieren doppelt so haufig in Knochen (16,1%) wie
Kolonkarzinome (8,6%). Ab Zeitpunkt der Diagnose betragt das mediane Uberleben 17,8
- 21 Monate [21,23]. Metastasen im Gehirn entwickeln 0,6 - 3,2% der Patienten mit KRK

[24]. Das mediane Uberleben ab Diagnose der Metastasen betragt 19 Monate [23].

Waéhrend die Entstehung des KRK zu grol3en Teilen verstanden wird, verbleiben die
zugrundeliegenden Mechanismen seiner Metastasierung noch weitgehend ungeklart.
Das Metastasierungsmodell nach Fidler und Valastyan beschreibt verschiedene Schritte,
die eine Krebszelle fur die Bildung distanter Metastasen durchlaufen muss: 1) Lokale
Invasion, 2) Intravasation, 3) Uberleben in der Zirkulation, 4) Arrest in distanten Organen
und Extravasation, 5) Bildung von Mikrometastasen und 6) Kolonisierung [25]. Wichtige
Signalwege hierbei sind insbesondere der EGF/RAS/RAF/MEK/ERK, PI3K/Akt/mTOR,
HGF/Met, Wnt/B-Catenin und VEGF Signalweg [11].
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1.2.1. Peritoneale Metastasierung des KRK

Peritoneale Metastasen nehmen unter den KRK-Metastasen eine Sonderstellung ein. Sie
unterscheiden sich in Hinblick auf Pathogenese, Prognose und Therapie von den bereits
genannten Metastasen.

1.2.1.1. Aufbau und Funktion des Peritoneums

Das Peritoneum kleidet als serdse Haut die Bauchhohle (Cavitas peritonealis) aus. Es
besteht aus einem einschichtigen Plattenepithel, dem Mesothel, welches einer diinnen
Bindegewebsschicht aufsitzt, der Lamina propria. Es werden das viszerale und das
parietale Peritoneum unterschieden. Wéahrend das viszerale Peritoneum die Organe der
Bauchhdéhle umhdllt, kleidet das parietale Peritoneum die Bauchwand von innen aus. Der
Ubergang vom parietalen ins viszerale Peritoneum befindet sich an den Mesenterien der
jeweiligen Organe. Die gesamte Oberflache des Bauchfells betragt annahernd 2m?2.
Eine wichtige Funktion der Mesothelzellen ist die Sekretion peritonealer Flussigkeit,
welche die Reibung zwischen den sich bewegenden, viszeralen Organen reduziert. Bei
Gesunden befindet sich 50 - 100ml Flussigkeit in der Bauchhohle. Sie enthalt neben
Wasser Elektrolyte, Proteine, Phospholipide und Zellen. Im Rahmen von malignen
Geschehen kann die Menge der peritonealen Flussigkeit erheblich gesteigert sein und
wird dann als Aszites definiert. Der Raum zwischen Mesothel und den submesothelialen
Kapillaren wird als Blut-Peritoneum-Schranke bezeichnet. Sie verhindert die Diffusion
von Sauerstoff und Nahrstoffe in die Bauchhohle.

Lymphatische Stomata sind schmale Offnungen lymphatischer Kapillare und dienen der
Immunregulation und der aktiven Absorption von Flissigkeit und Zellen. Sie sind im
Peritoneum, insbesondere im Omentum majus, in der Appendix epiploica, in der
peritonealen Seite des Zwerchfells, im Ligamentum falciforme, im Douglas-Raum und im
Dunndarmmesenterium lokalisiert. Um diese lymphatischen Stomata kdnnen sogenannte
,Milky Spots“ gefunden werden. Diese Aggregationen immunkompetenter Zellen
resorbieren peritoneale Flissigkeit durch deren Stomata und dienen als Zugang fir und

Versorger von Makrophagen fir die Bauchhohle [26].

1.2.1.2. Haufigkeit peritonealer Metastasen

Nach Leber und Lunge ist das Peritoneum die dritthaufigste Lokalisation kolorektaler
Metastasen. Etwa 8,3 - 12,7% der Patienten mit KRK entwickeln ein peritoneal
metastasiertes KRK (pmKRK). Zum Zeitpunkt der Diagnose weisen 4,3 - 7,8% einen

11
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Befall des Bauchfells auf. Bei rund 58,4% dieser Patienten beschranken sich die
Metastasen dabei ausschlie3lich auf das Peritoneum. Etwa 41,6% zeigen daneben auch
Metastasen in weiteren Organen. Neben der synchronen peritonealen Metastasierung
entwickeln rund 3,5 - 4,9% der KRK-Patienten ein metachrones pmKRK. Die mediane
Dauer von initialer Diagnose bis zum Nachweis metachroner peritonealer Metastasen
betragt rund 16 Monate [27-29]. Insgesamt metastasieren Kolonkarzinome haufiger als
Rektumkarzinome in das Peritoneum (10,5% versus 4,2%) [27].

Folgende weitere Faktoren gehen mit einem erhohten Risiko peritonealer Metastasierung
einher: Rechtsseitig lokalisierter Primartumor, Tumorausbreitung (T3/T4), befallene
Lymphknoten (N1/N2), ventse und perineurale Invasion, schlecht differenzierter und
undifferenzierter Primartumor (G3/G4), muzindse Adenokarzinome, junges Alter bei
Diagnose (<60 Jahre) sowie unvollstindige Resektion des Primartumors und

Lebermetastasen bei Primardiagnose [14,27,28].

1.2.1.3. Molekulare Mechanismen der peritonealen Metastasierung

Um peritoneale Metastasen zu entwickeln, missen Tumorzellen mehrere Schritte der
Metastasierung durchlaufen: Dissemination vom Primartumor, peritonealer Transport,
Adhésion an das distale Peritoneum, Invasion in den subperitonealen Raum und

schlie3lich Proliferation am Zielort und Angiogenese (Abbildung 1) [30].

2. Peritonealer \ J
Transport . |'-..|' \
/) 3.Adhasionan || |
. . das distale I ( /
2 P Peritoneum [ /
_. N | N 5. Proliferation
V/) und
‘ I ( < Angiogenese

. Transmesotheliale | ||
.. - :: Metastasierung | |

L Ve y 4, Invasion in den |. .|
- — 1/ L subperitonealen .
‘ 1. Dissemination ‘ Raum -

il

Translymphatische |' ¥
Metastasierung | ¥

Abbildung 1: Peritoneale Metastasierungskaskade. Weg kolorektaler Tumorzellen beginnend mit der
Tumorzelldissemination vom Primartumor und dem peritonealen Transport, Uber die Adhéasion der
Tumorzellen an das distale Peritoneum und die Invasion in den subperitonealen Raum bis zur Proliferation
und Angiogenese der peritonealen Metastase.
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Dissemination

Am Anfang der peritonealen Metastasierungskaskade steht das Lésen von Tumorzellen
oder Tumorzellaggregationen aus dem Priméartumor. Dies kann ohne aul3ere Einwirkung
(spontan) und im Rahmen eines operativen Eingriffs (iatrogen) geschehen.
Voraussetzung fur das spontane Loslésen von Tumorzellen ist die Invasion der Serosa.
Der Verlust von Zell-Zell-Kontakten spielt hierbei eine zentrale Rolle. Die EMT beschreibt
einen reversiblen Prozess, in dem epitheliale Zellen Zellkontakte aufldsen, ihre typische
apiko-basale Polaritat verlieren, eine erhéhte Resistenz gegentiber Apoptose entwickeln
und einen mesenchymalen Phanotyp mit migratorischen und invasiven Eigenschaften
aufzeigen [31]. Shelygin et al. wiesen bei 95% der pmKRK EMT nach und zeigten, dass
peritoneale Metastasen mit einem mesenchymalen Phé&notyp assoziiert sind [32].
Herunterregulieren von E-cadherin sowie Hochregulieren des mesenchymalen N-
cadherins fihren zum Verlust der Zell-Zell-Adhasion und sind Kennzeichen der EMT. Fur
das KRK, wie fir weitere epitheliale Tumore, ist herunterreguliertes E-cadherin mit der
Entwicklung von Metastasen assoziiert [33,34]. Ferner wurde gezeigt, dass ein erhohter
intestinaler Flussigkeitsdruck das spontane Tumorzellablosen beginstigt. Intestinaler
Druck wird unter anderem gesteigert durch hohen osmotischen Druck, gesteigerte
Gefal3permeabilitat und Perfusion, schnelles Zellwachstum, ineffiziente Lymphdrainage
und gesteigerte Produktion extrazellularer Matrix (EZM) [30,35,36].

Neben dem spontanen Herausldsen ist eine iatrogene Aussaat von Tumorzellen moglich.
Eine unbeabsichtigte Ruptur oder Offnen des Primartumors sowie die Verschleppung von
Tumorzellen durch durchtrennte Lymph- und BlutgefaRe im Rahmen eines operativen

Eingriffs ermdglichen Tumorzellen Zugang zur peritonealen Hohle [37,38].

Peritonealer Transport

In der Cavitas peritonealis angekommen, werden die Tumorzellen vom vorherrschenden
Fluss peritonealer Flussigkeit erfasst. Anderungen des intra-abdominellen Drucks
wéahrend der Respiration, Schwerkraft und Darmperistaltik bedingen diesen Fluss.
Dadurch erhéht sich das Risiko fir peritoneale Metastasen in folgenden anatomischen
Lokalisationen: subdiaphragmale Region, Bursa omentalis, Mesenterium, Zwerchfell und
parakolische Rinne [30]. Erleichtert wird die intraperitoneale Verteilung von Krebszellen
durch muzinésen Aszites. In diesem Fall wird eine abweichende Verteilung peritonealer
Metastasen beschrieben [30,39,40].
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Adhésion an das distale Peritoneum

Die Lokalisation peritonealen Befalls hangt neben dem peritonealen Transport von
molekularen Eigenschaften sowohl zirkulierender Tumorzellen als auch des Zielgewebes
ab. Zwei Wege peritonealer Metastasierung werden unterschieden: die transmesotheliale
und die translymphatische Metastasierung.

Bei der transmesothelialen Metastasierung haften Tumorzellen direkt am Mesothel an.
Dabei spielen Adhasionsmolekiile eine zentrale Rolle. Tumorzellen sind in der Lage, mit
von Mesothelzellen exprimierten Adhé&sionsmolekilen zu interagieren: Intercellular
Adhesion Molecule-1 (ICAM-1), Platelet-endothelial Cell Adhesion Molecule-1 (PECAM-
1) und Vascular Adhesion Molecule-1 (VCAM-1). Diese spielen insbesondere fir
Entziindungen des Bauchraums eine Schlisselrolle. Ziprin et al. zeigten in einer in vitro
Studie die Interaktion zwischen mesothelialem ICAM-1 und dem vom Tumor exprimierten
Cluster of Differentiation 43 (CD43) und die dadurch vermittelte Tumor-Mesothel-
Adhasion [41]. Proinflammatorische Zytokine, wie der Tumornekrosefaktor-a (TNF-a),
Interleukin-78 (IL-1B), IL-6 und Interferon-y verstarken die Adhasion kolorektaler
Tumorzellen an das Mesothel durch die Hochregulierung von ICAM-1, VCAM-1 und
CD44 [42-44]. Die Zytokine werden als Reaktion auf einen operativen Eingriff freigesetzt
oder von zirkulierenden Tumorzellen sezerniert. Das Glykosaminoglykan Hyaluron wird
von Mesothelzellen sezerniert und dient als Schutzschild gegen Infektionen. Das haufig
auf Tumorzellen exprimierte Adh&sionsmolekil CD44 ist in der Lage, extrazellulares
Hyaluron zu binden. Die Bedeutung dieser Interaktion fiir die peritoneale Metastasierung
wurde bereits flr das KRK, das Magen- und das Ovarialkarzinom gezeigt [30,45-47].
Wahrend der translymphatischen Dissemination gelangen freie Tumorzellen Uber
lymphatische Stomata zu submesothelial gelegenen Lymphgefal3en. ,Milky Spots®
dienen durch ihre hoch vaskularisierte Mikroumgebung und die Produktion von Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) als Nahrboden fiir Tumorwachstum [30,48,49].

Invasion in den subperitonealen Raum

Um in den subperitonealen Raum zu gelangen, missen die Tumorzellen das Mesothel
durchdringen. Bereiche, an denen die Kontinuitat des Bauchfells geschadigt ist,
erleichtern den Tumorzellen die Invasion in den subperitonealen Raum. Verschiedene
proinflammatorische Zytokine (IL-1q, IL-6, IL-8, TNF-a, Epidermal Growth Factor (EGF))
induzieren das Abrunden von Mesothelzellen, wodurch die Basalmembran freigelegt wird

[50]. Infolge kénnen Tumorzellen mittels Integrin-Untereinheiten mit der Basalmembran
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interagieren [51]. Der Verlust von Zellkontakten durch die veranderte Zellmorphologie
wird durch malignen Aszites begunstigt. Aulerdem kann das Mesothel durch Tumorzell-
induzierte Apoptose abgebaut werden. Hierbei zeigten Heath et al. eine Beteiligung des
Fas-Ligand/Fas-Rezeptor-Systems [30,52]. Proteasen wie die Matrix Metalloproteinasen
(MMPs) und das Urokinase-Plasminogen-aktivierende-System ermdglichen den
Tumorzellen, die Blut-Peritoneum-Schranke zu durchdringen. Die Produktion von MMPs

durch Mesothelzellen wird infolge der Interaktion mit den Tumorzellen gesteigert [30,53].

Proliferation und Angiogenese

Damit aus einzelnen Tumorzellen eine makroskopische peritoneale Metastase entsteht,
bendtigen Tumorzellen die Fahigkeit zur Proliferation. Die Produktion von
Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren durch Tumor- und Stromazellen ermoglichen
Zellteilung und somit Tumorwachstum. Wichtige Faktoren in diesem Prozess sind der
EGFR und der Insulin-like-Growth-Factor-1 (IGF-1) [54]. Mit zunehmender Tumormasse
steigt der Bedarf an Sauerstoff und Néahrstoffen. Ab einer Distanz von 150um von den
submesothelialen Kapillaren gelangen Sauerstoff und Nahrstoffe nicht mehr ausreichend
an die Tumorzellen. Daraus resultiert Hypoxie. Durch die Produktion pro-angiogener
Faktoren, wie VEGF und Hypoxia Inducible Factor-1a (HIF-1a), induzieren Tumorzellen

Angiogenese und decken somit ihre Blutversorgung [30,54-56].

1.2.2. Appendixkarzinom und seine peritoneale Dissemination

Eine besondere und seltene Form bdsartiger Neubildungen des Kolons ist das
Appendixkarzinom. Adenokarzinome stellen mit 58% die haufigste maligne Neoplasie
des Appendix dar. Sie werden bei 0,1 - 0,2% aller Appendektomien beobachtet [57].

Die geltende WHO-Klassifikation differenziert Appendixkarzinome in Adenokarzinome
und undifferenzierte Karzinome. Adenokarzinome werden wiederum in muzinfse
Adenokarzinome, niedriggradige muzintése Neoplasien der Appendix (Low-grade
Appendiceal Mucinous Neoplasia (LAMN)) und Siegelringzellkarzinome unterteilt [57].
Die Zuordnung des LAMN als Unterform des Adenokarzinoms ist jedoch umstritten [58].
Es ist nur schwer vom Adenom abzugrenzen. Die Architektur des schleimbildenden
Epithels wird als vills, serratiert oder undulierend (wellenférmig) beschrieben. Die Zellen
sind muzinreich und weisen nur minimale bis geringe Atypien auf. Mitosen sind selten.
Im Gegensatz zum muzindsen Adenokarzinom fehlen beim LAMN die typischen

Merkmale einer infiltrativen Invasion, wie Invasion einzelner Zellen, desmoplastische
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Stromareaktion und Tumor Budding [59,60]. LAMN zeigen ein langsames Wachstum und
manifestieren sich haufig im klinischen Bild eines Pseudomyxoma peritonei (PMP).

Als typische Manifestation perforierter, muzinéser Appendixtumore beschreibt das PMP
eine intraperitoneale Muzinansammlung, welche haufig Begleiterscheinungen wie
malignen Aszites, peritoneale Implantationen, ein durchmetastasiertes Omentum
(,omental cake®) oder Beteiligung der Ovarien aufweist [58]. Etwa 20% aller Patienten mit

muzinésen Tumoren des Appendix entwickeln ein PMP [61].

1.2.3. Therapieoptionen des pmKRK

Das pmKRK ist mit einer schlechten Prognose von nur wenigen Monaten assoziiert. Das
mediane Uberleben bei ,Best Supportive Care“ betragt lediglich 5 Monate [62]. Lange
Zeit wurden peritoneale Metastasen als therapierefraktares Endstadium angesehen. Als
Behandlungsoption blieben allenfalls palliative Maflinahmen. Inzwischen hat sich dieses
Bild durch die Einfuhrung lokoregionarer Behandlungsmafinahmen, neuer Therapeutika
und multimodaler Therapieanséatze gewandelt.

Das Ausmal des peritonealen Befalls spielt fir Prognose und Therapie des pmKRK eine
entscheidende Rolle. Zur Quantifizierung stehen verschiedene Scoring-Systeme zur
Verfigung. Am haufigsten findet der Peritoneal Cancer Index (PCI) Anwendung (siehe
Abbildung 2) [63].

Region Lesion Size Score Lesion Size Score
0. Zentrum _ LSO kein Tumor
1. Rechts oben _ LS1 Tumor bis 0,5cm
2. Epigastrium - LS2 Tumor von 0,5 bis 5,0cm
3. Links oben - LS3 Tumor gréRer 5,0cm oder Konfluenz
4. Linke Flanke -
! 2 3 5. Links unten -
8 0 4 6. Becken -
7 6 5 7. Rechts unten -
8

. Rechte Flanke

9. Oberes Jejunum
10.Unteres Jejunum
11.0Oberes lleum

12.Unteres lleum

PCI

Abbildung 2: Bestimmung des Peritonealen Cancer Index (PCIl) nach Sugarbaker [63]. Zur Beurteilung
des Ausmalles peritonealen Befalls wird der Bauchraum in 13 Kompartimente unterteilt. In jedem
Kompartiment wird die Gro3e vorhandener Tumore mithilfe des Lesion Size Scores (LSO bis LS3) beurteilt.
Der maximal mogliche PCI betragt 39.
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1.2.3.1. Zytoreduktive Chirurgie und HIPEC

Weder die operative Entfernung peritonealer Metastasen noch die intraperitoneale Gabe
von Chemotherapeutika bringen, isoliert angewandt, den erwtinschten Therapieerfolg.
Erst ihnre Kombination kann das Uberleben von pmKRK-Patienten verlangern.

Die Vorgehensweise der zytoreduktiven Chirurgie wurde 1995 von Paul Sugarbaker
formuliert. Ziel der Zytoreduktion ist die operative Entfernung aller sichtbaren Tumore
[64]. Tumorbefallenes Bauchfell wird im Sinne einer Peritonektomie reseziert. Haufig sind
weitere Organresektionen notig: Cholezystektomie, Splenektomie, Magenteilresektion,
Dunndarmresektion, Sigmoidektomie, Appendektomie, rechtsseitige oder totale
Kolektomie, Hysterektomie und Salpingo-Oophorektomie [65]. Falls vorhanden, wird der
Priméartumor mit entfernt. Entscheidend fir den Erfolg der nachfolgenden,
intraperitonealen Chemotherapie ist die Vollstandigkeit der Zytoreduktion. Lokal
applizierte Chemotherapeutika zeigen eine Gewebepenetrationstiefe von lediglich 0,2 -
3mm. Somit ist die Entfernung aller Tumore >2,5mm Voraussetzung fur eine effiziente
intraperitoneale Chemotherapie [66]. Die Vollstandigkeit der Zytoreduktion wird mithilfe
des Completeness of Cytoreduction-(CC)-Scores klassifiziert. Dabei gelten CC-0 (keine
sichtbaren Tumorreste) und CC-1 (Tumorreste <2,5mm) als komplette Zytoreduktion,
CC-2 (Tumorreste 2,5mm - 2,5cm) und CC-3 (Tumorreste >2,5 cm) als unvollsténdig [63].
Ziel der intraperitonealen Chemotherapie ist die Entfernung verbliebener mikroskopischer
Tumorreste nach der makroskopischen Tumorresektion. Die peritoneale Applikation von
Chemotherapeutika erfolgt meist als hypertherme intraoperative (HIPEC) oder als
normotherme  friih-postoperative intraperitoneale Chemotherapie (EPIC). Die
intraperitoneale Gabe ermoglicht hohe lokale Konzentrationen bei geringer systemischer
Toxizitat. Die HIPEC nutzt zusatzlich den zytotoxischen Effekt der Hyperthermie auf
Krebszellen [67,68]. Fur einige Chemotherapeutika wird eine Steigerung von Zytotoxizitat
und Tumorgewebepenetration beobachtet. Dazu zahlen unter anderen Mitomycin C,
Doxorubicin und Platinverbindungen [68,69]. Der Synergismus zwischen Hyperthermie
und Wirkstoff wird ab einer Temperatur von 39°C berichtet [66,70]. Fur die HIPEC ideale
Chemotherapeutika sollten ein hohes Molekulargewicht, welches die Passage durch die
Blut-Peritoneum-Schranke reduziert, eine hohe Clearance und eine Wirkverstarkung
durch Hyperthermie aufweisen. Zellzyklus unspezifische Wirkstoffe sind aufgrund der
einmaligen Anwendung geeignet [65,66]. Fur die HIPEC-Behandlung des pmKRK héufig

angewandte Chemotherapeutika sind Mitomycin C, 5-FU, Leucovorin, Oxaliplatin und
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Cisplatin. Die Dauer der HIPEC betragt 30 - 120min, die Temperatur liegt bei 40 - 44°C
[71,72].

Je nach Studie betragt das mediane Uberleben bei pmKRK etwa 16 - 51 Monate und das
5-Jahrestiberleben rund 22 - 40% nach Zytoreduktion und HIPEC [65]. Das Ausmal} des
peritonealen Befalls und die Vollstandigkeit der Zytoreduktion beeinflussen dabei den
Therapieerfolg maRgeblich: Elias et al. zeigten ein medianes Uberleben von 40 Monaten
fur pmKRK-Patienten mit einem PCI 1-6, von 29 Monaten bei PCI 7 - 12, von 25 Monaten
bei PCI 13 - 19 und lediglich von 18 Monaten fiir PCI >19. Ein medianes Uberleben von
33 Monaten wurde bei CC-0-Resektionen erreicht, wahrend es bei CC-1-Resektionen 20
Monate und lediglich 7 Monate bei inkompletter Zytoreduktion (CC 22) betrug [71]. Auch
fur das peritoneal disseminierte Appendixkarzinom konnte in zahlreichen Studien ein
verbessertes Uberleben nach Zytoreduktion und HIPEC gezeigt werden. Hier wird ein
medianes Gesamtiberleben von 69 - 144 Monaten und ein 10-Jahresuberleben von 70%
berichtet [73-76].

Die Therapiedauer von Zytoreduktion und HIPEC betragt im Schnitt 6 - 8,5 Stunden
[72,77,78]. Haufig werden grof3flachige Peritonektomien und Multiorganresektionen
durchgefuhrt. Ein erhéhtes Morbiditats- und Mortalitatsrisiko im Rahmen des Eingriffs ist
die Konsequenz. Schwere Komplikationen ereignen sich bei 18 - 39% der Patienten.
Haufige Komplikationen sind Leukopenie, gastrointestinale Fisteln, Abszesse, Blutungen,
Pneumonie, Sepsis und Pankreatitis [71,72,77]. Die Mortalitat betragt je nach Studie O -
6% [65]. Daher sollten Risiko und Nutzen des Eingriffs individuell abgewogen werden.
Folgende Auswahlkriterien werden in der Literatur fir das pmKRK vorgeschlagen: ein
Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG)-Performance Status =2, kein Nachweis
extraabdomineller Metastasen, maximal 3 kleine, resektable Lebermetastasen, ein
fehlender Nachweis bilidrer oder urethraler Obstruktion, intestinale Obstruktion an
maximal einer Stelle und geringer Dunndarmbefall ohne groRRflachigen Befall der

Mesenterien sowie kein gro3volumig betroffenes Ligamentum hepatogastricum [79].

1.2.3.2. Systemische Chemotherapie

Wahrend in den USA lediglich rund 5% aller Patienten mit pmKRK mittels Zytoreduktion
und HIPEC behandelt werden, werden Uber 90% mit palliativer Chemotherapie
behandelt, gegebenenfalls in Kombination mit biologischen Wirkstoffen, wie
Bevacizumab und Cetuximab [80]. Fur die systemische Behandlung des metastasierten
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KRK sind sowohl klassische Chemotherapeutika (5-FU, Capecitabin, Irinotecan,

Oxaliplatin), als auch zielgerichtete Therapeutika (Bevacizumab, Cetuximab) zuglassen.

1.2.3.2.1. Klassische Chemotherapie

Zytotoxische Chemotherapeutika entfalten ihre Wirkung durch die Hemmung von
Zellteilung. Die Gruppe der klassischen Chemotherapeutika beinhaltet unter anderen
Alkylantien, Platinanaloga, Interkalantien, Antibiotika, Mitosehemmer, Taxane,

Topoisomerasehemmer und Antimetabolite.

5-Fluorouracil (5-FU)

Der in den 1950er Jahren entwickelte Antimetabolit 5-Fluorouracil (5-FU) findet weite

Anwendung in der Krebstherapie, zeigt jedoch die grof3te Wirkung bei der Behandlung
des KRK. 5-FU ist ein Uracil-Analogon. Intrazellular wird es in seine aktiven Metabolite
umgewandelt. Die zytotoxische Wirkung von 5-FU wird durch den Fehleinbau dieser
Fluoronukleotiden in RNA und DNA sowie durch die Inhibition der Thymidylat-Synthase
(TS) vermittelt. Die TS ist als einzige de novo Quelle von Thymidylaten essentiell fir DNA-
Replikation und -Reparatur.

Die Chemotherapie mit 5-FU wird in der Regel in Kombination mit Folinsaure (Leucovorin)
durchgefuhrt. Leucovorin verstéarkt die Inhibition der TS. Capecitabine ist ein Prodrug von
5-FU und wird mittels Thymidinphosphorylase und Uridinphosphorylase in 5-FU
umgewandelt. Beide Enzyme zeigen hdhere Aktivitdt in Tumorgewebe verglichen mit
Normalgewebe. Durch die Umwandlung im Tumor wird Capecitabine besser vertragen

und verursacht seltener schwere Nebenwirkungen als 5-FU [81].

Oxaliplatin
Oxaliplatin gehort zur Klasse der Platinkomplexe. Durch Bildung von Querverbindungen

stort Oxaliplatin die Zellreplikation und Transkription und fuhrt zu Apoptose. Diese
Querverbindungen kommen innerhalb eines DNA-Strangs, zwischen benachbarten DNA-
Strangen und zwischen DNA und Proteinen vor [82]. Dabei erhoht der 1,2-
Diaminocyclohexyl-Ligand (DACH-Ligand) die Toleranz der Zelle gegeniiber DNA-PIlatin-
Addukten. DarUber hinaus hemmen aus Oxaliplatin gebildete DACH-Platin-Addukte die
DNA-Synthese. Oxaliplatin wurde initial 1996 in Frankreich und kurz darauf 1999 in ganz
Europa fur die Behandlung des fortgeschrittenen KRK eingefihrt. In den USA wurde es
2002 zugelassen [83]. Heute ist Oxaliplatin Teil der First-Line-Therapie fur die
Behandlung des metastasierten KRK.
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[rinotecan

Irinotecan (CPT-11) gehort zur Klasse der Topoisomerase-I-Inhibitoren. Irinotecan wird
mittels des Carboxylesterase-Converting-Enzyms in sein biologisch aktives Metabolit 7-
Ethyl-10-hydroxy-camptothecin (SN-38) gewandelt. SN-38 zeigt im Vergleich zu seiner
Prodrug eine tausendfach starkere Potenz, den Komplex aus Topoisomerase-l und DNA
zu stabilisieren, um somit die Aktivitat der Topoisomerase-I zu hemmen. Die Inhibition
resultiert in Doppelstrangbriichen der DNA, welche zu Abbruch der DNA-Replikation und
Apoptose fuhren. Da der zytotoxische Effekt von Irinotecan an der DNA-Synthese
ansetzt, wird dieses als S-Phase-spezifisches-Therapeutikum klassifiziert [84]. Initial
wurde Irinotecan 1998 in den USA als Second-Line-Behandlung des metastasierten KRK
zugelassen. Inzwischen ist eine Kombinationstherapie aus Irinotecan, 5-FU und

Leucovorin Mittel der ersten Wahl fur diese Patientengruppe.

1.2.3.2.2. Zielgerichtete Therapie

Klassische Chemotherapeutika richten sich gegen schnell proliferierende Zellen und
attackieren somit neben Krebszellen korpereigene Zellen mit physiologisch hoher
Zellteilung. Dagegen greifen  zielgerichtete  Therapeutika an  spezifischen
Schlisselmolekilen der Krebsentstehung und -progression an. Indem derartige Molekiile
(z.B. VEGF, EGFR, RAF, MEK, mTOR) blockiert werden, sollen gesunde Zellen geschont
und Nebenwirkungen reduziert werden. Monoklonale Antikérper und ,Small Molecules®

sind die beiden Hauptgruppen der zielgerichteten Krebstherapie.

VEGE-Inhibitor (Bevacizumab)

VEGEF ist ein wichtiges Signalmolekul, welches physiologische wie auch pathologische
Angiogenese induziert. Die Familie der VEGFs beinhaltet VEGF-A, -B, -C und -D, welche
an drei VEGF-Rezeptor Tyrosinkinasen (VEGFR-1, -2, -3) und Neuropiline binden. Die

Bindung von VEGF an VEGFR fluhrt zu einer Autophosphorylierung des Rezeptors und
somit zur Aktivierung verschiedener Signalwege. Neben den Endothelzellen exprimieren
auch Tumorzellen VEGFR und reagieren auf autokrines wie auf parakrines VEGF. Der
Hauptstimulus fur die VEGF-Produktion in Tumorzellen ist die Hypoxie. Als Antwort auf
Hypoxie binden Signal Transducer and Activator of Transcription 3 (STAT3) und HIF-1a
an den VEGF-Promotor und induzieren die Transkription von VEGF [85,86]. Der auf
Endothelzellen exprimierte VEGFR-2 ist der entscheidende Mediator fur die VEGF
induzierte Angiogenese. Durch VEGF-A aktiviert, induziert VEGFR-2 die Proliferation und
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Migration der Endothelzellen und erhdht die vaskulare Permeabilitat Gber verschiedene
Signalwege, wie FAK/Paxillin, p38/MAPK und PI3K [85,87-89]. VEGFR-1 scheint fur die
Angiogenese weniger bedeutsam, fordert dagegen in Tumorzellen durch die Aktivierung
von ERK1/2 und c-Jun NH2-terminal Kinase (JNK), Wachstum, Migration und Invasion.
Die Interaktion von VEGF-C/D und VEGFR-3 ist fur die Lymphangiogenese in Tumoren
entscheidend [90-92]. Bevacizumab ist ein humanisierter monoklonaler Antikdrper gegen
VEGF-A, welches bevorzugt an VEGFR-1/-2 bindet. 2004 wurde Bevacizumab als First-
Line-Behandlung des metastasierten KRK in Kombination mit 5-FU basierter

Chemotherapie zugelassen [93].

EGFR-Inhibitoren (Cetuximab, Erlotinib)
Die Familie der EGFR besteht aus vier transmembrandsen Rezeptor-Tyrosinkinasen:
EGFR (HER1/erbB-1), HER2 (erbB-2/neu), HER3 (erbB-3) und HER4 (erB-4). Die

Rezeptoren werden durch die Bindung von Liganden (z.B. EGF, TGF-a) aktiviert, was

wiederum in der Aktivierung nachgeschalteter Signalwege resultiert. EGFR aktiviert unter
anderen den PISK/AkmTOR und den RAS/RAF/MEK/ERK Signalweg, STAT,
Proteinkinase-C und Phospholipase-D Signalweg. Eine Uberexpression von EGFR wird
in 27 - 77% aller KRK-Zellen vorgefunden [94].

Cetuximab ist ein chimarer Immunglobulin-G1 monoklonaler Antikorper, welcher gegen
die extrazellulare Doméne des EGFR gerichtet ist. Er hat eine hohe Spezifitat und Affinitat
und inhibiert kompetitiv die Bindung endogener Liganden. Die Bindung von Cetuximab
an EGFR inhibiert die Phosphorylierung und Aktivierung der Rezeptor assoziierten
Kinasen. Die Reduzierung von Zellwachstum und VEGF-Produktion, die Induktion von
Apoptose sowie die Hemmung von Invasion und Metastasierung sind die Folge [95,96].
Cetuximab wurde 2004 von der U.S. Food and Drug Administration (FDA) in Kombination
mit Irinotecan fur die Behandlung des EGFR-exprimierenden, metastasierten KRK bei
Patienten mit Resistenz gegenuber Irinotecan-basierter Chemotherapie zugelassen.
Neben dem metastasierten KRK ist Cetuximab auch fir die Behandlung inoperabler
Plattenepithelkarzinome des Kopf- und Hals-Bereichs zugelassen.

Neben monoklonalen Antikdrpern, wie Cetuximab und Panitumumab, hemmen auch
Small Molecules, wie Erlotinib und Gefitinib, den EGFR. Erlotinib und Gefitinib sind
selektive Inhibitoren des EGFR. Indem sie an die ATP-Bindungsstellen binden, inhibieren
sie die Autophosphorylierung von EGFR und somit die Aktivierung nachgeschalteter

Signalwege. Beide sind fur die Behandlung des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms
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zugelassen. Erlotinib wird zusatzlich bei der First-Line-Behandlung von lokal
fortgeschrittenem, unresektablem oder metastasiertem Pankreaskarzinom eingesetzt.
Derzeit sind weder Gefitinib noch Erlotinib fir die Behandlung des KRK zugelassen.
Allerdings konnte durch zusatzliche Gabe von Erotinib zu Capecitabin in einer Phase-II-
Studie das progressionsfreie Uberleben fiir KRAS-Wildtyp KRK-Patienten um 3,2 Monate
verlangert werden [97]. KRAS-Mutationen sind in der Entwicklung von Resistenzen
gegen Cetuximab involviert. KRAS mutierte KRK zeigen gegeniber EGFR-Inhibitoren ein
vermindertes Therapieansprechen [98,99]. Rund 46% der pmKRK zeigen Mutationen im
KRAS-Gen [100].

1.2.3.2.3. Outcome verschiedener systemischer Therapieregime

Derzeit existieren nur wenige randomisierte Studien, welche das Outcome verschiedener
systemischer Therapeutika bei der Behandlung des pmKRK vergleichen. Insbesondere
die schlechte Beurteilung kleiner Tumorlasionen durch Schnittbildgebung erschwert die
Evaluierung der Therapieresponse [101]. Im folgenden Abschnitt sind Uberlebensdaten
systemischer Therapieregime fir pmKRK aus der Literatur zusammengetragen:

Fur die Behandlung mit 5-FU und Leucovorin wird ein medianes Uberleben von 8,9 - 12,6
Monaten festgestellt [62,102,103]. Das progressionsfreie Uberleben betragt 7,7 Monate
[103]. Systemische Chemotherapieregime aus Oxaliplatin, 5-FU und Leucovorin
(FOLFOX) erreichen ein medianes Gesamtiuberleben von 16 - 18 Monaten und ein
progressionsfreies Uberleben von 11 Monaten bei der Behandlung von pmKRK-
Patienten [104,105]. Die systemische First-Line Therapie mit FOLFOX zeigt sich in der
Behandlung des pmKRK gegentiber der Behandlung mit Irinotecan, 5-FU und Leucovorin
(FOLFIRI) oder mit Irinotecan und Oxaliplatin Gberlegen [104]. Die CAIRO- und CAIRO2-
Studien von Klaver et al. ergaben ein medianes Gesamttberleben von 10,4 Monaten fur
die sequenzielle Behandlung verschiedener Chemotherapeutika (First-Line:
Capecitabine; Second-Line: Irinotecan; Third-Line: Oxaliplatin plus Capecitabine), 7,8
Monate fir die kombinierte Therapie (First-Line: Irinotecan plus Capecitabine; Second-
Line: Oxaliplatin plus Capecitabine), 15,2 Monate flr Capecitabine plus Oxaliplatin plus
Bevacizumab und 13,9 Monate fur Capecitabine plus Oxaliplatin plus Bevacizumab plus
Cetuximab [106].

Insgesamt zeigen zielgerichtete Therapeutika einen Uberlebensvorteil gegeniiber
klassischer Chemotherapie. Wahrend bei Franko et al. das mediane Uberleben fiir

Patienten mit zielgerichteten Therapeutika 30,3 Monate betrug, waren es bei klassischen
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Chemotherapeutika lediglich 19,7 Monate [107]. Durch die Zugabe von Bevacizumab zur
palliativen Chemotherapie konnten Razenberg et al. eine Verbesserung des medianen
Uberlebens von 7,5 auf 11 Monate zeigen [108]. Auch van Oudheusden et al. erreichten
ein verbessertes Uberleben durch die Gabe von Bevacizumab. Fir metachrone pmKRK
betrug das mediane Uberleben 3,4 Monate ohne Therapie, bei Behandlung mit
systemischer Chemotherapie 13 Monate und bei systemischer Chemotherapie plus
Bevacizumab 20,3 Monate [109].

1.3. Pradiktive Biomarker

Hohe Kosten im Kontext der Behandlung von Krebspatienten stellen eine grol3e
volkswirtschaftliche Belastung dar. Im Jahr 2009 kosteten Krebserkrankungen die
Européaische Union rund 126 Milliarden Euro. 10% der Krankheitskosten entfielen dabei
auf das KRK, das damit an dritter Stelle steht. Die Onkologie verbraucht allein knapp ein
Drittel der gesamten Krankenhausausgaben; mit stets steigender Tendenz [110,111]. Die
hohen Kosten neuer Therapeutika tragen maf3geblich dazu bei [112].

Neben der Entwicklung weiterer, hoch spezialisierter Krebstherapeutika ist es notwendig,
die bestehenden therapeutischen Mittel optimal zu nutzen. Somit ist es erforderlich, ihren
Nutzen fur spezifische Patientensubgruppen und Krebsentitaten zu untersuchen.
Pradiktive Biomarker konnen bei der Auswahl eines auf den jeweiligen Patienten
zugeschnittenen Therapieregimes eine tragende Rolle spielen. Behandlungen mit
unwirksamen Chemotherapeutika und damit verbundene Nebenwirkungen kénnen so
reduziert werden. Mit Blick auf die Intervention der KRK-Metastasierung kdnnen derartige

Marker von Bedeutung sein, um neue Therapiekonzepte umzusetzen.

1.3.1. S100A4 in der Metastasierung und als Biomarker

Ein vielversprechender pradiktiver Marker ist das zur S100-Familie der Kalzium-
bindenden Proteine gehdrende S100A4. Fir das KRK und weitere Tumorentitaten wurde
eine erhthte S100A4-Expression in Tumorgewebe und Blut betroffener Patienten
nachgewiesen. Hier zeigt S100A4 einen stark prognostischen Effekt. Fur Krebspatienten
sind hohe mRNA- und Protein-Level mit einem verkiurzten Gesamt- und krankheitsfreien
Uberleben assoziiert. AuRerdem wird fur Patienten mit hoher S100A4-Expression ein

aggressives Tumorwachstum und die Bildung von Metastasen beobachtet [113-119].
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S100A4 ist ein transkriptionales Zielgen von B-Catenin und ist im Zytoplasma, Zellkern
und Extrazellularraum lokalisiert [119]. Es spielt in der Metastasierungskaskade durch
Interaktion mit verschiedenen Signalwegen und Molekilen eine bedeutende Rolle.
S100A4 fordert die Expression von Serum Amyloid A (SAA)-1/-3 lber Toll-like Receptor
4 (TLR4) INF-kB. SAA-Proteine wiederum induzieren die Expression von Regulated upon
Activation Normal T-cell Expressed and Presumably Secreted (RANTES), Granulocyte-
Colony-Stimulating Factor (G-CSF) und MMP-2, -3, -9, und -13. Ektope SAA-Expression
ist mit der Bildung von Metastasen assoziiert. Diese werden von einer starken Immunzell-
Infiltration begleitet [114]. Durch die Interaktion von S100A4 mit Receptor of Advanced
Glycation Endproducts (RAGE) werden der RAS/RAF/MEK/ERK Signalweg aktiviert und
das HIF-1a Proteinniveau erhoht. In der Folge werden Migration und Invasion geférdert.
Dartber hinaus wird die Motilitat von Tumorzellen durch die direkte Interaktion von
S100A4 mit Myosin-Il gefordert [120-122]. Die S100A4-Expression Kkorreliert mit
Angiogenese und einer hohen GefalRdichte in malignen Lasionen [123,124]. In
Schilddrisenkrebszellen unterdriickt das Silencing von S100A4 Uber Herunterregulieren
von MMP-9 Zellinvasion und Metastasierung und durch Reduzierung der VEGF-
Expression Angiogenese [123]. Semov et al. konnten zeigen, dass die Interaktion von
extrazellularem S100A4 mit Annexin-ll, einem endothelialen Ko-Rezeptor von
Plasminogen, die Konversion von Plasminogen zu Plasmin beschleunigt. Aktives Plasmin
ist wiederum in der Lage MMPs zu aktivieren, welche gemeinsam mit Plasmin die EZM
umgestalten und somit Angiogenese férdern [125]. Wang et al. vermuten, dass S100A4
mittels Hochregulation von MMP-13 Invasion und Angiogenese fordert [124]. Mehrere
Studien stellten eine protektive Wirkung von S100A4 gegentiber proapoptotischen Stimuli
fest [126-128]. Orre et al. zeigten, dass S100A4 im Zellkern mit dem Tumorsuppressor
p53 interagiert und seine Degradation férdert [129].

Wahrend der prognostische Wert von S100A4 fur viele Krebsentitaten gezeigt werden
konnte, existieren bislang nur wenige Studien, welche den pradiktiven Wert von S100A4
fur das Therapieansprechen von Krebspatienten untersuchen. Johansson et al. zeigten
fur das Ostrogen-positive Mammakarzinom, dass Rezidive unter Tamoxifen mit einer
hohen S100A4-Expression assoziiert sind [130]. Fir Patienten mit fortgeschrittenem
Magenkarzinom lasst eine hohe S100A4-Expression auf eine hohere Rezidivrate nach
adjuvanter Chemotherapie mit 5-FU und Cisplatin schlieRen [131]. Ferner konnte gezeigt

werden, dass der Knockdown von S100A4 die p53-anhéngige Apoptose unter Cisplatin-
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Therapie steigert [129]. Fur maligne Gliome stellten Liang et al. eine verbesserte Wirkung
von Bevacizumab nach S100A4-Inhibition fest [132].

Zusammenfassend spielt S100A4 eine wichtige Rolle in verschiedenen Schritten der
Metastasierung. Daher scheint es ein vielversprechender pradiktiver Marker fir das

Ansprechen diverser Therapeutika zu sein, auch mit Bedeutung fir das pmKRK.

1.3.2. PDX-Modelle zur Evaluierung pradiktiver Marker

Fur die Entwicklung und Evaluierung von Therapeutika und pradiktiven Markern stehen
verschiedene préklinische Modelle zur Verfugung, wie etablierte Zelllinien, Organoide,
karzinogeninduzierte, genetisch manipulierte Mausmodelle (GEMM) oder humanisierte
Mausmodelle, aus Zelllinien abgeleitete Xenograftmodelle (CDX) sowie Patienten-
abgeleitete Xenograftmodelle (PDX) und Metastasierungsmodelle. Alle Modelle bringen
spezielle Vor- und Nachteile mit sich.

PDX-Modelle bieten die Mdoglichkeit, Tumorgewebe direkt aus Patienten in
immundefiziente Mause zu transferieren, um somit stabil wachsende PDX-Tumore zu
etablieren. Die Transplantation des Gewebes wird in der Regel subkutan durchgefiihrt,
ist aber auch orthotop mdglich. Wiederholtes Passagieren ermdglicht die Expansion der
Tumormasse ohne in vitro Manipulation. Daneben erlauben PDX-Modelle
Tumorwachstum in einem der humanen Tumormikroumgebung vergleichbaren Milieu.
Sie erhalten die zellulare Komplexitat und Architektur. In den PDX-Tumoren bleibt ein
Stroma-Kompartiment bestehen. Ferner sind die Tumore in der Lage, eigene Blutgefale
zu bilden. Dadurch kdnnen Therapeutika evaluiert werden, welche am Stroma, an der
Stroma-Tumor-Interaktion oder der Angiogenese ansetzen. Genetische Vergleiche von
Patiententumoren und den ihnen entsprechenden PDX-Tumoren, konnten den Erhalt der
Mutationsprofile und der chromosomalen Architektur nachweisen.

Problematisch ist, dass nicht alle Tumore ein stabiles Wachstum im PDX aufweisen.
Engraftmentraten von 20 - 100% werden flir PDX-Modelle berichtet. Allerdings ist fur
PDX-Modelle des KRK die Engraftmentrate mit 43 - 100% verhéaltnisméalfig hoch. Das gilt
sowohl fur Primartumore als auch fur KRK-Metastasen [133]. Auch konnte fir PDX-
Modelle des KRK in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass histologische,
genetische und funktionelle Charakteristika der ihnen entsprechenden Patiententumore
beibehalten werden [133]. Ferner konnten fir das KRK bei der Testung verschiedener
Therapeutika, wie 5-FU, Oxaliplatin, Irinotecan und Cetuximab, Ubereinstimmungen im

Therapieansprechen von PDX und Patient demonstriert werden [134]. Daher scheinen
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PDX-Modelle, eine geeignete Plattform fur die Evaluierung von Therapieansprechen und

pradiktiven Biomarkern gerade auch des pmKRK zu sein.

1.4. Fragestellung und Zielsetzungen

Ziel der Promotionsarbeit ist es, anhand von PDX-Modellen das Therapieansprechen
verschiedener Chemotherapeutika bei pmKRK vorherzusagen und den préadiktiven Wert
des Biomarkers S100A4 zu evaluieren.

Zu diesem Zweck wurden PDX-Modelle etabliert (3.1) und Einflussfaktoren auf das
Engraftment sowie wesentliche Charakteristika der Modelle untersucht. In einem zweiten
Schritt wurde das Therapieansprechen der etablierten PDX-Modelle auf die Therapeutika
5-FU, Irinotecan, Oxaliplatin, Docetaxel, Bevacizumab, Cetuximab, Erlotinib,
Regorafenib und Selumetinib evaluiert (3.2). Unterschiedliche Einflussfaktoren auf das
Therapieansprechen wurden analysiert. Die Expression des Biomarkers S100A4 im
Tumorgewebe der PDX-Modelle wurde untersucht (3.3), um den pradiktiven Wert der
Expression des Metastasierungsgens fir das Therapieansprechen der verschiedenen
Therapeutika zu analysieren (3.4). AbschlieRend wurden die S100A4-Expression im
Plasma von Patienten mit pmKRK und mogliche Einflussfaktoren auf die Expression im

Patienten-Plasma untersucht (3.5).
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2. Methodik

2.1. Materialien

Alle im Rahmen der Dissertation verwendeten Materialien und Mausmodelle sind
nachfolgend tabellarisch aufgefuhrt. Tabelle 2 listet alle fur die Etablierung der PDX-
Modelle verwendeten Tiere auf, Tabelle 3 verzeichnet alle Gerate und Tabelle 4 alle

Chemikalien.

Tabelle 2: Mausmodelle.

Nomenklatur Kurzbezeichnung
NOD.Cg-Prkdcs® [12rg™Su9/JicTac NOG
Crl:NMRI-Foxn1n NMRI:nu/nu

Tabelle 3: Gerate.

Gerat Hersteller

AxioPlan 2 Zeiss, Oberkochen, Deutschland
AxioCam HRc Zeiss, Oberkochen, Deutschland
CryoStar NX50 Cryostat Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Kuhlschréanke Liebherr, Ochsenhausen, Deutschland
Kuhlzentrifuge 5804 R Eppendorf, Hamburg, Deutschland
LightCycler 480 Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland
Microm HMS 740 Robot-Stainer Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
NanoDrop TM2000 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
PX1 Heat Sealer Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
SomoPlus HD60 Labo-Moderne, Paris, Frankreich

T100 Thermal Cycler Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
T3000 Thermocycler Biometra, Gottingen, Deutschland
Tischzentrifuge Eppendorf, Hamburg, Deutschland
QX100 Droplet Generator Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
QX100 Droplet Reader Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
Vortex Mixer VM-3000 NeoLab, Heidelberg, Deutschland
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Tabelle 4: Chemikalien.

Produkt

Hersteller

RNA-Isolation aus Tumorgewebe und gRT-PCR

B-Mercaptoethanol

Chloroform

DNA Master HybProbe

dNTPs

GeneMatrix RNA Purification Kit
GeneAmp 10x PCR Buffer Il & MgCl:
Isoamylalkohol

MuLV Reverse Transkriptase
Primer fur gRT-PCR

Random Hexamers

RNase Inhibitor

Sonden fur gRT-PCR

TRIzol Reagent

Ferak Berlin, Berlin, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland
Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland
Roboklon, Berlin, Deutschland

Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland
BioTeZz, Berlin, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland
TIB MOLBIOL, Berlin, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Histologie

Anti-Cytokeratin 19 Rabbit clonal antibody
Anti-Rabbit IlgG HRP-konjugiert
Cy3-conjugated AffiniPure Goat Anti-Mouse
Bovines Serumalbumin, pH7
Caseinhydrolysat

DAPI-haltiges Medium

DAB Substrate Kit

DPBS (10x)

Eosin
Fixierungslésung

Glutaraldehyd
Hamalaunlésung
HEPES

Histo-Clear
Milchblocklésung

Paraformaldehyd (16%)

DB Biotech, Kosice, Slowakei

Promega, Madison, USA

Jackson ImmunoResearch, West Grove, USA
Serva Electrophoresis, Heidelberg, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

DB Biosciences, San Jose, USA

Vector Laboratories, Burlingame, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

4,8ml NKH Puffer

50l HEPES 1M pH 8

8ul Glutaraldehyd (25%)
125ul Glukose (40%)

Polysciences, Eppelheim, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
National Diagnostics, Atlanta, USA

30ml PBS
1,5g Caseinhydrolysat
1,5g Trockenmilchpulver, fettfrei

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
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PBS 10% (v/v) DPBS (10x)
in dH20
Permeabilisierungslésung 0,5ml TritonX-100
2,59 BSA
99,5ml PBS
Rabbit polyclonal anti-S100A4 Dako, Agilent Technologies, Santa Clara, USA
Roti-Histokitt Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
TBST 950ml dH20

50ml TrisHCL (pH 7,6)
200p! Tween 20

TrisHCL (pH 7,6) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
TritonX-100 Serva Electrophoresis, Heidelberg, Deutschland
Trockenmilchpulver, fettfrei Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Tween 20 Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Wasserstoffperoxid (30%) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

RNA-Isolation aus Plasma und ddPCR

ddPCR Supermixes for Probes (No dUTP) Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

dNTPs Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland
Droplet Generation Oil for Probes Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Droplet Reader Oil Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
GeneAmp 10x PCR Buffer Il & MgCl2 Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland
MuLV Reverse Transkriptase Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland
Poly-A Carrier RNA Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Random Hexamers Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

RNase Inhibitor Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland
Sonden ddPCR Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Viral RNA Kit Zymo Research, Irvine, USA

2.2. Methoden

2.2.1. Gewinnung des Probenmaterials

Fir die Durchfihrung des Forschungsvorhabens wurden Tumorproben (2.2.1.1.) und
Blutproben (2.2.1.2.) gewonnen.

2.2.1.1. Tumorproben

Das Probenmaterial fir die Etablierung der PDX-Modelle wurde zwischen 2015 und 2016
an der Chirurgischen Klinik der Charité Universitatsmedizin Berlin unter Leitung von Frau
Professorin Dr. Beate Rau gewonnen. Tumorgewebe von 48 Patienten mit pmKRK wurde

im Rahmen operativer Eingriffe enthommen. Dabei handelte es sich um 23 Karzinome
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des Kolons, 1 Rektumkarzinom und 24 Appendixkarzinome. Die Appendixkarzinome
unterteilten sich wiederum in LAMN und Adenokarzinome. Die Eingriffe erfolgten mit dem
Ziel einer Zytoreduktion. Sofern diese vollstandig war (CC-0 und CC-1), folgte eine
HIPEC (siehe Abschnitt 1.2.5.1). Das Gewebe peritonealer Metastasen unterschiedlicher
Lokalisation (Omentum / Peritoneum) wurde fir die Etablierung der PDX-Modelle
gesammelt. Das Einverstandnis zur Nutzung des entnommenen Gewebes flr
Forschungszwecke wurde vor dem operativen Eingriff von allen Patienten schriftlich
eingeholt. Die Zustimmung der lokalen Ethikkomission wurde erteilt (Antragsnummer:
EA1/273/14).

Die gewonnenen Tumorproben wurden in einem sterilen Transportmedium zur
Experimentellen Pharmakologie & Onkologie Berlin-Buch GmbH (EPO GmbH) gebracht.
Hier wurden die PDX-Modelle etabliert und deren Testung auf Chemosensitivitat
durchgefiihrt. Die erforderlichen Tierexperimente wurden gemafll dem deutschen
Tierschutzrecht und den "Guidelines for the Welfare of Animals in Experimental
Neoplasia“ ausgeflhrt. Das flr die Herstellung der PDX-Modelle bereitgestellte
Tumormaterial wurde hierfur vollstdndig bendtigt. Um das Tumorgewebe der PDX-
Modelle mit dem jeweils entsprechenden Patiententumorgewebe vergleichen zu kénnen,
wurde daher weiteres Patiententumormaterial erforderlich. Da das im Rahmen des
operativen Eingriffs enthommene Tumormaterial zusatzlich in der Tumor- und Biobank
des Charité Comprehensive Cancer Center (CCCC-TBN) gelagert worden war, konnte
hier fir 11 Patienten zusatzliches Gewebe peritonealer Metastasen unterschiedlicher

Lokalisation bereitgestellt werden.

2.2.1.2. Blutproben

Fur die Untersuchung der S100A4-Expression im Patientenblut wurde den Patienten
EDTA-Blut entnommen. Die Blutentnahme erfolgt jeweils zeitlich vor dem operativen
Eingriff. Als Referenz diente das EDTA-BIut gesunder Kontrollpersonen. Die schriftlichen
Einverstandniserklarungen zur Gewinnung und weiteren Nutzung des Bluts fir

Forschungszwecke wurde vor der Entnahme eingeholt.

2.2.2. Klinische Daten

Die klinischen Daten der Patienten wurden durch Datenrecherche mithilfe des SAP-
Systems der Charité Universitatsmedizin Berlin erhoben. Ausgewéhlte klinische
Patientendaten sind in Tabelle 5 zusammengestellt.
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Tabelle 5: Klinische Daten der pmKRK-Patienten. LAMN = low-grade appendiceal mucinous neoplasia;
Adeno-Ca = Adenokarzinom; n.a. = nicht verfugbar (not available); PCI = Peritoneal Cancer Index.

Anzahl Prozent (%) Mittelwert Median
Total 48 100,0
Alter (Jahre) 57,3 59
30-40 Jahre 4 8,3
41-50 Jahre 10 20,8
51-60 Jahre 15 31,3
61-70 Jahre 13 27,1
71-80 Jahre 6 12,5
Geschlecht
weiblich 20 41,7
mannlich 28 58,3
Priméartumor — Entitat / Histologie
Appendix 24 50,0
LAMN 13 54,2
Adeno-Ca 11 45,8
Kolon / Rektum 24 50,0
Adeno-Ca 24 100,0
Metastasierung
synchron 32 71,1
metachron 13 28,9
n.a. 3
Ausmald des peritonealen Befalls (PCI) 21,3 18,5
1-10 4 9,5
11-20 10 23,8
21-30 15 35,7
31-39 13 31,0
n.a. 6
Grading
G1 20 48,8
G2 12 29,3
G3 8 19,5
G4 1 2,4
n.a. 7
Vorausgegangene Chemotherapie
ja 32 66,7
nein 16 33,3
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2.2.3. Generierung der PDX-Modelle

In der EPO GmbH wurde das Patiententumorgewebe in ca. 3mm3 groRen Fragmenten
unter Narkose subkutan in die linke Flanke immunsupprimierter NOG-Mause
transplantiert. Die Mause wurden unter sterilen und kontrollierten Bedingungen (22°C,
50% relative Luftfeuchtigkeit, 12h helldunkel-Zyklus, autoklaviertes Futter und Einstreu
sowie gesauertes Trinkwasser) fur maximal 120 Tage zur PDX-Etablierung gehalten. Das
Tumorwachstum wurde mittels elektronischem Messschieber in zwei Dimensionen

gemessen. Das Tumorvolumen (TV) wurde wie folgt berechnet:
TV = (Breite? x Lange) x 0,5

Bei einem TV des Transplantats von ca. 1 cm® wurden die Tumore weiter passagiert. Ab
der ersten Passage wurden NMRI:nu/nu-Mause verwendet, welche eine geringere
Immunsuppression aufweisen und ein stabiles Wachstum der PDX erlauben. Der Ablauf
der PDX-Generierung und nachfolgenden Charakterisierung wird in Abbildung 3

schematisch dargestellt.

Operation
- Vehikel

5-FU

N‘?’USG Irinotecan
Oxaliplatin
@@@@@ Docetaxel

Erlotinib
NMRI:nhu/nu-Mause Bevacizumab

Cetuximab
Regorafenib
Selumetinib

Abbildung 3: Schema zur Generierung von PDX-Modellen: Das im Rahmen der chirurgischen Resektion
gewonnene Gewebe von pmKRK wurde subkutan in NOG-Mause transplantiert. Weitere Passagen
erfolgten in NMRI:nu/nu-Mausen. Die Behandlung mit neun ausgewahlten Chemotherapeutika wurde mit
den PDX-Passagen 3-4 durchgefuhrt. Jede Behandlungs- bzw. Kontrollgruppe bestand aus 2-5 Mausen.
Um die Beibehaltung invasiven Wachstums von pmKRK im PDX-Modell beurteilen zu
konnen, wurde das Tumorgewebe zweier Patienten neben der subkutanen
Transplantation im Rahmen der Chemosensitivitdtstestung zusatzlich orthotop in die

Bauchhohle jeweils einer PDX-Maus transplantiert.
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2.2.4. Testung der Chemosensitivitat

Neun verschiedene Chemotherapeutika wurden mithilfe der PDX-Modelle fir die
Behandlung des pmKRK getestet. Die Sensitivititt der Modelle gegeniber den
Therapeutika wurde evaluiert. Hierfur wurden die vier klassischen Chemotherapeutika 5-
FU, Irinotecan, Oxaliplatin und Docetaxel, sowie die flnf zielgerichteten Therapeutika
Erlotinib, Bevacizumab, Cetuximab, Regorafenib und Selumetinib ausgewahlt.

Der Behandlungsbeginn erfolgte bei einem TV von etwa 3 - 4mm3. Die Mause eines PDX-
Modells wurden ihrem TV entsprechend randomisiert und in neun Behandlungs- und eine
Kontrollgruppe eingeteilt. Tabelle 6 beschreibt die Dosierungen und Behandlungsabfolge

der jeweiligen Gruppen.

Tabelle 6: Behandlungsplan fur die Sensitivitatstestung der PDX-Modelle. Aufgefuhrt sind Art der
Applikation, zeitlicher Ablauf und Dosierung. Art der Applikation: i.p. = intraperitoneal; p.o. = per 0s; i.v. =
intravends. Zeitlicher Ablauf: gAd x B —alle A Tage, fir B Zyklen; BIW = zweimal in der Woche; gqd = einmal
taglich; BID = zweimal taglich.

Therapeutikum Art der Applikation  Zeitlicher Ablauf r%%ﬂ(zr/lljr?jgktion
Vehikel, NaCl i.p. gq7d x4

5-FU i.p. q7d x4 100 mg/kg
Irinotecan i.p. qd x5 15 mg/kg
Oxaliplatin i.p. gqd x5 5 mg/kg
Docetaxel V. g7d x4 12 mg/kg
Erlotinib p.o. gdx5x4 50 mg/kg
Bevacizumab i.p. BIW 5 mg/kg
Cetuximab i.p. gq7d x 2 50 mg/kg
Regorafenib p.o. qd 10 mg/kg
Selumetinib i.p. BID 50 mg/kg

TumorgréRe und Korpergewicht wurden wéahrend der Behandlungsdauer zweimal pro
Woche gemessen. Veranderungen des Koérpergewichts wurden in Prozent angegeben
und als Indikator einer moglichen Toxizitdt der jeweiligen Substanzen gewertet. Die
Behandlung wurde entweder nach Abschluss der letzten 5-FU Behandlung (4-wdchige
Behandlung; siehe Tabelle 6) beendet oder sobald das TV der Kontrollgruppe eine Grol3e
von ca. 1,5cm? erreicht hat (ethischer Endpunkt).

Zur Beurteilung des Therapieansprechens wurden der T/C-Wert und das relative
Tumorvolumen (RTV) bestimmt. Der T/C-Wert gibt das Verhéltnis von mittlerem TV der

Behandlungsgruppe (T) und mittlerem TV der Kontrollgruppe (C) in Prozent an. Das
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Therapieansprechen wurde wie folgt klassifiziert: o = T/C >50%; + = T/C 35 - 50%; ++ =
T/IC 20 - 35%; +++ = T/C 5 - 20%; ++++ = T/C <5%. Das RTV setzt das mittlere TV
wahrend, bzw. nach Behandlung zum mittleren TV des ersten Behandlungstags
innerhalb der Behandlungsgruppe ins Verhaltnis. Somit entspricht beispielsweise ein
Tumorwachstum um 50% einem RTV von 1,5. Auf der Grundlage der Response
Evaluation Criteria in Solid Tumors (RECIST) wurden RTV >1,2 als Progressive Disease
(PD), RTV = 0,7-1,2 als Stable Disease (SD), RTV <0,7 als Partial Response (PR) und
ein kompletter Ruckgang des Tumors als Complete Response (CR) klassifiziert [135].

Nach der Behandlung wurden die Tiere unter Anasthesie getodtet. Die Tumore wurden
entnommen, fur die nachfolgenden molekularbiologischen Untersuchungen in fliissigem

Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

2.2.5. RNA-Isolation aus Tumorgewebe und gRT-PCR

Um aus dem Gewebe der pmKRK RNA fur die quantitative Real Time Polymerase
Kettenreaktion (QRT-PCR) zu gewinnen, wurden mittels Kryostat 12um-Gewebeschnitte
angefertigt. Die weitere Lyse des Gewebes erfolgte in der Pufferlosung des GeneMatrix
Universal RNA Purification Kits mittels SomoPlus HD60. Die RNA-Isolation aus PDX- und
Patientengewebe wurde mithilfe desselben Kits mit einem zusatzlichen Phenol-
Chloroform-Schritt gemanR den Herstellerangaben durchgefihrt. Die Quantifizierung der
Genexpression in der gRT-PCR erfolgte unter Anwendung einer Standardkurve und
eines Kalibrators. Fur deren Herstellung wurde RNA aus SW620 humanen
Kolonkarzinom-Zellen verwendet. Die RNA-Isolation aus den kultivierten Zellen erfolgte
ebenfalls mithilfe des GeneMatrix RNA Purification Kits gemaf den Herstellerangaben.
Hierbei wurde auf den zuséatzlichen Phenol-Choloform-Schritt verzichtet. Die
photometrische Quantifizierung der RNA-Konzentration wurde mithilfe des Nanodrop-
Messgerats mit einer Wellenlange von 260nm durchgefuhrt.

Die Umschreibung von RNA in die komplementdre cDNA erfolgte mittels reverser
Transkription (RT) im Thermocycler. Fur die RT von Proben und Kalibrator wurden jeweils
50ng RNA in 3pl RNase-freiem destilliertes H2O (dH20) verdiinnt. Fur den Ansatz zur
Herstellung der Standardkurve wurden 200ng RNA in 3ul RNase-freiem dH20 verdinnt.
Den 3pl wurden jeweils 17ul Reaktionsansatz beigefiigt. Die Zusammensetzung des
Ansatzes ist in Tabelle 7 beschrieben. Das Programm des T3000 Thermocyclers fur die
RT zur Generierung der cDNA bestand aus einer 15-minutigen Phase bei 23°C, einer 45-

minutigen Phase bei 42°C und einer 5-minitigen Phase bei 95°C.
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Tabelle 7: Reaktionsansatz fiir die reverse Transkription (RT) der RNA aus Gewebeproben.

Reagenz Menge (in pl)
MgCl: 4,0
10x RT Buffer 2,0
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 8,0
Random Hexamere 1,0
MuLV reverse Transkriptase 1,0
RNase Inhibitor 1,0

Alle cDNA-Proben wurden 1:2 mit RNase-freiem dH20 verdinnt. Die mMRNA-Expression
wurde mithilfe des LightCycler 480 quantifiziert. Hierftir wurde der DNA HybProbe Master-
Mix von Roche verwendet. Als Housekeeping Gen diente die Glucose-6-Phosphat
Dehydrogenase (G6PDH). Um eine moglichst hohe Spezifitdt zu erreichen, wurden
neben Primern auch Sonden eingesetzt. Ihre Sequenzen sind in Tabelle 8 aufgefuhrt. Fur
die qPCR wurden in einer 96-Well-Platte jeweils 2ul cDNA und 8pul Reaktionsansatz
eingesetzt (siehe Tabelle 9). Das Programm der gPCR beinhaltete 10min bei 95°C,
anschlieRend 45 Zyklen mit jeweils 10s bei 95°C, 10s bei 62°C, 4s bei 72°C und eine 30-
mindtige Schmelzkurve von 40°C bis 95°C. Die Schmelzkurvenanalyse diente der
qualitativen Untersuchung des PCR-Produkts.

Die Standardkurve beinhaltete 6 Verdinnungen des Standard-Ansatzes (50,00ng,
25,00ng, 12,50ng, 6,25ng, 3,13ng und 1,56ngq). In jeder 96-Well-Platte wurden zusatzlich
RNase-freies dH20 als Negativkontrolle sowie ein Kalibrator als Positivkontrolle
mitgefuhrt. Jede Probe wurde in Duplikaten gemessen und der Mittelwert bestimmt. Zur
Analyse der Genexpression von S100A4 wurde die S100A4-mRNA-Expression des
Kalibrators auf 100% festgelegt. Die S100A4-mRNA-Expression der Proben wurde in
Prozent der S100A4-mRNA-Expression des Kalibrators angegeben.

Tabelle 8: Sequenzen der S100A4-Primer und Sonden.

Primer und Sonden Sequenzen (5°-3°)

S100A4 Forward Primer GAGCTGCCCAGCTTCTTG

S100A4 Reversed Primer TGCAGGACAGGAAGACACAG
S100A4 FITC Sonde TGATGAGCAACTTGGACAGCAACA
S100A4 LCRed Sonde GACAACGAGGTGGACTTCCAAGAGT
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Tabelle 9: Reaktionsansatz der qPCR.

Reagenz Menge (in pl)
RNase-freies dH20 4,6
10mM Forward Primer 0,5
10mM Reversed Primer 0,5
10mM FTC Sonde 0,3
10mM LCRed Sonde 0,3
25mM MgClz 0.8
Hybr Master Mix 1,0

Fur jedes einzelne PDX-Modell wurden die S100A4-Expression der behandelten Tumore
sowie der unbehandelten Kontrolltumore gemessen. Flr jede Behandlungs- und die
Kontrollgruppe wurde der Mittelwert der S100A4-Expression bestimmt. Um Unterschiede
in der Handhabung und damit verbundene Abweichungen zu vermeiden, wurden aus den
RNAs aller Kontrollgruppen jeweils RT und gPCR am selben Tag und mit einheitlichen

Reaktionsansatzen ausgefuhrt.
2.2.6. Histologie

2.2.6.1. Anfertigung von Kryoschnitten

Fur die Farbung von Patienten- und PDX-Tumorgewebe wurden aus schockgefrorenem
Gewebe im Kryostat 5um-Schnitte angefertigt und auf Objekttragern bei -80°C bis zur

weiteren Verwendung aufbewabhrt.

2.2.6.2. Hamatoxylin-Eosin

Zur Beurteilung der Histomorphologie wurden Hamatoxylin-Eosin-Farbungen (HE-
Farbungen) von Patienten- und PDX-Tumorgeweben durchgefihrt. Die Farbungen
erfolgten mithilfe des Microm HMS 740 Robot-Stainers. Die gefarbten Gewebeschnitte
wurden mittels Roti-Histokitt konserviert. HE-Farbungen der orthotop transplantierten

Tumore (siehe 3.1.5) wurde von der EPO-GmbH durchgefiihrt und zur Verfugung gestellt.

2.2.6.3. Immunhistochemie

Die immunhistochemische Farbung fir den Nachweis des S100A4-Proteins und
Zytokeratin-19 (CK-19) erfolgte gemal nachfolgendem Protokoll: Die gefrorenen
Gewebeschnitte wurden bei Raumtemperatur getrocknet und anschlieRend fur 15min in
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Glutaraldehydlésung fixiert. Nach einem 5-minitigen Waschen in Phosphatgepufferter
Salzlésung (PBS) folgte flr 20min die Blockierung der endogenen Peroxidase in 1%-igem
H202. Danach folgte erneut 5min Waschen in PBS. Die Permeabilisierung der Schnitte
wurde far 10min in Permeabiliserungslésung durchgefuhrt. Anschlielend wurde mit PBS
gespuilt. Die Blockierung erfolgte fiir 45min in Milchblocklésung. Hierauf wurde erneut mit
PBS gespdlt. Die Schnitte wurden jeweils mit anti-S100A4- oder anti-CK19-Antikorper bei
einer Verdunnung von 1:50 fur 90min bei Raumtemperatur inkubiert und hierauf fir 15min
in Tris-buffered Saline Tween20 (TBST) Puffer gewaschen. Anschlie3end wurde mit anti-
Rabbit IgG HRP-konjugiertem Antikdrper (1:1000 verdinnt) fur 1h bei Raumtemperatur
inkubiert. Dem folgte ein 30-minitiges Waschen in TBST.

Das Farben mithilfe des DAB Substrat Kits wurde nach Herstellerangaben fir wenige
Sekunden durchgefiuhrt. Hierauf folgte ein Waschen fiur 5min mit dH20. Die
Gegenfarbung der Zellkerne wurde mit Hamalaun fur 3min durchgefiihrt. Nach erneutem
Waschen unter Leitungswasser wurden die Objekttrager zunachst in einer Alkoholreihe
mit aufsteigender Konzentration (70%, 90%, 96%) und dann in Histo-Clear gegeben. Die

Konservierung erfolgte mit dem Roti-Histokitt.

2.2.6.4. Immunfluoreszenz

Fur die Immunfluoreszenz wurden die Gewebeschnitte fir 15min in 4% Paraformaldehyd
fixiert und anschliel3end in PBS gewaschen. Nach einer 15-minltigen Permeabilisierung
in 0,2% Triton X100 wurde erneut fur 10min in PBS gewaschen.

Die Inkubation der Gewebeschnitte mit dem Primar-Antikérper (anti-human Nuclei)
erfolgte mit einer Verdlinnung von 1:100 fur 2h bei Raumtemperatur. Einer 30-minttigen
Waschung in PBS Tween-20 (PBS-T) folgte die Inkubation mit dem 1:200 verdinnten
Sekundarantikorper (Cy3-conjugated AffiniPure Goat Anti-Mouse) fir 1h. Nach erneutem
Waschen fur 30min in PBS wurden die Objekttrager mit DAPI-haltigem Medium

konserviert.

2.2.7. RNA-Isolation aus Plasma und ddPCR

Aus dem EDTA-BIlut von Patienten und Kontrollpersonen wurde mittels Zentrifugation
Plasma gewonnen. Die Blutproben wurden 10min bei 12°C und 1300rpm zentrifugiert.
Der Uberstand wurde wiederum fiir 15min bei 4°C und 2500rpm zentrifugiert, um alle
verbliebenen Zellreste zu entfernen. Das Plasma wurde aliquotiert und bei -80°C fur
weitere Analysen gelagert.
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Die RNA-Gewinnung aus je 200ul Plasma wurde mithilfe des Viral RNA Kit gemaR den
Herstellerangaben durchgefiihrt. Zur Verbesserung der RNA-Ausbeute wurden pro Probe
9ug Poly-A Carrier RNA zugefugt. Eluiert wurde mit 15ul RNase-freiem dH20. Fir die RT
wurden jeweils 5ul Eluat mit 15pl Reaktionsansatz (siehe Tabelle 10) gemischt. Das
Programm des T3000 Thermocyclers fur die RT zur Generierung der cDNA bestand aus
einer 15-minttigen Phase bei 23°C, einer 45-minltigen Phase bei 42°C und einer 5-

minutigen Phase bei 95°C.

Tabelle 10: Reaktionsansatz fur die reverse Transkription (RT) der RNA aus Patienten-Plasmaproben.

Reagenz Menge (in pl)
MgClz 3,6
10x RT Buffer 1,8
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 7,2
Random Hexamere 1,0
MuLV reverse Transkriptase 1,0
RNase Inhibitor 1,0

Die Quantifizierung der S100A4-Expression im Plasma wurde mittels droplet digital PCR
(ddPCR) durchgefuhrt. Hierfir wurden jeweils 4,2yl der mittels RT in cDNA
umgeschriebenen Probe mit 16,8ul Reaktionsansatz (siehe Tabelle 11) vermischt und
hiervon 20ul mit 70ul Droplet Generation Oil in den QX Droplet Generator gegeben. Je
40ul der so entstandenen Droplets wurden in eine 96-Well-Platte transferiert. Diese
wurde mittels PCR Plate Sealer versiegelt und fur die Durchfihrung der PCR in den
T100Thermal Cycler gegeben. Das Programm bestand aus einer 10-minttigen Phase bei
95°C, jeweils 40 Zyklen, bestehend aus 30s bei 94°C und 60s bei 60°C, und abschlie3end
10s bei 98°C. Die Quantifizierung der Kopienzahl in den Proben erfolgte im Droplet

Reader. Die Kopienzahl der Probe wurde als Kopienzahl pro 1ml Plasma angegeben.

Tabelle 11: Reaktionsansatz der droplet digital PCR (ddPCR) fur Patienten-Plasmaproben.

Reagenz Menge (in pl)
Supermix 10,0

Target Sonde 1,0

Referenz Sonde 1,0

H20 4,0
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2.2.8. Statistische Analyse

Alle statischen Analysen und die Erstellung der Graphiken wurden mithilfe von Graph
Pad Prism 6, IBM SPSS Statistics 21 und Excel durchgefiihrt.

Das Anwachsen der PDX-Modelle wurde untersucht und moégliche Einflussfaktoren
mittles Chi-Quadrat-Test analysiert. Das Therapieansprechen der Chemotherapeutika
wurde als T/C-Wert und RTV (siehe Abschnitt 2.2.4) angegeben. Einflussfaktoren auf das
Therapieansprechen wurden mithilfe des nichtparametrischen Mann-Whitney-U-Tests
untersucht. Die Chemotherapeutika wurden untereinander in Bezug auf ihre Effizienz
verglichen. Hierfir wurden die mittleren T/C-Werte und RTV aller Modelle herangezogen.
Modelle mit einem T/C-Wert <50% wurden als Responder, Modelle mit einem T/C-Wert
>50% als Non-Responder gewertet.

Die mittels gRT-PCR ermittelte S100A4-Expression der unbehandelten Kontrollmause
wurde fiur die Pradiktion der Therapieresponse evaluiert. Eine Korrelation zwischen
S100A4-Expression in PDX- und Patiententumorgewebe sowie zwischen S100A4-
Expression im PDX-Tumorgewebe und Tumorwachstum wurde mittels Pearson-
Korrelation untersucht. Der Einfluss verschiedener Faktoren auf die S100A4-Expression
im PDX-Tumorgewebe wurde mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests untersucht.

Der Median der gemessenen S100A4-Expression diente als Cut-off-Wert fur die
Einteilung der Modelle in S100A4 hoch- und niedrig-exprimierend. Zur Untersuchung
einer Assoziation zwischen S100A4-Expression und Therapieansprechen wurde die
S100A4-Expression von Respondern und Non-Respondern verglichen. Ebenso wurde
das Therapieansprechen von S100A4 hoch- und niedrig-exprimierenden Modellen
verglichen. Hierbei fand der nichtparametrische Mann-Whitney-U-Test Anwendung. Um
eine Veranderungen der S100A4-Expression durch die jeweiligen Therapeutika zu
untersuchen, wurde die S100A4-Expression der unbehandelten PDX-Kontrollgruppen
mit der S100A4-Expression der behandelten PDX-Tumore verglichen. Hierfir wurde der
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test angewendet.

Unterschiede der S100A4-Expression in Plasma von Normalpersonen und Patienten
wurden ebenfalls mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests untersucht. Auch der Einfluss
verschiedener Faktoren auf die S100A4-Expression im Patientenplasma wurde mithilfe
des Mann-Whitney-U-Tests untersucht.

Ein p-Wert <0,05 wurde als signifikant gewertet.
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3. Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit konnte Daten zur in vivo Etablierung und Charakterisierung (siehe
3.1) sowie zum Therapieansprechen (siehe 3.2) neuartiger PDX-Modelle von pmKRK
generieren. Damit wurde eine wichtige Erweiterung bereits in der Forschung etablierter
PDX-Modelle des KRK erreicht. Die neuen Modelle sind essentielle Voraussetzung, um
die S100A4-Expression im PDX-Tumorgewebe (siehe 3.3) und deren pradiktiven Wert
fur die Therapieresponse im Detail zu untersuchen (siehe 3.4). Die mittels der PDX-
Modelle generierten Daten wurden anschlieend durch die Analyse der S100A4-
Expression im Plasma der pmKRK-Patienten ergéanzt (siehe 3.5), um fir diesen

Biomarker den Bezug zur klinischen Praxis zu gewahrleisten.

3.1. Etablierung der PDX-Modelle von pmKRK

Im Rahmen der Etablierung der PDX-Modelle wurde pmKRK-Gewebe von 48 Patienten
subkutan in NOG-Mé&use transplantiert und nach dem Anwachsen in den NOG-Mausen
weiter in NMRI:nu/nu Mausen passagiert (siehe Abschnitt 2.2.3). Das Tumorgewebe von
15 der 48 Patienten wuchs sowohl in NOG- als auch NMRI:nu/nu Mausen an (engraftet)
und stand fir die nachfolgenden Analysen zur Verfluigung.

Von den 13 pmKRK mit histologischen Merkmalen eines LAMN zeigte kein Tumor ein
Engraftment. Aufgrund des Nicht-Engraftments und der gegentber Adenokarzinomen
abweichenden Morphologie, Histologie und Metastasierung der LAMN (siehe Abschnitt
1.2.3.), wurden die 13 Patienten mit einem LAMN aus der weiteren Wertung
ausgeschlossen. Von den in die Wertung eingeschlossenen 35 Patienten zeigten somit
42,9% ein Engraftment.

Von 17 der 35 Patienten wurde pmKRK-Gewebe unterschiedlicher peritonealer
Lokalisation (Omentum und parietales Peritoneum) zur PDX-Herstellung transplantiert.
Insgesamt wurde das Gewebe von 54 Metastasen transplantiert. Fur 4 der 15 Patienten
mit engraftetem Modell konnten 2 Modelle mit unterschiedlicher peritonealer Lokalisation
etabliert werden. Im Ergebnis standen 19 PDX-Modelle zur weiteren Charakterisierung
und Testung der Chemosensitivitat zur Verfigung. In Abbildung 4 wird die Verteilung des
Engraftments fur (a) Patienten und (b) Modelle skizziert. Von den 15 Patienten mit Tumor-
Engraftment entsprach der Primartumor bei 11 Patienten einem Kolonkarzinom und bei

4 Patienten einem Appendixkarzinom.
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Insgesamt Insgesamt
(n =35) (n =54)
Kein Kein
Engraftment Engraftment
(n =20) (n =35)

Engraftment Engraftment
_ - =19
a) Patienten (n=13) b) Modelle (n )

Abbildung 4: Anzahl der engrafteten und nicht-engrafteten Modelle. a) Anzahl der Patienten, von denen
Tumorgewebe in PDX-Mause transplantiert wurde, sowie die Anzahl der Patienten mit engraftetem und
ohne engraftetes Modell. b) Anzahl der transplantierten Tumore, sowie die Anzahl der daraus
hervorgehenden engrafteten und nicht engrafteten Modelle.

3.1.1. Einflussfaktoren auf das Engraftment der PDX-Modelle

Ein entscheidender Faktor zur Etablierung von PDX-Modellen ist das Engraftment des
Tumormaterials. In dieser Arbeit wurde zunachst ein moéglicher Einfluss der Tumorentitét
und des Tumorgradings auf das Engraftment im PDX untersucht. Dies wird in Abbildung
5 dargestellt.

Peritoneal metastasierte Kolonkarzinome und peritoneale Appendix-Metastasen zeigten
keine Unterschiede beziglich des Engraftments (p = 0,84). Dagegen unterschieden sich
die transplantierten Tumore je nach Tumorgrading in ihrem Engraftment. Der Unterschied
war jedoch nicht signifikant (p = 0,06). Wahrend gut differenzierte Tumore (G1) in
immunsupprimierten Mausen kein Engraftment zeigten, wurde bei 63% aller Tumore mit

schlechter Differenzierung (G3) ein Engraftment beobachtet.

1594 = 89 =
p=0,838 mm Engraftment p=0056 mm Engraftment
3 kein Engraftment 6 3 kein Engraftment
g o g
=) [=)
= = 4
=] =4
Hol Hyl
I 5 I
. ]
oL . oL B BF B
Kolon Appendix G1 G2 G3 G4

a) Tumorentitit b) Grading

Abbildung 5: Einfluss von Tumorentitdt und Grading auf das Engraftment zur Etablierung der PDX-
Modelle. Dargestellt ist die Anzahl der Patienten, deren Tumorgewebe in NOG- und NMRI:nu/nu-M&usen
angewachsen ist (Engraftment, schwarz) und die Anzahl der Patienten, deren Tumor kein Anwachsen in
den Mausen aufweist (kein Engraftment, grau). a) Abhangigkeit des Engraftments von der Tumorentitat
(Kolon- versus Appendixkarzinom); b) Einfluss des Tumorgradings auf das Engraftment. Die statistische
Analyse der Verteilung engrafteter und nicht engrafteter Tumore wurde mithilfe des Chi-Quadrat-Tests
durchgefuhrt. P-Werte <0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet.
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3.1.2. Charakteristika der etablierten PDX-Modelle

Von 10 der 15 Patienten mit engraftetem PDX-Modell wurde das Tumorgewebe
charakterisiert und auf seine Sensitivitat gegentber den Therapeutika getestet. Fur 3
Patienten wurden 2 Modelle unterschiedlich lokalisierten Tumorberfalls etabliert. Somit
wurden 13 Modelle in die nachfolgenden Wertungen eingeschlossen. Abbildung 6 gibt
einen Uberblick uber die etablierten PDX-Modelle. Die Tumorentitat entsprach bei 8
Patienten einem Kolonkarzinom und bei 2 Patienten einem Appendixkarzinom. Bei 5 der
13 PDX-Modelle war der peritoneale Befall im Omentum lokalisiert. Bei den ubrigen 7
PDX-Modellen handelte es sich um Metastasen des parietalen Peritoneums.

10 Patienten 13 PDX-Modelle
[ KRKO05 ® _— Peritoneum Omentum
KRKO06 ® — Peritoneum
KRKO09 ® _ Peritoneum
. KRK13 ® _— Peritoneum
8 x Kolonkarzinom -
KRK19 ® - s Peritoneum Omentum
KRK21 ® - Omentum
KRK28 ® _ Peritoneum Omentum
_ KRK39 ® — Peritoneum
KRKO03 ® - s Omentum
2 x Appendixkarzinom
KRK24 @ D Peritoneum

Abbildung 6: Uberblick iiber die auf ihre Chemosensitivitat getesteten PDX-Modelle. Dargestellt sind
Tumorentitaten (Kolon- (K) und Appendixkarzinom (A)) fur die jeweiligen Patienten (KRKO03, -05, -06, -09,
-13, -19, -21, -24, -28, -39) und die dazugehorigen Modelle mit der Lokalisation der entnommenen
peritonealen Metastasen (parietales Peritoneum (Peritoneum) und Omentum).

Wesentliche klinische und molekularbiologische Charakteristika der etablierten PDX-
Modelle sind in Tabelle 12 zusammengestellt. Die pathologische Begutachtung des
Patiententumorgewebes ergab fur alle Patienten die Diagnose eines Adenokarzinoms
mafiger (G2) oder schlechter (G3) Differenzierung. Das Ausmal} des peritonealen
Befalls zeigte innerhalb der Patientengruppe eine grofRe Varianz und reichte von
lokalisierten Metastasen (PCI = 2) bis zum grof3flachigen Befall des Bauchfells (PCI =
39). Wahrend 7 Patienten ein synchrones pmKRK aufwiesen, zeigten sich 3 Patienten
mit einem metachronen pmKRK. Zum Zeitpunkt der Primardiagnose wurden bei 6

Patienten befallene Lymphknoten nachgewiesen, 3 Patienten zeigten Kkeine
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Lymphknotenmetastasen. Nach TNM-Klassifikation wurden die Primartumore als =T2
eingeteilt. Von 8 Patienten wurde durch das Institut fir Pathologie der Charité der KRAS-
Mutationsstatus der peritonealen Metastasen bestimmt. Von ihnen wiesen 6 Patienten
Mutationen im KRAS-Gen auf.

Tabelle 12: Charakteristika der Patienten mit etablierten PDX-Modellen. w = weiblich; m = mé&nnlich; Kolon
re = rechtsseitiges Kolon; Kolon Ii = linksseitiges Kolon; Adeno-Ca = Adenokarzinom; muz. Adeno-Ca =
muzindses Adenokarzinom; w.t. = KRAS-Wildtyp; mut = KRAS-Mutation (sofern bekannt, ist die Art der
KRAS-Mutation in Klammern aufgefuhrt); PCI = Peritoneal Cancer Index; syn = synchrone Metastasierung;
meta = metachrone Metastasierung; pTNM = pathologisches Tumorstaging zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose des KRK; n. a. = nicht verfiigbar (not available).

KRAS-

R Histologie Grading Mutations- PCl Metastasierung pTNM

Patient Alter Geschlecht

Lokalisation status

KRKO03 48 w Appendix muz. Adeno-Ca n.a. mut n.a. meta n.a.

KRKO05 76 w Kolon re muz. Adeno-Ca G2 w.t. 15 syn TAN2M1
KRKO06 59 m Kolon re Adeno-Ca G3 mut (A146T) 9 syn TAN2M1
KRKO09 44 w Kolon li muz. Adeno-Ca G2 mut 16 syn T2N2M1
KRK13 69 m Kolon re muz. Adeno-Ca G2 mut (G12C) 39 syn T2NOM1
KRK19 47 w Kolon li Adeno-Ca G2 n. a. 13 syn TANIM1
KRK21 53 m Kolon li Adeno-Ca G3 w.t. 14 meta T4N1IMO
KRK24 64 m Appendix muz. Adeno-Ca G3 n. a. 35 syn T4NOM1
KRK28 53 m Kolon re Adeno-Ca G2 mut (G12D) 21 syn T4N2M1
KRK39 49 m Kolon li Adeno-Ca n. a. mut (G12S) 2 meta T3NOMO

3.1.3. Vergleich der Histologie der Patiententumore und etablierten PDX-Modelle

Fur die klinische Relevanz der PDX und um die Ergebnisse von PDX-Modellen auf
Patienten Ubertragen zu konnen, ist es notwendig sicherzustellen, dass wesentliche
Charakteristika der Patiententumore im PDX erhalten bleiben. Ein wichtiges
Charakteristikum ist dabei die Tumorarchitektur und der Erhalt bestimmter Marker.

Fur diese Analyse wurde mittels HE-Farbung ein Vergleich von Patiententumorgewebe
und PDX-Tumorgewebe der unbehandelten Kontrollgruppen vorgenommen. Abbildung 7
zeigt, dass die urspruingliche Tumorarchitektur des Patiententumorgewebes auch im PDX
erhalten blieb. Die Histomorphologie der Patiententumore und der PDX-Tumore
entsprach jeweils der eines Adenokarzinoms kolorektalen Ursprungs.

Die immunhistochemische Farbung von humanem CK-19 erlaubt die Beurteilung
humaner Epithelzellen sowie ihres Verhaltnisses zum sie umgebenden Stromagewebe.
Hierbei war ebenfalls eine Ahnlichkeit der Architektur und der Erhalt der CK-19
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Expression zwischen Patienten- und PDX-Gewebe feststellbar. Im Vergleich zum
Patientengewebe zeigte sich im PDX eine leichte Verschiebung des Tumor-/Stroma-

Verhaltnisses zugunsten epithelialer Tumorzellen.

Hamatoxylin-Eosin Zytokeratin-19

Patient

KRK13-P

KRK21-O

KRK24-P

KRK28-O

; Ve (BN S P 1D AORY &2
Abbildung 7: HE-Farbung und immunhistochemische Farbung von Zytokeratin-19 (CK-19) des Patienten-
und PDX-Tumorgewebes im Vergleich. Fur die PDX-Modelle wurde das Gewebe engrafteter pmKRK der
Passagen 3 und 4 verwendet. Das Patientengewebe entstammt der gleichen Tumorlokalisation (parietales
Peritoneum, Omentum). Alle Gewebe zeigen die charakteristische Morphologie eines Adenokarzinoms.
Die CK-19 Farbung (braun gefarbte Areale) zeigt das Zytoplasma humaner Epithelzellen. Der
MafRstabsbalken repréasentiert 200pum.

Zur Beurteilung von humanem und murinem Anteil des pmKRK-Gewebes im PDX-Modell
erfolgte die Farbung humaner Zellkerne mithilfe von Immunfluoreszenz. Die
Immunfluoreszenz ergab dabei ein spezifisches Anfarben des humanen Tumorgewebes
und keine Farbung des umgebenden murinen Stromagewebes. Die Immunfluoreszenz
wird in Abbildung 8 dargestellt. Hierbei zeigte sich, dass die Tumorzellen humanen
Ursprungs waren und, dass in den Passagen 3 und 4 das Stromagewebe im PDX

vollstandig durch murines Gewebe ersetzt wurde.
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KRK28-O

Abbildung 8: Farbung humaner Zellkerne mittels Immunfluoreszenz. Das PDX-Gewebe stammt von PDX-
Tumorgewebe der 3. und 4. Passage. Die Kernfarbung differenziert klar zwischen humanen Tumoranteilen
und dem murinen Stromakompartiment innerhalb des PDX-Tumors. DAPI = blau; humane Zellkerne =
orange (Cy3). Der MalR3stabsbalken reprasentiert 100um.

3.1.4. Tumorwachstum im PDX

Ein weiteres biologisches Charakteristikum der etablierten PDX-Modelle ist die
Wachstumsgeschwindigkeit der engrafteten Tumore. Die bendétigte Zeit zur
Verdoppelung des Tumorvolumens wurde je Modell fur die unbehandelte Kontrollgruppe

bestimmt und wird in Abbildung 9 dargestellt.

40
[72]
o
)
@
25 307
S E
[}
g 5
S E 201
— =}
5 3
> 2
505 -
S 2 1
=2 S
C=
: | M
0= T T T T T T T
© R o° o 0N 7 0% 00 Pl ot o0 0"
> 5 N o)
QQ.O J‘_QQ.QQ.J?QQ.*—NQ.{:y 4_\, ‘l‘mq.‘k"mq.‘p/ \l_fl,Q.{_’b
FEEEEETETETEEEELE

Abbildung 9: Zeit zur Verdoppelung des Tumorvolumens. Dargestellt wird fur jedes PDX-Modell die Zeit
in Tagen, welche die unbehandelten Kontrolltumore benétigten, um ihr Tumorvolumen zu verdoppeln.
Angeben werden die Mittelwerte mit den entsprechenden Standardabweichungen.

In der klinischen Praxis zeigen pmKRK eine starke Varianz im Tumorwachstum zwischen
den einzelnen Patienten. Diese Varianz konnte auch fir die untersuchten PDX-Modelle
beobachtet werden. Hier rangierte die bendtigte Zeit zur Verdoppelung des

Tumorvolumens zwischen 4,6 und 28,6 Tagen.

3.1.5. Orthotope Transplantation von pmKRK

Ferner wurde das Verhalten der pmKRK nach orthotoper Transplantation untersucht, um

zu prufen, ob das pmKRK sein invasives Wachstum im PDX-Modell erhalt. Hierfir wurde
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das Gewebe der Metastasen von 2 Patienten neben der subkutanen Transplantation,
orthotop in die Bauchhéhle immunsupprimierter Mause transplantiert. Das Gewebe der
pmKRK zeigte dabei ein invasives Wachstum in umgebende Strukturen und Organe der
Tiere. Abbildung 10 stellt die Histologie eines orthotop transplantierten pmKRK dar.
Neben dem implantierten Tumor, wird die Infiltration von Niere, Ovar und Diaphragma
durch den Tumor gezeigt. Im Ergebnis zeigt sich, dass humane pmKRK in PDX-Mausen

ihr invasives und infiltrierendes Wachstum beibehalten.

Abbildung 10: HE-Farbung des orthotop implantierten PDX-Tumormaterials und seiner Infiltration in Niere,
Ovar und Diaphragma.

Zusammenfassend konnten erste PDX-Modelle von pmKRK etabliert werden. Die
Modelle wiesen den Erhalt der histologischen Morphologie, ein Ersetzen des Stroma-
Kompartiments durch murines Gewebe, ein heterogenes Wachstum und das Beibehalten
invasiven und infiltrierenden Wachstums auf. PDX-Modelle stellen somit eine geeignete
Plattform zur Evaluation von Therapieansprechen und pradiktiven Biomarkern wie
S100A4 bei pmKRK dar.

3.2. Therapieansprechen der PDX-Modelle

Der folgende Abschnitt behandelt das Ansprechen der PDX-Modelle auf verschiedene
konventionelle und auf zielgerichtete (targeted) Chemotherapeutika. Daneben wurden

mdgliche Einflussfaktoren auf das Ansprechen der Modelle im Detail untersucht.

3.2.1. Therapieansprechen auf klassische und zielgerichtete Chemotherapeutika

Um das Therapieansprechen der PDX-Modelle auf die Chemotherapeutika evaluieren zu
kénnen, wurde fir jede Behandlungsgruppe der mittlere T/C-Wert und RTV bestimmt.
Tabelle 13 zeigt die Einstufung der Therapieresponse anhand der mittleren T/C-Werte in
,t++, ++ +“und 0" Dabei gelten Modelle mit ,+++, ++ oder +“ als Responder (grin) und
Modelle mit ,,0“ als Non-Responder (grau). Als Cut-off diente der T/C-Wert = 50%.
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Tabelle 13: Einstufung der Behandlungsgruppen anhand ihrer Therapieresponse mittels T/C-Werts.

T/C-Wert (in %) Einstufung Bezeichnung
0-10 +++
11-25 ++ Responder
26 - 50
>50 Non-Responder

Tabelle 14: Therapieansprechen der PDX-Modelle (T/C-Werte in Prozent).

5-FU [Irinotecan | Oxaliplatin |Docetaxel | Bevacizumab | Cetuximab | Erlotinib | Regorafenib | Selumetinib
KRKO03-O | 49,5 19,4 56,9 15,1 62,2 89,2 57,1 48,8 55,6
KRKO05-P | 103,8 16,7 5,0 32,5 34,3 76,2 66,9 57,3 62,2
KRKO05-O | 27,6 10,0 37,6 32,0 19,5 18,7 24,0 18,7 16,0
KRKO06-P | 53,1 25,5 66,2 47,8 28,7 44,7 54,0 40,0 31,1
KRKO09-P | 11,5 35,8 47,9 30,7 38,8 56,8 55,3 33,6 33,8
KRK13-P | 22,0 19,0 351 29,1 29,0 27,3 22,2 32,1 34,1
KRK19-P | 47,4 11,4 43,6 16,9 22,1 13,3 36,3 16,4 12,7
KRK19-O | 57,2 82,5 109,9 65,4 97,0 82,5 59,8 55,6 57,4
KRK21-O| 7,5 17,8 18,2 36,3 43,8 41,0 41,0 38,8 21,7
KRK24-P | 20,2 51,1 55,3 42,1 60,6 35,3 28,8 49,4 36,8
KRK28-P | 42,8 23,6 104,5 75,3 82,3 165,6 45,2 55,8 54,1
KRK28-O | 95,9 36,3 68,1 35,7 107,2 102,9 109,2 42,8 46,3
KRK39-P | 23,3 15,9 33,5 253 13,5 18,2 25,7 13,6 16,9

Tabelle 15: Einteilung des Therapieansprechens der PDX-Modelle anhand ihrer T/C-Werte: T/C >50% =
0; T/C 26 - 50% = +; T/C 11 - 25% = ++; T/C 0 - 10% = +++. Modelle mit T/C-Werten >50% gelten flr
dieses Therapeutikum als Non-Responder (grau), Modelle mit T/C-Werten <50% als Responder (griin).

5-FU |Irinotecan | Oxaliplatin |Docetaxel | Bevacizumab | Cetuximab | Erlotinib | Regorafenib | Selumetinib
KRKO03-O | + ++ o ++ o (o} 0 + o
KRKO5-P [ o ++ ++ + + o o 0 0
KRK05-O + +++ + + ++ ++ ++ ++ ++
KRKO06-P o] + 0 + + + o + +
KRKO9-P [ ++ + + + + ) 0 + +
KRK13-P | ++ ++ + + + + ++ + +
KRK19-P + ++ + ++ ++ ++ + ++ ++
KRK19-O (o] (o] (o] (o] (o] (o] (0] o] o
KRK21-O | +++ ++ ++ + + + + + ++
KRK24-P | ++ 0 0 + 0 + & + +
KRK28-P + ++ o o o) o + o} [0}
KRK28-O 0 + 0 + 0 o} o) + +
KRK39-P [ ++ ++ + + ++ ++ + ++ ++

Tabelle 14 erfasst das Therapieansprechen der 13 getesteten PDX-Modelle auf die 9

Chemotherapeutika. Die gemessenen T/C-Werte aller Behandlungsgruppen rangierten

47



Ergebnisse

zwischen 5,0% und 165,6%. Tabelle 15 zeigt die Einteilung der Modelle in Responder
und Non-Responder. Dabei unterschieden sich die einzelnen Modelle erheblich beziiglich
des Therapieansprechens. Wahrend fir ein Modell (KRK19-O) kein Therapeutikum eine
Response erreichte, wiesen 5 Modelle fur alle 9 Therapeutika T/C-Werte <50% auf.

Die Chemotherapeutika, welche bei den meisten Modellen eine Therapieresponse mit
T/C-Werten <50% erreichten, waren die klassischen Chemotherapeutika Irinotecan und
Docetaxel. Hier wurden jeweils 84,6% der Modelle als Responder eingestuft. Von den
zielgerichteten Therapeutika konnte Regorafenib das beste Resultat erzielen. Eine
Response wurde bei 76,9% der Modelle erreicht. Therapeutika mit einem limitierten
Therapieansprechen waren hingegen das klassische Chemotherapeutikum Oxaliplatin
und die zielgerichteten Therapeutika Cetuximab und Erlotinib. Nach Abschluss der
Behandlung wurden jeweils lediglich 53,8% der Modelle als Responder eingestuft.

Eine weitere Darstellungsform des Therapieansprechens neben dem T/C-Wert ist das
RTV. Tabelle 16 fuhrt die Einteilung des Therapieansprechens unter Verwendung des
RTV in ,Complete Response®, ,Partial Response®, ,Stable Disease“ und ,Progressive

Disease” auf.

Tabelle 16: Klassifikation der Therapieresponse anhand des RTV.

RTV Einteilung Abkirzung
0-0,1 ‘ Complete Response CR
0,1-0,7 Partial Response PR
0,7-1.3 Stable Disease SD

>1,3 Progressive Disease PD

Tabelle 17: Therapieansprechen (RTV) der PDX-Modelle fir die einzelnen Therapeutika.

5-FU |Irinotecan | Oxaliplatin |Docetaxel | Bevacizumab | Cetuximab | Erlotinib | Regorafenib | Selumetinib
KRK03-O | 3,3 1,3 4,1 1,0 4,4 6,1 3,9 3,3 3,8
KRKO5-P [ 12,8 1,8 0,8 3,7 4,1 8,6 8,1 6,8 11,1
KRKO05-O | 4,1 15 5,6 49 29 2,9 3,6 2,9 2,4
KRKO06-P | 9,9 4,2 11,4 8,0 5,0 7,8 8,8 7,1 59
KRKO09-P | 0,4 0,9 1,6 0,8 1,2 1,8 1,6 1,1 0,9
KRK13-P [ 0,6 0,5 1,0 0,9 0,8 0,8 0,7 0,9 1,0
KRK19-P | 5,3 11 4.4 1,7 2,3 1,3 3,7 1,8 1,4
KRK19-O| 2,8 4,1 55 3,0 3,4 31 2,9 2,0 2,7
KRK21-O .:!. 0,2 0,2 0,4 0,5 0,5 0,5 0,4 0,2
KRK24-P [ 11 25 2,8 2,0 3,0 2,1 15 2,6 2,0
KRK28-P [ 2,7 1,7 6,5 49 54 10,4 2,9 3,6 3,4
KRK28-O | 16,3 5,6 9,7 5,8 19,2 16,6 16,3 6,6 6,6
KRK39-P | 3,6 2,6 4,1 3,9 2,0 2,3 3,1 2,1 2,6
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Tabelle 18: Einteilung des Therapieansprechens der Modelle mittels RTV in ,Complete Response” (CR):
RTV 0 - 0,1; ,Partial Response” (PR): RTV = 0,1 - 0,7; ,Stable Disease” (SD): RTV = 0,7 - 1,3 und
LProgressive Disease” (PD): RTV >1,3.

5-FU |Irinotecan | Oxaliplatin |Docetaxel | Bevacizumab | Cetuximab | Erlotinib | Regorafenib | Selumetinib
KRK03-O | PD SD PD SD PD PD PD PD PD
KRKO5-P | PD PD SD PD PD PD PD PD PD
KRKO05-O [ PD PD PD PD PD PD PD PD PD
KRKO06-P | PD PD PD PD PD PD PD PD PD
KRKO09-P | PR SD PD SD SD PD PD SD SD
KRK13-P [ PR PR SD SD SD SD PR SD SD
KRK19-P | PD SD PD PD PD SD PD PD PD
KRK19-O | PD PD PD PD PD PD PD PD PD
KRK21-O| CR PR PR PR PR PR PR PR PR
KRK24-P | SD PD PD PD PD PD PD PD PD
KRK28-P | PD PD PD PD PD PD PD PD PD
KRK28-O | PD PD PD PD PD PD PD PD PD
KRK39-P | PD PD PD PD PD PD PD PD PD

Tabelle 17 listet das Therapieansprechen der Modelle, gemessen als RTV. Das RTV
variierte zwischen den Modellen und Therapiegruppen von 0,1 bis 19,2. Lediglich eine
Behandlungsgruppe wies mit einem RTV <0,1 eine ,Complete Response® auf (KRK21-O
nach Behandlung mit 5-FU). Fir die Ubrigen Gruppen war das RTV >0,1. Tabelle 18
klassifiziert das Therapieansprechen der Modelle gemal3 Tabelle 16 in ,Complete
Response®, ,Partial Response®, ,Stable Disease” und ,Progressive Disease®. Die Modelle
wurden fur jedes Chemotherapeutikum in die Gruppen ,progressive disease“ (grau) und
mindestens ,Stable Disease” (grun) klassifiziert. Als Cut-off diente ein RTV = 1,3. Das
entspricht einer Zunahme des Tumorvolumens >30% unter Behandlung.

Allgemein zeigte ein Grof3teil der Behandlungsgruppen (74,4%) eine ,Progressive
Disease“. 6 Modelle wiesen ein allgemein reduziertes Therapieansprechen auf. Hier
zeigte sich ein Fortschreiten des Tumorwachstums (,Progressive Disease®) in allen 9
Behandlungsgruppen. Dagegen bestand fur 2 Modelle ein stabiles Krankheitsbild oder
eine Reduktion des Tumorvolumens in allen 9 Behandlungsgruppen (,Stable Disease®,
.Partial Response® oder Complete Response®). Das Therapeutikum, welches fir die
meisten Modelle ein mindestens stabiles Tumorwachstum (RTV <1,3) erreichte, war
Irinotecan. Hier zeigten 3 Modelle eine ,Stable Disease“ und 2 Modelle eine ,Partial
Response”.

AbschlieRend fuhrt Tabelle 19 die Mittelwerte der RTV und T/C-Werte der 9

Chemotherapeutika unter Einbeziehung aller PDX-Modelle auf. Insgesamt zeigt sich fur
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Irinotecan mit einem mittleren T/C-Wert von 28,1% und einem mittleren RTV von 2,2 das
beste Therapieansprechen und fir Cetuximab mit einem T/C-Wert von 59,4% und einem
RTV von 5,0 das schlechteste Therapieansprechen.

Tabelle 19: Zusammenfassende Ubersicht der mittleren T/C-Werte (%) und mittleren RTV der
Behandlungsgruppen aller PDX-Modelle. Das Therapeutikum mit dem jeweils besten mittleren T/C- und

RTV-Wert (Irinotecan) ist griin markiert. Rot markiert ist das Therapeutikum mit dem jeweils schlechtesten
mittleren T/C- und RTV-Wert (Cetuximab).

Mittelwert | 5-FU Irinotecan Oxaliplatin Docetaxel Bevacizumab Cetuximab Erlotinib Regorafenib Selumetinib

T’C[;,Z‘]’e” 432 281 52,5 37,3 49,2 59,4 48,1 38,7 36,8
RTV 49 22 4.4 3,1 4,2 5,0 4.4 3,2 3.4

3.2.2. Einfluss der Tumorlokalisation auf das Therapieansprechen

Um den Einfluss der Tumorlokalisation auf das Therapieansprechen zu prifen, wurden
alle PDX-Modelle aus Metastasen des Omentums mit allen Modellen aus Metastasen
des parietalen Peritoneums in Bezug auf ihr Therapieansprechen verglichen. Hierbei liel3
sich feststellen, dass keine signifikanten Unterschiede zwischen den Metastasen
unterschiedlicher Lokalisationen bestanden, weder im allgemeinen Therapieansprechen
(Abbildung 11), noch im Therapieansprechen auf die jeweils einzelnen 9
Chemotherapeutika (Abbildung 12).
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Abbildung 11: Therapieansprechen der PDX-Modelle je nach Tumorlokalisation. Vergleich zwischen PDX-
Modellen aus Metastasen des Omentums versus Metastasen des parietalen Peritoneums. Dargestellt wird
der jeweilige Anteil der Modelle mit einem T/C-Wert <50% in Prozent. Die Evaluation von Unterschieden
im Therapieansprechen wurde mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests durchgefuhrt. P-Werte <0,05 wurden
als statistisch signifikant gewertet.
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Abbildung 12: Therapieansprechen der PDX-Modelle je nach Tumorlokalisation fur 5-FU, Irinotecan,
Oxaliplatin, Docetaxel, Erlotinib, Bevacizumab, Cetuximab, Regorafenib und Selumetinib. Dargestellt wird
jeweils das Therapieansprechen (T/C-Wert) fir PDX-Modelle aus Metastasen des Omentums und des
parietalen Peritoneums im Vergleich. Die Evaluation von Unterschieden im Therapieansprechen wurde
mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests durchgefihrt. P-Werte <0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet.

3.2.3. Intra-individuelle Heterogenitat im Therapieansprechen

Die Testung der Chemosensitivitdt der PDX-Modelle desselben Patienten, welche sich in
der Lokalisation des peritonealen Befalls (Omentum versus parietales Peritoneum)
unterschieden, ermdglicht einen direkten intra-individuellen Vergleich des
Therapieansprechens dieser Modelle. In Abbildung 13 wird das Ansprechen von jeweils
beiden PDX-Modellen der Patienten KRK05, KRK19 und KRK28 dargestellt.

Hierbei zeigten sich jeweils fir denselben Patienten zwischen den Modellen
unterschiedlicher Lokalisationen (Omentum und parietales Peritoneum) deutliche
Unterschiede im Therapieansprechen. Beispielsweise lie3 das Modell aus einer
Metastase des parietalen Peritoneums von Patient KRKO5 ein heterogenes
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Tumoransprechen auf die jeweiligen Therapeutika erkennen, wéahrend das Modell aus
einer Metastase des Omentums eine deutliche Response fir alle Therapeutika aufwies.
Auch fur Patient KRK19 lie3en sich Unterschiede im Therapieansprechen zwischen den
Modellen erkennen. Das Modell aus einer Metastase des parietalen Peritoneums zeigte
allgemein ein gutes Ansprechen auf alle 9 Therapeutika, wahrend das Modell aus einer
Metastase des Omentums auf keines der Therapeutika ansprach. Beide Modelle von
Patient KRK28 wiesen ein heterogenes Therapieansprechen auf, jedoch zeigten sich

auch hier deutliche Abweichungen im Ansprechen der einzelnen Therapeutika.
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Abbildung 13: Intra-individuelle Unterschiede im Ansprechen auf die jeweiligen Therapeutika fur die
Peritoneum- oder Omentum-abgeleiteten PDX-Modelle der Patienten KRKO05, -19 und -28. In der oberen
Reihe ist das Ansprechen der Modelle aus Metastasen des parietalen Peritoneums dargestellt. In der
unteren Reihe ist das Ansprechen der PDX-Modelle aus Metastasen des Omentums dargestellt. Die
Fehlerbalken reprasentieren die jeweiligen Standardabweichungen.

3.2.4. Einfluss von Vorbehandlung auf das Therapieansprechen

Ein groRRer Teil der Patienten (88,6%) wurde vor der Operation, in der das pmKRK-
Gewebe entnommen wurde, chemotherapeutisch vorbehandelt. Haufig angewandte
Chemotherapeutika waren hierbei 5-FU, Irinotecan und Oxaliplatin. Von den 35 Patienten
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wurden 82,9% mit 5-FU, 48,6% mit Irinotecan, 68,6% mit Oxaliplatin und 37,1% mit
Bevacizumab behandelt. Tabelle 20 zeigt die chemotherapeutische Vorbehandlung der
10 Patienten mit etabliertem PDX. Ein Vergleich der Therapieresponse vorbehandelter
und nicht vorbehandelter Modelle ergab fur die Therapeutika 5-FU, Irinotecan, Oxaliplatin
und Bevacizumab keinen signifikanten Unterschied (Abbildung 14). Die Vorbehandlung
mit diesen Therapeutika hat keinen sichtbaren Einfluss auf das Therapieansprechen.
Eine signifikante Resistenzbildung gegeniber Therapeutika, mit welchen eine
Vorbehandlung erfolgte, ist nicht erkennbar. Eine Vergleichbarkeit vorbehandelter und

nicht vorbehandelter Modelle fiir die weiteren Analysen, ist somit anzunehmen.

Tabelle 20: Chemotherapeutische Behandlung der Patienten vor Operation. + = vorbehandelt; - = nicht
vorbehandelt.
i Therapeutika
Patienten Vorbehandlung
5-FU Irinotecan Oxaliplatin Bevacizumab Weitere
KRKO03 + + - + + Capecitabin
KRK05 + + - + + _
KRKO06 + + - + - Panitumumab
KRK09 + + + - - Capecitabin
KRK13 + + - + + -
KRK19 + + - + + i
KRK21 + + + + - Panitumumab
KRK24 - - - - - -
KRK28 + + - + - -
KRK39 + + + - - -
5-FU Irinotecan Oxaliplatin Bevacizumab
p=0,462 p=0,692 p=0,692 p=0628
120 00 100,00+ 120,00+ 120,00+
100,004 0,004 o 100,004 100,004
— 80,00 —_ —_ 80,00+ —_ 80,004
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Abbildung 14: Therapieansprechen (T/C-Wert) der PDX-Modelle von vorbehandelten und nicht
vorbehandelten Patiententumoren. Die Evaluation von Unterschieden im Therapieansprechen auf 5-FU,
Irinotecan, Oxaliplatin und Bevacizumab zwischen mit dem jeweiligen Therapeutikum vor- und nicht
vorbehandelten Modellen wurde mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests durchgefiihrt. P-Werte <0,05 wurden
als statistisch signifikant gewertet.
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Insgesamt zeigen die Untersuchungen, dass das Therapieansprechen zwischen den
einzelnen Therapeutika und PDX-Modellen eine starke Varianz aufweist. Die Varianz
lasst sich sogar bei verschiedenen Modellen desselben Patienten feststellen. Im Ergebnis
zeigen lIrinotecan das beste und Cetuximab das schlechteste Therapieansprechen.
Tumorlokalisation und vorangegangene chemotherapeutische Behandlung der Patienten

zeigen keine signifikanten Auswirkungen auf das Therapieansprechen der PDX-Modelle.

3.3. Analyse der S100A4-Expression im PDX-Tumorgewebe

Um die Bedeutung von S100A4 fir das pmKRK zu evaluieren, wurde zunéchst seine
Expression im Tumorgewebe der PDX-Modelle bestimmt. Die mittels gRT-PCR ermittelte
S100A4-Expression im Tumorgewebe der unbehandelten Kontrollgruppen wird in
Abbildung 15 dargestellt. Anhand der errechneten medianen S100A4-Expression (25,7%
Kalibrator) wurden die Modelle in niedrig (blau) und hoch (rot) S100A4 exprimierend
eingeteilt. Die S100A4-Expression reichte von 3,1% bis 982,4% Kalibrator.
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Abbildung 15: S100A4-Expression im Tumorgewebe der PDX-Modelle bestimmt mittels qRT-PCR.
Dargestellt sind die Mittelwerte der jeweiligen Kontrollgruppen und die entsprechenden
Standardabweichungen. Der errechnete Median (25,7% Kalibrator, schwarze Linie) teilt die Modelle in
niedrig (blau) und hoch (rot) S100A4 exprimierend ein.

Neben der Bestimmung der S100A4-Expression auf RNA-Ebene mittels gRT-PCR wurde
der Nachweis des Biomarkers S100A4 auch auf Proteinebene mittels Immunhistochemie
durchgefuhrt. Dabei zeigte der immunhistochemische Nachweis von S100A4 (Abbildung
16) in Modellen, die zuvor auch mittels qRT-PCR als S100A4 hoch exprimierend
eingeteilt wurden, eine deutlich starkere Farbung verglichen mit Modellen, die zuvor

mittels qRT-PCR als S100A4 niedrig exprimierend eingeteilt worden waren.
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Hohe S100A4-Expression Niedrige S100A4-Expression

Abbildung 16: Immunhistochemischer Nachweis von S100A4 in den unbehandelten Kontrolltumoren der
jeweiligen PDX-Modelle. Der MaR3stabsbalken reprasentiert 100um.

3.3.1. Vergleich der S100A4-Expression im Patienten- und PDX-Tumorgewebe

Ferner wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen der S100A4-Expression im
PDX-Tumorgewebe und der S100A4-Expression im Patienten-Tumorgewebe bestand.
Die Korrelation von mittels gRT-PCR gemessener S100A4-Expression in den
unbehandelten PDX-Tumoren und dem Patienten-Tumorgewebe wird in Abbildung 17
dargestellt. Es zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen der S100A4-
Expression im PDX-Tumor und dem korrespondierenden Patiententumor mit einem

Pearson-Korrelationskoeffizienten von 0,80.
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Abbildung 17: Korrelation der S100A4-Expression [% Kalibrator] im Patienten-Tumorgewebe und dem
Gewebe des entsprechenden PDX-Modells. Die Evaluierung des Zusammenhangs zwischen der S100A4-
Expression in PDX- und Patiententumorgewebe wurde mithilfe der Pearson-Korrelation durchgefiihrt. P =
Pearson-Korrelationskoeffizient; p = p-Wert. Ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.
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3.3.2. Einflussfaktoren auf die S100A4-Expression

Der potenzielle Effekt verschiedener Einflussfaktoren auf die S100A4-Expression im
PDX-Tumorgewebe wurde analysiert. Abbildung 18 zeigt die S100A4-Expression
abhangig von Tumorentitat, Tumorlokalisation, Geschlecht, Ausmal3 des Tumorbefalls
(PCI), Histologie, Grading, KRAS-Mutationsstatus und Art der Metastasierung. Keiner der

genannten Faktoren ergab einen signifikanten Einfluss auf die S100A4-Expression.
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Abbildung 18: Mogliche Einflussfaktoren auf die S100A4-Expression im PDX-Modell: Entitat des
Primartumors (Kolon- vs. Appendixkarzinom), Lokalisation der Metastase (Omentum vs. parietales
Peritoneum), Geschlecht (mannlich vs. weiblich), Ausmal3 des Tumorbefalls (PCI < 20 vs. PCI > 20),
Tumorhistologie (Adeno-Ca = Adenokarzinom vs. muz. Adeno-Ca = muzinéses Adenokarzinom),
Tumorgrading (maRig differenziert (G2) vs. schlecht differenziert (G3)), KRAS-Mutationsstatus (KRAS
mutiert vs. KRAS Wildtyp) und Art der Metastasierung (metachron vs. synchron). Die Evaluation von
Unterschieden in der S100A4-Expression wurde mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests durchgefiihrt. P-Werte
<0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet.

3.3.3. Einfluss der S100A4-Expression auf das Wachstum von pmKRK

Weiterhin wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen S100A4-Expression und
Wachstumsgeschwindigkeit der Tumore bestand. Eine Korrelation zwischen der
bendtigten Zeit zur Verdopplung des Tumorvolumens und der gemessenen S100A4-

Expression im PDX-Tumorgewebe ergab keinen signifikanten Zusammenhang
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(Abbildung 19). Auch bestanden zwischen S100A4 hoch und niedrig exprimierenden
Modellen kein signifikanter Unterschied im Tumorwachstum. Ein Einfluss der S100A4-

Expression auf das Tumorwachstum ist somit nicht erkennbar.
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Abbildung 19: a) Korrelation von S100A4-Expression [% Kalibrator] im PDX-Modell und der Zeitspanne,
welche die unbehandelten Kontrolltumore bendtigten, um ihr Tumorvolumen zu verdoppeln. Die
Evaluierung des Zusammenhangs wurde mithilfe der Pearson-Korrelation durchgeftinrt. P = Pearson-
Korrelationskoeffizient; p = p-Wert. Ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet. b) Zeit zur
Verdopplung des Tumorvolumens niedrig und hoch S100A4 exprimierender Modelle. Die Einteilung der
PDX-Modelle in S100A4 niedrig und hoch exprimierend erfolgte, wie in Abbildung 15 ausgefthrt, anhand
des errechneten Medians von 25,7% Kalibrator. Die Evaluation von Unterschieden wurde mithilfe des
Mann-Whitney-U-Tests durchgefuhrt. P-Werte <0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet.

Im Ergebnis ist S100A4 im PDX-Tumorgewebe von pmKRK exprimiert. Die ermittelte
Expression zeigt zwischen den Modellen eine deutliche Varianz und korreliert signifikant
mit der S100A4-Expression der entsprechenden Patiententumore. Tumorentitat,
Tumorlokalisation, Geschlecht, Ausmal3 des Tumorbefalls (PCI), Histologie, Grading,
KRAS-Mutationsstatus und Art der Metastasierung zeigen keinen signifikanten Einfluss
auf die S100A4-Expression im PDX-Tumorgewebe. Ein Zusammenhang zwischen der

S100A4-Expression und dem Tumorwachstum ist nicht feststellbar.

3.4. S100A4-Expression als pradiktiver Marker des Therapieansprechens

Im Folgenden wird der pradiktive Wert der S100A4-Expression im Tumorgewebe fir das
Therapieansprechen der 9 getesteten Chemotherapeutika vorgestellt. Hierbei wird
insbesondere auf die Pradiktion des Therapieansprechens von Oxaliplatin, Cetuximab
und Bevacizumab eingegangen, da fir diese 3 Therapeutika ein Zusammenhang

zwischen S100A4-Expression und Ansprechen festgestellt werden konnte.
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3.4.1. Oxaliplatin

Fur das Therapieansprechen auf Oxaliplatin wurde ein Vergleich von S100A4 niedrig und
hoch exprimierenden PDX-Modellen durchgefuhrt. Fir S100A4 niedrig exprimierende
Modelle ergab sich ein mittlerer T/C-Wert von 34,4%, wahrend er fir S100A4 hoch
exprimierende Modelle bei 73,5% lag. Der Unterschied in der Therapieresponse
zwischen den beiden Gruppen war dabei signifikant (Abbildung 20). Modelle, welche ein
Therapieansprechen (T/C <50%) aufwiesen, zeigten eine signifikant geringere S100A4-
Expression. Wahrend die mittlere S100A4-Expression fur Modelle mit T/C >50% 323,3%
Kalibrator betrug, lag sie fur Modelle mit T/C <50% bei 29,3% Kalibrator.
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Abbildung 20: Therapieansprechen auf Oxaliplatin. Dargestellt wird a) die Therapieresponse S100A4
niedrig und hoch exprimierender Modelle anhand der T/C-Werte, b) die S100A4-Expression von Modellen
mit Therapieansprechen (T/C-Wert <50%) und Modellen ohne Therapieansprechen auf Oxaliplatin (T/C-
Wert >50%). Die Einteilung der PDX-Modelle in S100A4 niedrig und hoch exprimierend erfolgte, wie in
Abbildung 15 ausgefuhrt, anhand des errechneten Medians von 25,7% Kalibrator. Die Evaluation von
Unterschieden in der S100A4-Expression bzw. im Therapieansprechen (T/C-Werte) wurde mithilfe des
Mann-Whitney-U-Tests durchgefuhrt. P-Werte <0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet.

Abbildung 21 zeigt die Therapieresponse der niedrig und hoch S100A4 exprimierenden
PDX-Modelle im Verlauf der Behandlung mit Oxaliplatin. Hier zeigten alle 7 Modelle mit
niedriger S100A4-Expression einen Rickgang der T/C-Werte unter der Behandlung. Mit
einer Ausnahme erreichten alle Modelle nach Abschluss der Behandlung einen T/C-Wert
<50%. Fur die 6 Modelle mit hoher S100A4-Expression war dieser Trend hingegen nicht
feststellbar. Bei Beendigung der Therapie erreichten hiervon lediglich 2 Modelle einen

T/C-Wert £50%.
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Abbildung 21: Therapieansprechen (T/C-Werte) fir S100A4 niedrig (blau) und S100A4 hoch (rot)
exprimierende PDX-Modelle im Behandlungsverlauf mit Oxaliplatin. Die Einteilung der Modelle in niedrig
und hoch exprimierend erfolgte, wie in Abbildung 15 ausgefiihrt, anhand des Medians von 25,7% Kalibrator.

3.4.2. Cetuximab

Die Behandlung mit Cetuximab liel3 fur S100A4 niedrig exprimierende Modelle einen
mittleren T/C-Wert von 37,1% erkennen, wahrend er fir S100A4 hoch exprimierende
Modelle bei 85,4% lag. Der Unterschied war signifikant (Abbildung 22). Modelle mit einem
Ansprechen auf die Behandlung mit Cetuximab (T/C-Wert <50%) zeigten eine geringere
S100A4-Expression. Wahrend die mittlere S100A4-Expression fur Modelle mit T/C >50%
318,6% Kalibrator betrug, lag sie flir Modelle mit T/C <50% bei 33,4% Kalibrator.
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Abbildung 22: Therapieansprechen auf Cetuximab. Dargestellt wird a) die Therapieresponse S100A4
niedrig und hoch exprimierender Modelle (T/C-Werte) sowie b) die S100A4-Expression von Modellen mit
Therapieansprechen (T/C-Wert <50%) und ohne Therapieansprechen (T/C-Wert >50%). Die Einteilung der
PDX-Modelle in S100A4 niedrig und hoch exprimierend erfolgte, wie in Abbildung 15 ausgefihrt, anhand
des errechneten Medians von 25,7% Kalibrator. Die Evaluation von Unterschieden in der S100A4-
Expression bzw. im Therapieansprechen (T/C-Werte) wurde mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests
durchgefuhrt. P-Werte <0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet.
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Abbildung 23 zeigt das Therapieansprechen auf Cetuximab der niedrig und hoch S100A4
exprimierenden PDX-Modelle im Behandlungsverlauf. Alle 7 Modelle mit niedriger
S100A4-Expression verzeichneten eine Reduktion ihrer T/C-Werte unter der Behandlung
mit Cetuximab. 5 Modelle erreichten nach Abschluss der Behandlung einen T/C-Wert
<50%. Von den 6 Modelle mit hoher S100A4-Expression wiesen 4 Modelle keine

Therapieresponse auf. Ihre T/C-Werte nach Abschluss der Therapie betrugen >50%.
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Abbildung 23: Therapieansprechen (T/C-Werte) fiir S100A4 niedrig (blau) und S100A4 hoch (rot)
exprimierende Modelle im Verlauf der Behandlung mit Cetuximab. Die Einteilung der PDX-Modelle in
S100A4 niedrig und hoch exprimierend erfolgte, wie in Abbildung 15 ausgefuhrt, anhand des errechneten
Medians von 25,7% Kalibrator.

3.4.3. Bevacizumab

Auch fur das Ansprechen der PDX-Modelle auf Bevacizumab wurde ein Vergleich von
S100A4 niedrig und hoch exprimierenden PDX-Modellen durchgefuhrt. Dieser Vergleich
wird in Abbildung 24 dargestellt. S100A4 hoch exprimierende Modelle zeigten ein
schlechteres Therapieansprechen als S100A4 niedrig exprimierende Modelle. Im Mittel
wiesen S100A4 niedrig exprimierende Modelle einen T/C-Wert von 33,2%, S100A4 hoch
exprimierende Modelle einen T/C-Wert von 67,7% auf. Dieser Unterschied war dabei
allerdings nicht signifikant.

Modelle mit einem Therapieansprechen auf Bevacizumab (T/C <50%) zeigten eine
geringere S100A4-Expression. Die mittlere S100A4-Expression betrug fir Modelle ohne
Therapieansprechen auf Bevacizumab (T/C-Wert >50%) 378,8% Kalibrator. Fiir Modelle
mit einem Therapieansprechen (T/C <50%) lag sie bei 31,4% Kalibrator. Der Unterschied

in der Therapieresponse zwischen den beiden Gruppen war signifikant.
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Abbildung 24: Therapieansprechen auf Bevacizumab. Dargestellt wird a) die Therapieresponse S100A4
niedrig und hoch exprimierender Modelle anhand der T/C-Werte, b) die S100A4-Expression von Modellen
mit Therapieansprechen (T/C-Wert <50%) und Modellen ohne Therapieansprechen auf Bevacizumab (T/C-
Wert >50%). Die Einteilung der PDX-Modelle in S100A4 niedrig und hoch exprimierend erfolgte, wie in
Abbildung 15 ausgefuhrt, anhand des errechneten Medians von 25,7% Kalibrator. Die Evaluation von
Unterschieden in der S100A4-Expression bzw. im Therapieansprechen (T/C-Werte) wurde mithilfe des
Mann-Whitney-U-Tests durchgefuhrt. P-Werte <0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet.

Das Therapieansprechen der niedrig und hoch S100A4 exprimierenden PDX-Modelle
wird in Abbildung 25 dargestellt. Wie bereits fir Oxaliplatin und Cetuximab gezeigt wurde,
verzeichneten die 7 Modelle mit niedriger S100A4-Expression auch unter Behandlung
mit Bevacizumab einen Ruckgang ihrer T/C-Werte. Mit einer Ausnahme erreichten alle
Modelle nach Abschluss der Behandlung einen T/C-Wert <50%. Fir die 6 Modelle mit
hoher S100A4-Expression war dieser Trend nicht feststellbar. Hier konnte lediglich bei 2

Modellen eine Reduktion des T/C-Werts <50% ermittelt werden.
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Abbildung 25: Therapieansprechen (T/C-Werte) fur S100A4 niedrig (blau) und S100A4 hoch (rot)
exprimierende Modelle im Verlauf der Behandlung mit Bevacizumab. Die Einteilung der PDX-Modelle in
S100A4 niedrig und hoch exprimierend erfolgte, wie in Abbildung 15 ausgefiihrt, anhand des errechneten
Medians von 25,7% Kalibrator.
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3.4.4. Einfluss der Behandlung mit Oxaliplatin, Cetuximab und Bevacizumab auf die

S100A4-Expression im Tumorgewebe

Um die Auswirkung der Behandlungen mit Oxaliplatin, Cetuximab und Bevacizumab auf
die S100A4-Expression im Tumorgewebe der PDX-Modelle zu untersuchen, wurde die
Expression in der Kontrollgruppe mit der Expression der behandelten Tumore verglichen.
Der Vergleich der Expression wurde mittels gRT-PCR und Immunhistochemie
durchgefuhrt. Die Ergebnisse werden in Abbildung 26 dargestellt. Nach der Behandlung
mit Cetuximab zeigte sich eine signifikant geringere S100A4-Expression verglichen mit
der unbehandelten Kontrollgruppe. Dagegen zeigten die PDX-Tumore nach Behandlung
mit Oxaliplatin und nach Behandlung mit Bevacizumab keine signifikanten Unterschiede

in der S100A4-Expression, verglichen mit der unbehandelten Kontrollgruppe.
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Abbildung 26: Veranderung der S100A4-Expression in den mit a) Oxaliplatin, b) Cetuximab und c)
Bevacizumab behandelten Tumoren gegentber der S100A4-Expression in der unbehandelten
Kontrollgruppe. Oben: x-fache Veréanderung der S100A4-mRNA-Expression nach Behandlung, verglichen
mit der unbehandelten Kontrollgruppe. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler. Die Evaluation von
Unterschieden in der S100A4-Expression von Kontroll- und Behandlungsgruppen wurde mithilfe des
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests durchgefihrt. P-Werte <0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet.
Unten: mittels Immunhistochemie dargestellte S100A4-Protein-Expression in der Kontrollgruppe und nach
der jeweiligen Behandlung beispielhaft fir das PDX-Modell KRK05-O.

3.4.5. 5-FU, Irinotecan, Docetaxel, Erlotinib, Regorafenib, Selumetinib

Fur die Therapeutika 5-FU, Irinotecan, Docetaxel, Erlotinib, Regorafenib und Selumetinib
konnte ein Vergleich von niedrig und hoch S100A4 exprimierenden PDX-Modellen keinen
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signifikanten Unterschied im Therapieansprechen ermitteln (Abbildung 27). Jedoch ist fur
alle 6 Chemotherapeutika festzustellen, dass Modelle mit niedriger S100A4-Expression

ein tendenziell verbessertes Therapieansprechen aufweisen.
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Abbildung 27: Vergleich des Ansprechens S100A4 niedrig und hoch exprimierender PDX-Modelle auf die
Behandlung mit 5-FU, Irinotecan, Docetaxel, Erlotinib, Regorafenib und Selumetinib unter Verwendung der
T/C-Werte. Dargestellt ist die S100A4-Expression im Tumorgewebe der unbehandelten Kontrollgruppen.
Die Einteilung der PDX-Modelle in S100A4 niedrig und hoch exprimierend erfolgte, wie in Abbildung 15
dargestellt, anhand des errechneten Medians von 25,7% Kalibrator. Die Evaluation von Unterschieden im
Therapieansprechen (T/C-Werte) wurde mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests durchgefuhrt. P-Werte <0,05
wurden als statistisch signifikant gewertet.

Ein Vergleich von S100A4-Expression zwischen Modellen mit Therapieansprechen und
Modellen ohne Therapieansprechen fur 5-FU, Erlotinib,
Regorafenib und Selumetinib wird in Abbildung 28 dargestellt. Auch hier liel3en sich keine

Irinotecan, Docetaxel,

signifikanten Unterschiede in der jeweiligen S100A4-Expression zwischen Modellen mit

und ohne Therapieansprechen feststellen.
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Abbildung 28: Vergleich der S100A4-Expression von Modellen mit (T/C <50%) und ohne (T/C >50%)
Therapieansprechen auf die Chemotherapeutika 5-FU, Irinotecan, Docetaxel, Erlotinib, Regorafenib,
Selumetinib. Dargestellt ist die S100A4-Expression im Tumorgewebe der unbehandelten Kontrollgruppe.
Als Cut-off fur die Einteilung in Therapieansprechen und Nicht-Ansprechen dient ein T/C-Wert = 50%. Die
Evaluation von Unterschieden in der S100A4-Expression wurde mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests
durchgefiihrt. P-Werte <0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet.

3.4.6. Einfluss der Behandlung mit 5-FU, Irinotecan, Docetaxel, Erlotinib, Regorafenib

und Selumetinib auf die S100A4-Expression im Tumorgewebe

Auch fir die Therapeutika 5-FU, Irinotecan, Docetaxel, Erlotinib, Regorafenib und
Selumetinib wurde die Auswirkung der Behandlung auf die S100A4-Expression im PDX-
Tumorgewebe untersucht. Abbildung 29 illustriert die Veradnderung der S100A4-
Expression nach Behandlung mit den einzelnen Therapeutika. Dabei zeigte sich sowohl
nach Behandlung mit Irinotecan als auch nach Behandlung mit Selumetinib eine
signifikant reduzierte Expression. Die Behandlung mit 5-FU, Docetaxel, Erlotinib und
Regorafenib ergab keine signifikante Veranderung der S100A4-Expression.
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Abbildung 29: Verénderung der S100A4-Expression im Tumorgewebe nach Behandlung mit den
Chemotherapeutika 5-FU, Irinotecan, Docetaxel, Erlotinib, Regorafenib und Selumetinib. Dargestellt wird
die x-fache Verédnderung der S100A4-Expression nach Behandlung mit dem jeweiligen Therapeutikum
verglichen mit der S100A4-Expression der Kontrollgruppe. Zu sehen sind Mittelwerte und Standardfehler.
Die Evaluation von Unterschieden in der S100A4-Expression wurde mithilfe des Wilcoxon-Vorzeichen-
Rang-Tests durchgefiihrt. P-Werte <0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet.

Zusammenfassend zeigt sich die S100A4-Expression als signifikant pradiktiv fir das
Therapieansprechen bei Oxaliplatin, Cetuximab und Bevacizumab. Eine hohe S100A4-
Expression im Tumorgewebe geht dabei mit einem verminderten Therapieansprechen
auf diese Therapeutika einher. Fir die Ubrigen 6 Therapeutika 5-FU, Irinotecan,
Docetaxel, Erlotenib, Regorafenib und Selumetinib lasst sich kein signifikanter
Zusammenhang belegen. Nach Behandlung mit Cetuximab, Irinotecan und Selumetinib

zeigt sich eine signifikante Reduktion der S100A4-Expression im Tumorgewebe.

3.5. Analyse der S100A4-mRNA-Expression im Patientenplasma

In den vorausgegangenen Abschnitten (3.1 bis 3.4) wurde ein pradiktiver Wert des
Biomarkers S100A4 im pmKRK-Gewebe der PDX-Modelle gezeigt. Im folgenden
Abschnitt werden die S100A4-mRNA-Expression im Plasma von Patienten mit pmKRK

sowie mogliche Einflussfaktoren evaluiert.
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Plasma von 24 der insgesamt 35 Patienten mit pmKRK stand fiir die Testung zur
Verfiigung. Das Patientenplasma wurde mit dem Plasma einer gesunden Kontrollgruppe
(n =10) verglichen. Hierbei zeigte das Plasma der Patienten ein deutlich hoheres Niveau
der S100A4-mRNA gegentber dem S100A4-mRNA-Niveau im Plasma der gesunden
Kontrollpersonen. Die ermittelte Differenz war signifikant (p <0,001) (Abbildung 30).
Wahrend die mittlere S100A4-mRNA Kopienzahl pro 1ml Plasma in der Kontrollgruppe
1467,8 Kopien betrug, lag sie fur pmKRK-Patienten bei 5055,0 Kopien.
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Abbildung 30: Analyse der S100A4-mRNA-Expression im Plasma von Patienten mit pmKRK (n=24)
verglichen mit der S100A4-mRNA-Expression einer gesunden Kontrollgruppe (n=10). Die Analyse des
S100A4-mRNA-Niveaus im Plasma wurde mittels ddPCR durchgefiihrt. Die Evaluation von Unterschieden
in der S100A4-Expression zwischen Kontrollpersonen und Patienten wurde mithilfe des Mann-Whitney-U-
Tests durchgefuhrt. P-Werte <0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet.

Um einen mdglichen Einfluss der Tumorentitat auf das S100A4-mRNA-Niveau zu
untersuchen, wurde die S100A4-Expression im Plasma von Patienten mit peritoneal
metastasiertem Appendixkarzinom und Patienten mit peritoneal metastasiertem
Kolonkarzinom gegenibergestellt (Abbildung 31). Die S100A4-mRNA in den beiden
Gruppen zeigte keinen signifikanten Unterschied (p = 0,36). Neben der Tumorentitat
wurde der Einfluss weiterer Merkmale auf die S100A4-mRNA-Expression im
Patientenplasma untersucht, wie die Art der Metastasierung, das Ausmal} des
Tumorbefalls, das Tumorgrading, der KRAS-Mutationsstatus und das Geschlecht der
Patienten. Dabei zeigte lediglich der KRAS-Mutationsstatus einen signifikanten Einfluss
auf die S100A4-mRNA-Expression im Plasma. Patienten mit mutiertem KRAS zeigten

héhere S100A4-mRNA-Level im Plasma.
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Abbildung 31: Analyse der S100A4-mRNA-Expression im Patientenplasma in Abhangigkeit von
Tumorentitat (Appendixkarzinom vs. Kolon-/Rektumkarzinom), Metastasierung (metachron vs. synchron),
Ausmald des Tumorbefalls (PCIl <20 vs. PCI >20), Tumorgrading (G1/2 vs. G3/4), KRAS-Mutationsstatus
(mutiert vs. Wildtyp), Geschlecht (m&nnlich vs. weiblich). Die Analyse der S100A4-Expression im Plasma
wurde mittels ddPCR durchgefuhrt. Die Evaluation von Unterschieden in der S100A4-Expression wurde
mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests durchgeftihrt. P-Werte <0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet.
Um ferner den moglichen Einfluss von chemotherapeutischer Vorbehandlung auf das
S100A4-mRNA-Level im Plasma zu untersuchen, wurde das S100A4-mRNA Niveau von
Patienten mit und ohne Chemotherapie in der Krankengeschichte verglichen (Abbildung
32). Dabei zeigte chemotherapeutische Vorbehandlung keinen signifikanten Einfluss auf
die S100A4-mRNA Menge im Plasma.

Bei Betrachtung der einzelnen Therapeutika liel3 sich fur 5-FU, Irinotecan, Oxaliplatin und
Unterschied zwischen vorbehandelten und nicht
S100A4-mRNA-Expression
Interessanterweise wiesen mit Bevacizumab vorbehandelte Patienten ein signifikant

erhohtes S100A4-mRNA-Niveau im Plasma auf.

Cetuximab kein signifikanter

vorbehandelten Patienten bezuglich der feststellen.
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Abbildung 32: S100A4-mRNA-Expression im Plasma von vorbehandelten und nicht vorbehandelten
Patienten. Dargestellt sind der Einfluss chemotherapeutischer Vorbehandlung allgemein und fir die
jeweiligen Therapeutika 5-FU, Irinotecan, Oxaliplatin, Bevacizumab und Cetuximab. Die Analyse der
S100A4-Expression im Plasma wurde mittels ddPCR durchgefihrt. Die Evaluation von Unterschieden in
der S100A4-Expression wurde mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests durchgefuhrt. P-Werte <0,05 wurden
als statistisch signifikant gewertet.

Es konnte gezeigt werden, dass S100A4-Transkripte im Blut von Patienten mit pmKRK
vorhanden sind. Verglichen mit gesunden Kontrollpersonen ist die Expression im
Patientenplasma signifikant erhdht. Tumorentitdt, Ausmal3 des Tumorbefalls, Art der
Metastasierung und chemotherapeutische Vorbehandlung - ausgenommen
Vorbehandlung mit Bevacizumab — zeigen keinen signifikanten Einfluss auf die
Expression. Zusammenfassend scheint die S100A4-Expression im Plasma, neben der
S100A4-Expression im Tumorgewebe, ein vielversprechender Biomarker fur die

Pradiktion von Therapieansprechen bei pmKRK zu sein.
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4. Diskussion

Jede siebte Krebserkrankung in Deutschland betrifft den Darm. Von den betroffenen
Patienten entwickeln etwa 10% peritoneale Metastasen, welche mit einer schlechten
Prognose und limitierten Therapieoptionen assoziiert sind. Um die Therapie fur pmKRK-
Patienten zu verbessern, wurden im Rahmen dieser Arbeit PDX-Modelle als praklinische
Modelle etabliert und charakterisiert. Mithilfe dieser PDX-Modelle wurde einerseits das
Therapieansprechen von 9 Therapeutika (klassisch und zielgerichtet) untersucht und
verglichen. Andererseits wurde die Expression des Metastasierungsgens S100A4 im
PDX-Tumorgewebe analysiert sowie Assoziationen zwischen der S100A4-Expression
und der Therapieresponse evaluiert. Darlber hinaus wurde die S100A4-Expression im
Plasma der Patienten untersucht, um das Potenzial der nicht-invasiven Pradiktion der

Therapieresponse mithilfe der S100A4-Transkripte im Patienten-Plasma zu evaluieren.

4.1. Etablierung préklinischer PDX-Modelle von pmKRK

Préklinische Modelle sind fir Erforschung und Evaluierung neuer Behandlungsansatze,
Therapeutika sowie pradiktiver Biomarker von essentieller Bedeutung und finden fur das
KRK Anwendung. Am weitesten verbreitet sind in vitro Modelle (Zelllinien und 3D-
Kulturen). Sie sind verhaltnisméRig einfach in der Handhabung und insbesondere fur die
Identifizierung von Zielgenen und Signalwegen als Angriffspunkt neuer Therapeutika von
hoher Bedeutung. Die grof3te Limitation von in vitro Modellen besteht darin, dass sie nicht
in der Lage sind, Tumormikroumgebung, Immunsystem und Angiogenese sowie deren
Bedeutung fur die Tumorentstehung, -progression und fur das Therapieansprechen
wiederzugeben. Darin liegt jedoch der gro3e Vorteil von in vivo Modellen. Hierzu zahlen
CDX, PDX sowie Karzinogen induzierte  Mausmodelle, GEMM und
Metastasierungsmodelle. Die verschiedenen in vitro Modelle spiegeln die histologischen
und physiologischen Charakteristika des KRK in unterschiedlichem Ausmal? wider und
bringen jeweils spezifische Vorteile und Limitationen mit sich [136]. Letztere sind je nach

Fragestellung bei der Auswahl geeigneter praklinischer Modelle sorgfaltig abzuwagen.

4.1.1. Stand der Forschung zu préklinischen Modellen des pmKRK

Wahrend fir das KRK bereits zahlreiche préklinische Modelle etabliert und in einer
Vielzahl von Studien angewandt wurden, existieren deutlich weniger préklinische

Studien, welche sich ausschliel3lich mit dem pmKRK befassen [136,137]. Diese Studien
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werden dartber hinaus héufig nur mit geringen Modellzahlen durchgefuhrt. Die meisten
préklinischen Modelle sind somit fur das pmKRK unzureichend oder gar nicht etabliert.
Folgende préaklinische Modelle wurden bereits fir das pmKRK verwendetet: in vitro
kultivierte Tumorzellen, Organoide, peritoneale Metastasierungs-Mausmodelle und PDX-
Modelle [138-147]. Da PDX-Modelle bereits fur das KRK erfolgreich eingesetzt wurden
und hierbei eine gute Engraftmentrate, der Erhalt von histologischen Charakteristika,
Mutationsprofilen und chromosomaler Architektur sowie eine Ubereinstimmung im
Therapieansprechen zwischen PDX und Patienten gezeigt werden konnte, wurden diese
im Rahmen der vorliegenden Arbeit als préklinische Modelle zur Evaluierung von
Therapieansprechen und pradiktiven Biomarkern fir das pmKRK untersucht.

Eine weitere Moglichkeit das Therapieansprechen von pmKRK zu untersuchen, ist die
Behandlung von aus Tumorgewebe gewonnenen und in vitro kultivierten Tumorzellen. In
einer Studie von Arienti et al. wurden von 28 Patienten mit pmKRK Proben genommen
und die Expressionen verschiedener Gene als mdgliche pradiktive Biomarker bestimmt
[138]. Daneben erfolgte die in vitro Testung verschiedener Chemotherapeutika mithilfe
von Tumorzellen, die aus Tumorgewebe gewonnen wurden. Ein Vergleich mit dem in der
Klinik beobachteten Therapieansprechen der Patienten ergab, dass in vitro Testungen in
der Lage sind, das Therapieansprechen fir pmKRK vorherzusagen. Die Evaluierung
verschiedener Gene der DNA-Reparatur und des 5-FU-Metabolismus konnte jedoch
keinen eindeutigen Zusammenhang zwischen der Expression und Therapieansprechen
bzw. Therapieresistenz finden [138]. Ein Problem der konventionellen Behandlung von
Tumorzellen ist, dass unter zweidimensionalen Bedingungen die Tumorarchitektur sowie
die Interaktion mit der Tumormikroumgebung nicht repréasentiert werden. Verglichen mit
dreidimensional organisierten Tumorzellen, weisen einschichtig organisierte Tumorzellen
deutliche Unterschieden im Therapieansprechen auf [148].

Organoide bieten gegenuber konventionellen Zelllinien die Mdglichkeit, Tumorzellen in
dreidimensionalen Mikrostrukturen anzuordnen, um somit genauer Tumorarchitektur
sowie Therapieresponse abzubilden. AuRerdem ermdglichen Organoide als praklinische
Modelle eine relativ einfache Manipulation und mithilfe von Hochdurchsatz-Screening die
Identifikation neuer, wirksamer Therapeutika. Als praklinische Modelle fur die
Behandlung des pmKRK wurden Organoide in zwei Studien untersucht. Hierbei
etablierten Bozzi et al. zwei Organoid-Modelle aus dem Gewebe von pmKRK, mit dem
Ziel Energie liefernde Signalwege, als Angriffspunkte neuer Behandlungsansatze zu

evaluieren. Sie konnten zeigen, dass die Modulation der AMP-aktivierten Proteinkinase
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(AMPK) den Metabolismus von pmKRK beeinflusst. Im Rahmen derselben Studie wurden
die Organoide mit dem korrespondierenden Patiententumorgewebe verglichen. Es
konnte dabei der Erhalt der 3D-Struktur, des immunhistochemischen Profils und der
Expression von Tumorstammzellmarkern in den Organoiden gezeigt werden [139]. In
einer anderen Studie verwendeten Roy et al. zur Herstellung der Organoide
Tumorgewebe von 4 Patienten mit pmKRK, welches im Rahmen einer PDX-Etablierung
subkutan in immundefiziente Mause transplantiert wurde. Die Organoide wurden dann
aus den Zellen der PDX-Tumore generiert und mit verschiedenen Therapieregimen
behandelt [140]. Ein Nachteil der Organoide als in vitro-Modell ist jedoch, dass sie nicht
in der Lage sind, Interaktionen zwischen Krebszellen und der Tumormikroumgebung zu
beurteilen. Auch wird eine mdgliche dosislimitierende Organ-Toxizitat der Therapeutika
durch diese Modelle nicht erfasst.

Alternativ wird die Evaluierung intraperitonealer Chemotherapie in der Forschung héaufig
mithilfe peritonealer Metastasierungs-Mausmodelle durchgefiihrt, die jedoch originar
meist von KRK und nicht von pmKRK abgeleitet werden. KRK-Zellen werden hierflr
intraperitoneal in Mause injiziert und nach ihrem Anwachsen mit unterschiedlichen
Therapeutika behandelt. Anwendung finden hierbei sowohl etablierte murine Zelllinien fur
die Injektion in immunkompetente Mause, als auch humane Zelllinien und aus humanen
pMmKRK gewonnene Zellen fur die Injektion in immunsupprimierte Méause [141,142].
Neben Mausmodellen werden auch Rattenmodelle als peritoneale Metastasierungs-
Modelle verwendet [143]. Vorteile der peritonealen Metastasierungs-Modelle liegen in der
Ahnlichkeit zum klinischen Bild der Patienten mit peritonealem Tumorbefall sowie in der
Mdglichkeit, mit einer peritonealen Therapie das klinische Setting beispielsweise einer
HIPEC zu simulieren. Werden fur das peritoneale Metastasierungsmodell etablierte
murine oder humane Zelllinien verwendet, besteht ein wesentlicher Nachteil darin, dass
diese Zellen nicht in der Lage sind, die Heterogenitat des Tumors widerzuspiegeln.
Unterschiede der murinen zur humanen Anatomie und Physiologie bilden Limitationen in
der Abbildung des Krankheitsbildes und seiner Behandlung.

In mehreren Studien wurden bereits PDX-Modelle aus Tumorgewebe des KRK etabliert.
In den meisten Fallen wurden hierfir bisher ausschlie3lich Primartumore verwendet.
Wenige Studien hingegen etablierten auch PDX-Modelle aus KRK-Metastasen. Julien et
al. konnten PDX-Modelle aus 54 KRK-Tumoren etablieren. Neben 35 Primartumoren und
14 Metastasen aus Leber, mesenterialen Lymphknoten und Milz wurden 5 Modelle aus

dem Gewebe peritonealer Metastasen etabliert. Die Studie zeigte, dass PDX-Tumore
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histopathologische Charakteristika der Patiententumore beibehalten und Mutationsraten
aufweisen, wie sie fir das KRK beschrieben werden. PDX-Modelle, etabliert aus
Primartumor und Metastasen desselben Patienten, wiesen identische Mutationsprofile
auf. Mithilfe der PDX-Modelle wurde das Therapieansprechen der KRK-Tumore auf
verschiedene Therapeutika untersucht. Allerdings erfolgte in der Auswertung keine
stringente Trennung zwischen Primartumor und peritonealen Metastasen, sodass durch
die Studie nicht geklart wird, ob PDX-Modelle fir das pmKRK eine geeignete Plattform
zur Evaluierung von Therapieansprechen und Biomarkern darstellen [144].

Betrachtet man peritoneale Metastasen, die von den seltenen Karzinomen der Appendix
ausgehen, finden sich nur wenige Studien, in denen die Etablierung von PDX-Modellen
gelang. Mavanur et al. transplantierten 17 Tumore von Patienten mit peritoneal
metastasierten, muzinésen Appendixneoplasien im Rahmen der PDX-Modell-Etablierung
orthotop in die Peritonealhdhle immuninkompetenter Mause. Davon zeigten 2 Tumore
ein initiales Engraftment, wiederum nur ein Tumor konnte weiter passagiert werden [145].
Flatmark et al. generierten PDX-Modelle von 2 Patienten mit dem klinischen Bild eines
PMP. Dabei wurden die Gewebe des peritonealen Befalls sowohl subkutan als auch
orthotop in immuninkompetente Mause transplantiert. Die orthotope Transplantation war
bei beiden Modellen, die subkutane Transplantation nur bei einem Modell erfolgreich
[146]. In einer anderen Studie konnten Flatmark et al. 3 weitere orthotope PDX-Modelle
von Patienten mit einem PMP etablieren. Die peritonealen Metastasen entsprachen
histologisch muzindsen Adenokarzinomen und einem muzindsen Siegelringzellkarzinom
[147]. Die Tumore der etablierten PDX-Modelle glichen den Patiententumoren in Bezug
auf Morphologie und histologische Charakteristika. Die immunhistochemisch ermittelte
Expression von p53 sowie von Markern fur intestinale Differenzierung, fur Proliferation
und Metastasierung, fur Muzin und fur Adhasionsmolekile war fiur PDX-Tumore und
Patiententumore gréf3tenteils identisch [145-147].

Zusammenfassend sind in vitro kultivierte Tumorzellen und peritoneale Metastasierungs-
Mausmodelle bereits in diversen Studien und mit teilweise hoher Modellzahl eingesetzt
worden. Demgegenuber existieren nur vereinzelt Studien mit geringer Modellzahl, welche
auf die neueren praklinischen Modelle wie PDX und Organoide zurtickgreifen. PDX-
Modelle wurden dabei bislang vornehmlich zur Untersuchung muzindser
Appendixneoplasien genutzt, wobei nur einzelne Modelle etabliert werden konnten. Von
Julien et al. wurden 5 PDX-Modelle des pmKRK etabliert [144]. Die Studie differenziert

jedoch unzureichend zwischen KRK und pmKRK.
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4.1.2. Ergebnisse der Arbeit unter Beriicksichtigung des Forschungsstands

Erstmals wurden im Rahmen dieser Arbeit PDX-Modelle ausschlie3lich von pmKRK-
Metastasen mit einer grof3eren Fallzahl etabliert. Hierbei wurden Kolon- Rektum und
Appendixkarzinome von 35 Patienten in die Studie eingeschlossen. Von den 54
Gewebeproben peritonealer Metastasen, welche zur Etablierung der PDX-Modelle in
immuninkompetente Mause transplantiert wurden, zeigten 19 Tumore ein Engraftment,
was einer Engraftmentrate von 35,2% entspricht. In der Literatur werden fur das KRK und
das metastasierte KRK Engraftmentraten von 43 - 100% berichtet [133].

In der vorliegenden Arbeit hatte das Grading der pmKRK einen nicht signifikanten
Einfluss auf das Engraftment. Engraftete Tumore zeigten haufiger eine geringere
Differenzierung verglichen mit nicht-engrafteten Tumoren. In dieser und auch anderen
Studien konnte gezeigt werden, dass die histopathologischen Charakteristika der Tumore
im PDX erhalten bleiben [133]. Ferner zeigten die Ergebnisse dieser Arbeit eine
Verschiebung des Tumor-/Stroma-Verhaltnisses zugunsten von Tumorgewebe und das
Ersetzen des humanen Tumorstromas durch murines Stroma. Dies wurde bereits in
anderen Studien fir das KRK und seine Metastasen berichtet [133,144]. Ferner wurde in
der vorliegenden Studie zwischen den 13 etablierten PDX-Modellen ein heterogenes
Tumorwachstum beobachtet. Orthotop transplantiertes Gewebe der pmKRK zeigte ein
invasives Wachstum in umgebende Strukturen.

Zusammenfassend sind PDX-Modelle eine geeignete Plattform fir die Evaluierung von
Therapieansprechen und Biomarkern fir das pmKRK. Sie sind in der Lage, die

histologischen Charakteristika der Tumore widerzuspiegeln.

4.2. Therapieansprechen auf klassische und zielgerichtete Chemotherapeutika

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das Therapieansprechen 9 verschiedener
Therapeutika fur die PDX-Modelle des pmKRK untersucht.

4.2.1. Stand der Forschung zum Therapieansprechen in praklinischen Modellen

In der klinischen Praxis wird fUr die systemische Therapie des pmKRK haufig eine
Kombination aus verschiedenen Therapeutika angewendet. Infolge dessen existieren
keine randomisierten klinischen Studien, welche die Therapeutika als Monotherapie fur
die Behandlung des pmKRK vergleichen. Aussagen Uber die Effektivitat der
verschiedenen Therapeutika als Monotherapie bei der Behandlung des pmKRK sind
somit nur bedingt moéglich. Ein direkter Vergleich der Therapeutika kann lediglich aus
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solchen Studien gezogen werden, welche verschiedene Chemotherapie-Schemata
miteinander vergleichen. So zeigt sich unter anderem Oxaliplatin in Kombination mit 5-
FU und Leucovorin gegentber Irinotecan in Kombination mit 5-FU und Leucovorin
Uberlegen [104]. Allgemein wird ein Uberlebensvorteil durch die zusatzliche Gabe
zielgerichteter Therapeutika wie Cetuximab und Bevacizumab festgestellt [106,107].
Dennoch ist es schwierig, aus den vorhandenen Daten eine Empfehlung fur die konkrete
systemische Behandlung des pmKRK abzuleiten. Die aktuelle Leitlinie sieht fur die
Erstlinientherapie des metastasierten KRK Monotherapien und 5-FU-basierte
Kombinationstherapien mit Oxaliplatin und/oder Irinotecan vor. Bei der Auswahl des
Therapieregimes ist das jeweilige Therapieziel, die spezifischen Nebenwirkungsprofile
der einzelnen Chemotherapeutika, mégliche Komorbiditaten, sowie die Lebenssituation
des Patienten zu bertcksichtigen. Als Kombinationschemotherapie werden in der
Erstlinientherapie insbesondere FOLFOX und FOLFIRI eingesetzt. Neben den
klassischen Chemotherapeutika sind EGFR-Antikérper wie Cetuximab und
Panitumumab bei Wildtyp RAS-exprimierenden Tumoren und Bevacizumab fur die
Erstlinientherapie zugelassen.

Der direkte Vergleich unterschiedlicher Therapeutika und Therapieschemata bei der
Behandlung des pmKRK wurde in verschiedenen Studien mithilfe unterschiedlicher
praklinischer Modelle durchgefiihrt. Arienti et al. verglichen die Sensitivitat von 5-FU,
Oxaliplatin, Irinotecan und Mitomycin C mithilfe von aus pmKRK gewonnenen
Tumorzellen. Diese wiesen unter Behandlung mit 5-FU und Irinotecan die héchsten
Resistenzraten auf. Die getesteten Tumorzellen von 82% der Patienten zeigten eine
Resistenz gegentber 5-FU und von 70% der Patienten eine Resistenz gegentber
Irinotecan. Gegenuber Oxaliplatin wurden bei 62%, gegenuber Mitomycin-C bei 50% der
Patienten Resistenzen beobachtet [138]. In der Studie von Cohen et al. wurden
verschiedene Therapeutika als Monotherapie oder als Kombination verglichen. Dafur
wurden immuninkompetente Mause nach Anwachsen intraperitoneal injizierter KRK-
Zellen mit den Therapeutika Panitumumab, Erlotinib, Cetuximab, Mitomycin C und
Oxaliplatin behandelt. Die Behandlung erfolgte intraperitoneal und wurde mit der
intraperitonealen und intravendsen Gabe von Kochsalz sowie der intravendsen Gabe von
FOLFIRI verglichen. Als Monotherapie erreichten Mitomycin C und Irinotecan das
vergleichsweise langste Uberleben der Mause. Beide Therapeutika erreichten sowohl
gegenuber der mit Kochsalz als auch gegenuber der mit FOLFIRI behandelten

Kontrollgruppe eine signifikante Verlangerung des medianen Uberlebens. In Kombination
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zeigten die Therapeutika eine weitere Steigerung ihrer Effektivitdt, wobei die
Kombinationstherapie aus Panitumumab, Irinotecan und Mitomycin C die beste Wirkung
erreichte. Ein medianes Uberleben von 213 Tagen wurde durch diese Therapie erreicht,
wahrend das mediane Uberleben bei intravendser FOLIRI-Therapie lediglich 57 Tage
betrug [141]. Roy et al. verglichen die Zytostatika 5-FU, Oxaliplatin, Mitomycin C,
Irinotecan, Doxorubicin und Paclitaxel als Monotherapie, in Kombination, in
verschiedenen Konzentrationen, mit verschiedener Expositionsdauer und -frequenz
sowie mit oder ohne Hyperthermie mithilfe von Organoiden aus pmKRK-Gewebe. Dabei
erreichte das Therapeutikum Oxaliplatin die effizienteste Zytotoxizitat [140].

Julien et al. untersuchten das Therapieansprechen von PDX-Modellen aus KRK-
Gewebe, darunter von 5 Modellen aus Gewebe von pmKRK. Getestet wurden 5-FU,
Oxaliplatin, Cetuximab und Irinotecan. Eine antitumorale Wirkung konnte bei 2 der 5
Modelle gegenuber 5-FU gezeigt werden, bei keinem Modell fir Oxaliplatin, bei allen
Modellen fir Irinotecan und bei 3 der 5 Modelle gegeniiber Cetuximab [144].

Insgesamt ergibt sich aus den hier genannten Studien keine einheitliche Aussage Uber
die Effektivitait der einzelnen Chemotherapeutika bei der Behandlung der
Patientensubgruppe mit pmKRK. Dies kdnnte unter anderem an den unterschiedlichen
und nicht vergleichbaren praklinischen Modellen liegen. Je nach Studie zeigten entweder

Oxaliplatin oder Irinotecan (und Mitomycin C) die effizienteste Wirkung.

4.2.2. Ergebnisse der Arbeit unter Beriicksichtigung des Forschungsstands

In dieser Arbeit wurden erstmals in grof3erer Fallzahl PDX-Modelle ausschlie3lich von
pmKRK etabliert und auf ihre Chemosensitivitat getestet. Anders als in der Studie von
Julien et al. wurden neben peritonealen Metastasen keine KRK-Primartumore und
Metastasen anderer Lokalisationen eingeschlossen. Somit bietet diese Arbeit die
Gelegenheit, mithilfe von PDX-Modellen fir diese Patientensubgruppe eine spezifische
Aussage Uber die Sensitivitat verschiedener Therapeutika zu treffen. Es wurden haufig
in der klinischen Praxis angewendete Therapeutika und flr das KRK nicht zugelassene,

potentielle Therapeutika sowie klassische und zielgerichtete Therapeutika verglichen.

4.2.2.1. Unterschiede in der Beurteilung des Therapieansprechens

Bei der Beurteilung des Therapieansprechens kamen im Rahmen dieser Arbeit sowohl
der T/C-Wert, als auch der RTV zur Anwendung. Dabei ergaben sich Unterschiede in der
Einteilung von Respondern und Nicht-Respondern. Wahrend mithilfe des T/C-Werts

75



Diskussion

67,5% der Behandlungsgruppen als Responder eingeteilt wurden, waren es mithilfe des
RTV lediglich 25,6% (mindestens ,Stable Disease®). Diese Diskrepanz ergibt sich aus der
unterschiedlichen Bewertung des Therapieansprechens. Wahrend der T/C-Wert das
Tumorvolumen nach Behandlung stets im Verhéaltnis zur unbehandelten Kontrollgruppe
betrachtet, gibt das RTV Auskunft Uber die individuelle Veranderung des Tumorvolumens
im Rahmen der Therapie. Die Einteilung der Therapieresponse mithilfe des RTV spiegelt
eher die klinische Einteilung mithilfe RECIST wider. Dagegen ermoglicht der T/C-Wert
durch die Relation zur unbehandelten Kontrollgruppe eine Aussage Uber den

tatsachlichen Einfluss der Therapie auf die Tumorgrofie.

4.2.2.2. Klassische Chemotherapeutika

In der vorliegenden Arbeit ergab der Vergleich der 9 getesteten Therapeutika deutliche
Unterschiede im Therapieansprechen. Insgesamt erreichte Irinotecan in den meisten
PDX-Modellen ein Therapieansprechen. Dagegen wiesen 5-FU und Oxaliplatin ein
deutlich schlechteres Ansprechen auf.

Betrachtet man die Ergebnisse bestehender praklinischer Studien, fallt auf, dass die
Therapie mit Oxaliplatin bei in vitro Modellen (Zelllinien und Organoide) der Therapie mit
Irinotecan Uberlegen ist [138,140]. Dagegen erreicht Irinotecan in Mausmodellen eine
bessere Effizienz [141,144]. Ein Grund fur das besonders gute Ansprechen von
Irinotecan im Maus-, bzw. PDX-Modell kdnnten Unterschiede zwischen dem humanen
und dem murinen Metabolismus des Therapeutikums sein. Irinotecan wird mittels
Carboxylesterase in sein aktives Metabolit SN-38 umgewandelt. Der direkte Vergleich
von Carboxylesterase-lsoenzymen verschiedener Tierarten mit dem humanen Enzym
zeigte eine deutlich geringere Aktivitat der humanen Carboxylesterase. Die murine
Carboxylesterase weist eine 9,8-fach hohere spezifische Aktivitat auf [149,150]. Wie in
dieser Arbeit erzielte Irinotecan in den Studien von Julien et al. und Cohen et al. das beste
Therapieansprechen fir pmKRK im Mausmodell [141,144]. Dagegen wiesen die in vitro-
Studien von Arienti et al. und Roy et al. nur ein geringes Therapieansprechen fur
Irinotecan auf [138,140]. Irinotecan scheint somit in Mausmodellen eine verbesserte
Therapieresponse aufzuweisen. PDX-Modelle ermdglichen es, das Therapieansprechen
verschiedener pmKRK auf Irinotecan zu vergleichen und somit pradiktive Marker fur das
Therapieansprechen zu evaluieren. Jedoch ist die Beurteilung der Therapieresponse von
Irinotecan im Vergleich zu anderen Therapeutika mithilfe von PDX-Modellen nicht direkt

auf die klinische Praxis bei der Behandlung des pmKRK Ubertragbar.
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Die klassischen Chemotherapeutika 5-FU, Irinotecan und Oxaliplatin sind fur die
Behandlung des KRK zugelassen und werden in der klinischen Praxis in verschiedenen
Therapieschemata eingesetzt. Dagegen ist das Taxan Docetaxel von der Europaischen
Arzneimittelagentur (EMA) fur die Tumorentitaten Brustkrebs, nicht-kleinzelliges
Lungenkarzinom, Prostatakarzinom, Magenkarzinom und Kopf- und Halskrebs, aber
nicht fir die Behandlung des KRK zugelassen. Klinische Studien zeigten fir Docetaxel
bisher keine oder eine lediglich minimale Aktivitdt bei der Behandlung des
fortgeschrittenen KRK [151,152]. Dennoch zeigt Docetaxel in dieser Studie gegentber 5-
FU und Oxaliplatin ein besseres Therapieansprechen. Ob die Patientensubgruppe mit
pmKRK von einer Behandlung mit Docetaxel profitiert, misste in weiteren klinischen

Studien gepruft werden.

4.2.2.3. Zielgerichtete Therapeutika

Betrachtete man die zielgerichteten Therapeutika, erzielten in dieser Arbeit der Multi-
Kinase-Inhibitor Regorafenib und der MEK-Inhibitor Selumetinib das beste
Therapieansprechen, wahrend der VEGF-Inhibitor Bevacizumab und die EGFR-
Inhibitoren Cetuximab und Erlotinib ein deutlich geringeres Therapieansprechen
aufwiesen.

Cetuximab, Bevacizumab und Regorafenib sind von der EMA flir die Behandlung des
metastasierten KRK zugelassen. Wahrend Cetuximab und Bevacizumab regelmallig fur
die Behandlung metastasierter KRK eingesetzt werden, wird der klinische Einsatz von
Regorafenib kontrovers diskutiert. Derzeit steht Regorafenib fir KRK-Patienten in
Deutschland nicht mehr zur Verfigung. Erlotinib und Selumetinib sind nicht far die
Behandlung des KRK zugelassen. Interessanterweise erreichten hier Regorafenib und
Selumetinib gegeniber den haufig angewandten Therapeutika Cetuximab und
Bevacizumab ein besseres Therapieansprechen im PDX-Modell.

Bevacizumab bindet direkt an VEGF-A und inhibiert somit dessen Interaktion mit VEGFR.
Bei der Beurteilung des Therapieansprechens im PDX ist zu bertcksichtigen, dass VEGF
sowohl von Endothelzellen, als auch von Tumorzellen exprimiert werden kann und im
PDX-Modell humanes Stroma und Endothelzellen durch murines Gewebe ersetzt
werden. Dabei betragt der Anteil muriner Zellen im PDX aus KRK-Gewebe etwa 10,6%
[153]. Es konnte bereits gezeigt werden, dass Bevacizumab kaum mit murinem VEGF-A
interagiert [154]. Bieche et al. untersuchten Tumorvaskularisation, sowie die Expression

von VEGFR und VEGF-A von murinen Stroma- und humanen Tumorzellen in PDX-
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Modellen unterschiedlicher Entitaten. Fir das KRK konnte gezeigt werden, dass im PDX
der Anteil der Endothelzellen innerhalb des Tumorstroma-Kompartiments konstant war,
unabhangig von dessen Dichte. Daneben konnte gezeigt werden, dass im PDX-
Tumorgewebe VEGFR-2 zu anndhernd 100% und VEGFR-1 zu 94,1% murinen
Ursprungs war, wahrend der Anteil des humanen VEGF-A am gesamten VEGF-A 94,3%
betrug [153]. Somit wird im PDX-Modell VEGF-A zum grofRen Teil von humanen
Tumorzellen exprimiert. Insgesamt ist daraus zu schliel3en, dass die Interaktion von
VEGF-A-VEGFR-1/2 im PDX-Modell gro3tenteils zwischen humanem VEGF-A und
murinem VEGFR stattfindet. Als Antikdrper gegen humanes VEGF-A ist Bevacizumab in
der Lage diese Interaktion zu inhibieren. Folglich scheinen PDX-Modelle fir die
Evaluierung von Bevacizumab geeignet zu sein. Dennoch muss bei der Bewertung auch
der geringe Anteil des murinen VEGF-A berucksichtigt werden. Dieser wird nicht durch
Bevacizumab inhibiert und ist eine mdgliche Ursache fiir das relativ schlechte

Therapieansprechen im PDX.

4.2.2.4. Einflussfaktoren auf das Therapieansprechen

Als mogliche Einflussfaktoren auf das Therapieansprechen der pmKRK im PDX-Modell
wurden in der vorliegenden Arbeit die Tumorlokalisation (Omentum versus parietales
Peritoneum) und eine vorausgegangene Chemotherapie der Patienten untersucht. Beide

Faktoren zeigten keinen Einfluss auf das Therapieansprechen.

4.2.2.5. Intraindividuelle Unterschiede des Therapieansprechens

Indem fiir 3 Patienten PDX-Modelle unterschiedlich lokalisierter peritonealer Metastasen
(Omentum und parietales Peritoneum) etabliert wurden, konnten diese Modelle
zusatzlich auf mogliche Unterschiede in ihrem Therapieansprechen untersucht werden.
Interessanterweise bestanden deutliche Unterschiede in der Therapieresponse zwischen
verschiedenen Modellen desselben Patienten. Eine mdogliche Erklarung dafir, dass
unterschiedliche peritoneale Metastasen eines Patienten verschieden auf die
Therapeutika ansprechen, kdnnte in dem unterschiedlichen Zielgewebe der Metastasen
(Omentum und parietales Peritoneum) liegen. Beispielsweise kdnnten die besonderen,
immunologischen Eigenschaften des Omentum Einfluss auf Therapieansprechen der
Tumore nehmen. Wie gezeigt, ergeben sich jedoch insgesamt und fur die einzelnen
Therapeutika keine signifikanten Unterschiede im Therapieansprechen zwischen

Metastasen des Omentums und Metastasen des parietalen Peritoneums. Eine weitere

78



Diskussion

maogliche Erklarung fir die intraindividuellen Unterschiede des Therapieansprechens liegt
in der genetischen Heterogenitat der Metastasen. Peritoneale Metastasen kdnnen aus
verschiedenen Tumorzellen bzw. Tumorzellsubpopulationen des Primartumors
entstehen. Dartber hinaus sind die jeweiligen Tumorzellen in der Lage, im Verlauf der
Metastasierung verschiedene neue Mutationen zu erwerben, welche zu der
Resistenzentwicklung gegentber bestimmten Therapeutika beitragen [155].

Voraussetzung und Grund fur den Nutzen pradiktiver Biomarker sind interindividuelle
Unterschiede im Therapieansprechen. Biomarker haben das Ziel, genau diese
Unterschiede zwischen den einzelnen Patienten vor der jeweiligen Behandlung
vorherzusagen, um jedem Patienten die optimale Therapie zu ermdglichen.
Intraindividuelle Unterschiede im Therapieansprechen erschweren dagegen die
Evaluation pradiktiver Biomarker. Zeigt ein Therapeutikum bei einem Patienten in
verschiedenen Metastasen ein abweichendes Therapieansprechen, misste auch die
Expression eines geeigneten pradiktiven Biomarkers in den verschiedenen Metastasen
voneinander abweichen. Betrachtet man lediglich die Expression des Biomarkers einer
einzelnen Metastase, ist diese womoglich nicht reprasentativ fur die gesamte Situation
des Patienten. Die Messung préadiktiver Marker in mehreren peritonealen Metastasen
eines Patienten ermoglicht ein exakteres Abbild der Sensitivitat der Patienten gegenuber

den jeweiligen Therapeutika.

4.2.3. PDX als préklinisches Modell zur Evaluierung von Therapieansprechen

Im Ergebnis konnte gezeigt werden, dass PDX-Modelle in der Lage sind, das
Therapieansprechen verschiedener Therapeutika zu evaluieren und eventuell auch
vorherzusagen. Von den klassischen Chemotherapeutika zeigte insbesondere Irinotecan
ein gutes Therapieansprechen in den PDX-Modellen. Bei den zielgerichteten
Therapeutika sind Selumetinib und Regorafenib den haufig angewendeten und
zugelassenen Therapeutika Cetuximab und Bevacizumab Uberlegen. Um die bisherigen
Ergebnisse weiter zu festigen, sind umfangreichere Testungen in weiteren PDX-Modellen
erforderlich. Eine grél3ere Anzahl von Modellen ermdglicht eine noch exaktere Aussage
Uber das Therapieansprechen der Therapeutika im PDX sowie die Generierung und
Untersuchung von méglichen Subgruppen. Unter anderem kdnnte untersucht werden, ob
die von Guinney et al. klassifizierten Subgruppen des KRK (CMS1-4) mit einer
unterschiedlichen Therapieresponse in den PDX-Modellen assoziiert sind [9]. Indem fur

weitere Patienten verschiedene PDX-Modelle aus unterschiedlich lokalisierten
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peritonealen Metastasen generiert werden, kann eine genauere Aussage Uber den
Einfluss der Metastasen-Lokalisation auf die Therapiesensitivitat getroffen werden. Auf
diese Weise kann genauer untersucht werden, inwiefern sich Metastasen des Omentums
gegenuber Metastasen des parietalen Peritoneums beziglich ihrer Chemosensitivitat
unterscheiden und ob dabei bestimmte Muster zu erkennen sind. Darlber hinaus ist es
von Interesse, ob sich verschiedene Metastasen des Omentums und verschiedene
Metastasen des parietalen Peritoneums desselben Patienten jeweils untereinander
bezuglich ihres Therapieansprechens unterscheiden.

Um die klinische Situation bei der Behandlung von pmKRK widerzuspiegeln, waren
neben der Testung von verschiedenen Monotherapien auch die Testung verschiedener
Therapieschemata und Kombinationen durch PDX-Modelle interessant. Dadurch
konnten sowohl haufig angewandte Schemata wie FOLFIRI und FOLFOX als auch neue
Therapeutika-Kombinationen auf ihre Effektivitdt verglichen werden. Auch fir solche
kombinierten Therapien konnten spezifische pradiktive Biomarker bzw. Biomarker-

Kombinationen evaluiert werden.

4.3. S100A4-Expression als pradiktiver Marker des Therapieansprechens

Ein zentrales Anliegen der vorliegenden Arbeit war es, die S100A4-Expression in PDX-
Tumoren zu analysieren, um S100A4 als einen pradiktiven Biomarker fur die Evaluierung
des Therapieansprechens von pmKRK zu untersuchen. Mehrere Studien konnten bereits
nachweisen, dass KRK-Tumorgewebe verglichen mit gesundem Kontrollgewebe eine
signifikant hohere S100A4-Expression aufweist [119,156-158]. AulRerdem wurde gezeigt,
dass KRK-Metastasen verglichen mit dem Primartumor eine hohere S100A4-Expression
aufweisen [158]. Bisher existierte jedoch keine Studie, welche sich ausschlie3lich auf die
S100A4-Expression von pmKRK konzentriert und diese als moglichen Biomarker

evaluiert.

4.3.1. Analyse der S100A4-Expression im pmKRK-Gewebe

Im Rahmen dieser Arbeit konnte sowohl in den Tumoren der PDX-Modelle, als auch in
den dazugehdrigen Patiententumoren eine S100A4-Expression nachgewiesen werden.
Nachweis und Quantifizierung der Expression erfolgte sowohl auf RNA-Ebene mittels
gRT-PCR als auch auf Protein-Ebene mittels Immunhistochemie. Zwischen den

einzelnen Modellen und den einzelnen Patienten bestand eine erhebliche Varianz
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bezuglich ihrer S100A4-Expression. Jedoch konnte eine Korrelation von S100A4-

Expression in PDX-Tumorgewebe und Patiententumorgewebe nachgewiesen werden.

4.3.2. S100A4 als pradiktiver Biomarker

Der Biomarker S100A4 ist in verschiedenen Schritten der Metastasierung involviert und
interagiert mit zahlreichen Signalwegen und Molekulen, welche fir die Tumorentstehung,
und -progression eine entscheidende Rolle spielen (siehe Abschnitt 1.3.1.) Der
prognostische Wert von S100A4 fur das KRK wurde bereits in mehreren Studien belegt.
Eine hohe S100A4-Expression im Tumorgewebe ist mit einem reduzierten Gesamt- und
krankheitsfreien Uberleben assoziiert [118]. Dagegen existieren kaum Studien, welche
S100A4 als pradiktiven Marker fir das KRK untersuchen. Boye et al. untersuchten den
Einfluss von S100A4-Expression auf die Sensitivitat gegentber der adjuvanten 5-FU-
Behandlung des KRK. Die S100A4-Expression zeigte jedoch keine Auswirkung auf die
Sensitivitat [159]. Mencia et al. zeigten, dass S100A4 in Methotrexat resistenten
Tumorzellen verschiedener Entitat Gberexprimiert ist. Eine ektope Uberexpression von
S100A4 reduzierte fur KRK-Zellen die Sensitivitat. Die Inhibition der S100A4-Expression
fuhrte zu einer verstarkten Sensitivitat der Zellen gegentiber Methotrexat [160].
Pradiktive Biomarker, welche das Therapieansprechen des jeweiligen Patienten auf
bestimmte Therapeutika vorhersagen, kénnen einen wichtigen Beitrag dazu leisten, das
therapeutische Vorgehen zu verbessern. Bezogen auf das pmKRK kdnnten pradiktive
Marker bei der Auswahl geeigneter Therapeutika sowohl fir eine systemische
Chemotherapie, als auch fur eine HIPEC von Nutzen sein.

Im Rahmen dieser Studie wurde der Einfluss der S100A4-Expression auf das
Therapieansprechen der Therapeutika 5-FU, Irinotecan, Oxaliplatin, Docetaxel,
Bevacizumab, Cetuximab, Erlotinib, Regorafenib und Selumetinib untersucht. Es konnte
fur Oxaliplatin, Cetuximab und Bevacizumab eine Assoziation von S100A4-Expression
und Therapieansprechen gezeigt werden. Tumore mit hoher S100A4-Expression zeigten
ein vermindertes Therapieansprechen auf diese Therapeutika, verglichen mit Tumoren
niedriger S100A4-Expression. Darliber hinaus wurde fir die 3 Therapeutika gezeigt, dass
PDX-Modelle mit schlechter Therapieresponse eine hohere S100A4-Expressison
aufwiesen, verglichen mit PDX-Modellen mit guter Therapieresponse. Fur die tbrigen
Therapeutika 5-FU, Irinotecan, Docetaxel, Erlotenib, Regorafenib und Selumetinib war
kein signifikanter Zusammenhang zwischen der S100A4-Expression und dem

Therapieansprechen feststellbar.
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4.3.3. Erklarungsansatze fur den pradiktiven Wert von S100A4

Eine allgemeine Erklarung fur den pradiktiven Wert hoher S100A4-Expression im
Tumorgewebe von pmKRK liegt in der bedeutenden Rolle von S100A4 fur
Tumorprogression und -metastasierung:

1. S100A4 interagiert mit verschiedenen Signalwegen (z.B. Wnt/B-Catenin und
RAS/RAF/MEK/ERK) und mit unterschiedlichen Molekilen der Tumorentstehung,
-progression und -metastasierung (TLR4, NF-kB, RAGE, MMPs, G-CSF, HIF-1q,
Myosin-1l, p53, E-Cadherin, VEGF) [114,119-124,129]. Eine Erklarung fur die
Entstehung von Resistenzen hoch S100A4 exprimierender pmKRK gegeniber
zielgerichteten Therapeutika, welche spezifische Schliisselmolekule inhibieren, liegt
in der Aktivierung paralleler Signalwege und nachgeschalteter Effektorproteine durch
den Biomarker S100A4.

2. Zytotoxische Chemotherapeutika entfalten ihre Wirkung durch die Hemmung der
Zellteilung und greifen somit vor allem schnell proliferierende Zellen, also auch
Tumorzellen an. S100A4 reguliert verschiedene biologische Funktionen, welche die
Krebsprogression und -metastasierung fordern, wie Angiogenese, Zelliberleben,
Motilitat und Invasion [120]. Dagegen scheint S100A4 fur die Tumorzellproliferation
eine untergeordnete Rolle zu spielen. Egeland et al. untersuchten die Rolle von
S100A4 fur die Zellzyklusprogression von KRK-Zellen. Sie konnten jedoch keine
Assoziation zwischen nukle&rer S100A4-Expression und Zellproliferation finden [161].
In der vorliegenden Arbeit wiesen PDX-Modelle mit hoher S100A4-Expression eine
etwas hohere Tumorverdopplungszeit und somit ein langsameres Tumorwachstum
als Modelle mit niedriger S100A4-Expression auf. Sie bieten damit klassischen

Chemotherapeutika eine geringe Angriffsflache.

4.3.3.1. Oxaliplatin

S100A4 hoch exprimierende Tumore wiesen eine geringere Sensitivitdt gegenlber
Oxaliplatin auf. Eine mdgliche Erklarung hierfir ist, dass S100A4 tber die Inhibition von
p53 die Wirkung von Oxaliplatin blockiert. Oxaliplatin bewirkt die Bildung von
Quervernetzungen zwischen DNA-Stréngen. Infolge dessen wird der Tumorsuppressor
p53 aktiviert. Uber die p53-Aktivierung fiihrt die Behandlung mit Oxaliplatin zu einem
Arrest des Zellwachstums, einer Hemmung der TS und zu einem Herunterregulieren des
PGE2- und Wnt/B-Catenin-Signalwegs [162,163]. Yang et al. konnten durch die
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Behandlung mit Oxaliplatin in Mausen mit Wildtyp p53 Tumoren eine signifikante
Reduktion des Tumorvolumens erreichen, wahrend Oxaliplatin fir p53 -/- Tumore keine
Wirkung zeigte [162].

Orre et al. konnten eine Interaktion zwischen S100A4 und p53 im Zellkern nachweisen
und zeigten, dass S100A4 die Degradation von p53 fordert. Sie konnten dartber hinaus
fur Lungen- und Zervixkarzinomzellen zeigen, dass der Knockdown von S100A4 zu
einem p53-abhanigen Zellzyklus-Arrest, sowie einem Anstieg der Cisplatin-induzierten
Apoptose fuhrte [129]. Fur das KRK konnte eine Interaktion zwischen den Proteinen p53
und S100A4 festgestellt werden. S100A4 ist in der Lage, die transkriptionelle Aktivitat von
Wildtyp p53 zu hemmen [157]. Verglichen mit KRK ohne peritonealer Metastasierung
weisen pmKRK haufiger Mutationen des Tumorsuppressorgens p53 (41% versus 57%)
auf [164]. Zusammenfassend scheint S100A4 das Uberleben von KRK-Zellen p53-
abhangig zu regulieren. Somit deutet viel darauf hin, dass S100A4 in pmKRK Uber die
Inhibition von p53 die Wirkung von Oxaliplatin inhibiert (Abbildung 33).

S100A4

1

Oxaliplatin ‘ -> DNA-Schaden —> P531 —] Proliferation

Abbildung 33: Méglicher Mechanismus fir die Assoziation von hoher S100A4-Expression und
schlechtem Therapieansprechen auf Oxaliplatin. Durch die Behandlung mit Oxaliplatin entstehen
DNA-Schaden und der Tumorsuppressor p53 wird aktiviert. Das fihrt wiederum zu einem
Zellzyklusarrest und Verminderung der Tumorzellproliferation. Durch Inhibition von p53 inhibiert
S100A4 die Wirkung von Oxaliplatin.

Daneben konnte gezeigt werden, dass Oxaliplatin resistente KRK-Zellen eine Aktivierung
des Wnt/B-Catenin-Signalweges aufweisen. Li et al. untersuchten die Expressionsprofile
von 21 KRK-Zelllinien mithilfe RNA-seq und korrelierten diese anschlieRend mit dem
Therapieansprechen gegentber Oxaliplatin. Oxaliplatin resistente Zelllinien wiesen eine
Aktivierung des Wnt/B-Catenin-Signalweges auf [165]. S100A4 konnte als
transkriptionelles Zielgen von B-Catenin infolge der Wnt/B-Catenin-Aktivierung in

Oxaliplatin resistenten Zellen Uberexprimiert sein.

4.3.3.2. Cetuximab

Cetuximab ist ein monoklonaler Antikérper, welcher gegen die extrazellulare Doméane des

EGFR gerichtet ist. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass verglichen mit
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niedrig S100A4 exprimierenden Metastasen, pmKRK mit hoher S100A4-Expression ein
signifikant schlechteres Ansprechen auf Cetuximab aufwiesen.

Bereits bekannte Ursachen fur ein schlechtes Ansprechen von Tumoren auf anti-EGFR-
Therapie sind Mutationen in den nachgeschalteten Effektorproteinen RAS und RAF.
Daneben konnte eine Bedeutung von HER2 bei der Entstehung von Resistenzen
gegenuber anti-EGFR Therapeutika gezeigt werden. Amplifikationen von HER2 kénnen
in etwa 5% der RAS und BRAF Wildtyp KRK gefunden werden. Diese Tumore weisen,
verglichen mit RAS und BRAF Wildtyp KRK ohne HER2 Amplifikation, unter anti-EGRF
Therapie ein signifikant reduziertes progressionsfreies Uberleben auf [166]. Klingelhofer
et al. konnten nachweisen, dass S100A4 mit verschiedenen EGFR Liganden, wie EGF
und Amphiregulin, interagiert. Interessanterweise ist S100A4 dariber hinaus in der Lage,
die Phosphorylierung von EGFR, HER2 und ERK1/2 zu aktivieren. Daneben konnten
Dahlmann et al. fir KRK-Zellen zeigen, dass die Interaktion von S100A4 und RAGE zu
einer Hyperaktivitat des MAPK/ERK-Signalweges fihrt [167,168]. Fir das
Medulloblastom konnte dartber hinaus gezeigt werden, dass HER2 wiederum die
Expression von S100A4 via ERK1/2 und PI3K hochreguliert [169]. Eine mobgliche
Erklarung fir die schlechte Therapieresponse von pmKRK mit hoher S100A4-Expression
konnte in der Aktivierung von HER2 und dessen nachgeschalteten Effektorproteinen
liegen. Durch einen mdoglichen, positiven Feedback-Mechanismus zwischen HER2 und
S100A4 konnten die Tumore in der Lage sein, eine Resistenz gegenuber EGFR-
Inhibitoren zu entwickeln. Interessanterweise zeigte in der vorliegenden Arbeit jedoch die
EGFR-Inhibition durch den Tyrosinkinase-Inhibitor Erlotinib keine signifikante
Beeinflussung durch die S100A4-Expression. Obgleich auch hier S100A4 niedrig
exprimierende Modelle ein besseres Therapieansprechen als S100A4 hoch
exprimierende Modelle aufwiesen, war dieser Unterschied nicht signifikant und deutlich

geringer als fur den EGFR-Antikoérper Cetuximab.

4.3.3.3. Bevacizumab

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass fur das pmKRK eine hohe
S100A4-Expression im Tumorgewebe mit einem verminderten Ansprechen auf
Bevacizumab assoziiert ist.

Ein moglicher Erklarungsansatz hierfur ist die Bedeutung von S100A4 als potenter
Stimulator der Angiogenese. S100A4 wird sowohl von Tumorzellen, als auch von

Endothelzellen exprimiert. Exogenes S100A4 zeigte eine Stimulation der Endothelzell-
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Motilitdt und die Induktion von kornealer Neovaskularisation. Transgene Mause mit einer
ubiquitaren S100A4-Expression entwickelten im Laufe ihres Lebens Hamangiome mit
einer hohen Inzidenz [125,170,171]. Die Inhibition der S100A4-Expression resultiert in
einer reduzierten Tumorvaskularisation und der Inhibition des Tumorwachstums [172].
Fur Brustkrebspatienten konnte eine signifikante Assoziation zwischen S100A4-
Expression und Blutgefal3dichte im Tumorgewebe festgestellt werden [173]. Die
Mechanismen, Uber welche S100A4 die Angiogenese fordert, sind jedoch noch nicht
abschlieRend geklart.

Mehrere Studien konnten zeigen, dass S100A4 die Expression von VEGF hochreguliert
[123,174]. Neben VEGF konnten eine Vielzahl weiterer pro-angiogenetischer Faktoren
identifiziert werden, welche durch S100A4 reguliert werden. S100A4 ist in der Lage, die
Expression von EZM degradierenden Enzymen, wie MMP-9, -11, -13, -14 und Urokinase-
Typ Plasminogen Aktivator (UPA) zu steigern [123,175]. Diese erméglichen die Invasion
von Endothelzellen in umgebendes Gewebe. Aul3erdem konnte gezeigt werden, dass die
Interaktion von S100A4 und RAGE die Expression von HIF1-a steigert [168]. Ochiya et
al. untersuchten den Einfluss von S100A4 auf Endothelzellen und konnten zeigen, dass
das Ausschalten von S100A4 durch Small interfering RNA die Bildung kapillarahnlicher
Formationen hemmt und in Endothelzellen zu einem Herunterregulieren mehrerer
Angiogenese-fordernder Gene und einem Hochregulieren verschiedener Angiogenese-
hemmender Gene fiuhrt [172]. Die Ursache fur das schlechte Ansprechen von
Bevacizumab bei S100A4 hoch exprimierendem pmKRK koénnte in der VEGF-A
unabhangigen Induktion von Angiogenese durch S100A4 liegen.

Ein Zusammenhang zwischen S100A4 und dem Ansprechen auf anti-VEGF-Therapie
wurde bereits fur das maligne Gliom beobachtet. Liang et al. konnten nachweisen, dass
eine vermehrte Tumorinfiltration mit neutrophilen Granulozyten mit einer Resistenz
gegenuber Bevacizumab korrelierte. Interessanterweise erreichte Herunterregulieren
von S100A4 sowohl eine Reduktion der Tumorprogression, als auch eine gesteigerte
Effektivitat von Bevacizumab fir die Gliome [132]. Ob die Ursache fir das verminderte
Therapieansprechen S100A4 hoch exprimierender pmKRK durch eine vermehrte

Infiltration mit neutrophilen Granulozyten bedingt ist, muss noch weiter geklart werden.

4.3.4. Einfluss von Therapie auf die S100A4-Expression

Neben dem Einfluss der S100A4-Expression auf die Therapieresponse, wurde im

Rahmen dieser Arbeit auch der Einfluss der Therapeutika auf die S100A4-Expression im
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Tumorgewebe untersucht. Interessanterweise zeigte sich nach der Behandlung mit
Cetuximab, Irinotecan und Selumetinib eine signifikant geringere S100A4-Expression im
Tumorgewebe, verglichen mit der unbehandelten Kontrollgruppe.

Dabei ist die Reduktion der S100A4-Expression im Tumorgewebe am wahrscheinlichsten
darauf zurtckzufihren, dass S100A4 hoch exprimierende Tumorzellen resistenter
gegenuber der jeweiligen Therapie sind. Somit waren S100A4 gering exprimierende
Zellen friher von Zelltod infolge der Therapie betroffen und im Verhaltnis wirden somit
mehr Zellen mit hoher S100A4-Expression verbleiben. Eine weitere Erklarung fur die
reduzierte S100A4-Expression nach Behandlung ware eine aktive Reduktion der
S100A4-Expresssion durch die Therapeutika. Durch welchen Mechanismus die
Therapeutika die S100A4-Expression im Tumorgewebe beeinflussen, musste noch

weiter untersucht werden.

4.3.5. Translationale Bedeutung von S100A4 fir die Therapie von pmKRK

Um die Ergebnisse dieser Studie zu bestatigen, sind Analysen in weiteren PDX-Modellen
notig. Eine grolRere Anzahl der Modelle kdnnte die statistische Signifikanz weiter
verbessern. Dartber hinaus sind Subgruppenanalysen innerhalb der S100A4 hoch und
niedrig exprimierenden Gruppen erst ab einer grof3eren Fallzahl sinnvoll. So kdnnte eine
Differenzierung von RAS-Mutationsstatus und S100A4-Expression beispielsweise die
Pradiktion der Cetuximab-Response weiter verbessern. Auch eine Assoziation zwischen
S100A4-Expression und den von Guinney et al. identifizierten molekularen Subtypen des
KRK konnte untersucht werden. Tumore mit hoher S100A4-Expression kénnten
einerseits unter den CMS2-Subtyp gefasst werden, welcher sich durch eine erhéhte Wnt-
und MYC-Signalwegaktivierung auszeichnet [9]. Andererseits konnte die S100A4-
Expression unabhangig vom CMS-Subtyp fir die Pradiktion des Therapieansprechens
von pmKRK bedeutend sein. Mittels weiterer in vivo sowie in vitro-Testungen konnte
naher Uberprift werden, ob eine Reduktion der S100A4-Expression eine Verbesserung
der Therapieresponse gegentber Oxaliplatin, Cetuximab und Bevacizumab bedingt.
Dadurch kénnten die bisherigen Ergebnisse weiter bestétigt werden.

Dass eine hohe S100A4-Expression im Tumorgewebe mit einem schlechten Ansprechen
auf Oxaliplatin, Cetuximab und Bevacizumab einhergeht, konnte fur die Behandlung des
pmKRK folgende Konsequenzen haben: Patienten mit einer hohen S100A4-Expression
konnten demnach von einem Therapieschema ohne die Medikamente Oxaliplatin,
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Cetuximab und Bevacizumab profitieren. Problematisch ist jedoch, dass diese drei
Therapeutika wichtige Bestandteile der Behandlung des pmKRK sind.

Ein weiterer Therapieansatz wére es, Patienten mit hoher S100A4-Expression durch eine
zusatzliche Behandlung mit S100A4-Inhibitoren fir die Therapie mit Oxaliplatin,
Cetuximab und Bevacizumab zu sensitivieren. Fur die Inhibition von S100A4 stehen
mehrere bereits zugelassene Medikamente zur Verfigung. Mittels Hochdurchsatz-
Screening konnten zwei Medikamente identifiziert werden, welche die S100A4-
Expression mit einer hohen Effizienz inhibieren: das Antibiotikum Calcimycin und das
Antihelminthikum Niclosamid. Beide Medikamente reduzieren neben der S100A4-
Expression auch die durch S100A4 induzierten intrazellularen Prozesse, wie Migration
und Invasion. Durch die Gabe der Medikamente konnte in CDX-Modellen humaner
Kolonkarzinome eine verminderte Metastasierung beobachtet werden [176,177]. Als
weiteres potentielles Therapeutikum fur die Inhibierung von S100A4 kommt das
Neuroleptikum Trifluoperazin in Frage. Es stort die Interaktion von S100A4 und Myosin
[IA und inhibiert somit die Funktion von S100A4 [178]. Im Ergebnis kdnnte die Inhibition
von S100A4 ein vielversprechendes Mittel zur Verbesserung der Therapie bei pmKRK
bieten. Derartige neue Ansatze zur Therapie des pmKRK belegen den Wert von PDX-

Modellen fir die Entwicklung neuer Therapie-Strategien.

4.4. Analyse der S100A4-mRNA im Patientenplasma

Fur die Pradiktion des Therapieansprechens von KRK-Patienten sind insbesondere
Biomarker im Patientenblut als sog. "Liquid Biopsy" von Interesse. Gegenluber aus
Tumorgewebe gewonnenen Biomarkern bieten sie die Mdéglichkeit einer nicht-invasiven
Bestimmung zur Pradiktion der Therapieresponse sowie einer Uberwachung im
nachfolgenden Krankheitsverlauf.

Bisher existieren lediglich 3 Studien, welche sich mit S100A4 im Blut von KRK-Patienten
beschaftigten. Flatmark et al. untersuchten das Protein S100A4 in Plasma und Serum
der Patienten mithilfe einer immunofluorimetrischen Analyse. Die Studien von Stein et al.
befassten sich mit der S100A4 mRNA-Expression im Plasma. Flatmark et al.
untersuchten die S100A4-Konzentration im Serum und im aus Knochenmarkaspiration
gewonnenen Plasma von Patienten mit KRK und gesunden Kontrollpersonen. Wahrend
zwischen dem Plasma von Patienten und Kontrollpersonen kein signifikanter Unterschied
in der S100A4-Konzentration erkennbar war, zeigten sich fir das Serum signifikante

Unterschiede. Die Arbeitsgruppe wies jedoch nach, dass S100A4 sowohl in Erythrozyten
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sowie in mononukledren Zellen enthalten ist und dass die gemessene S100A4-
Konzentration durch Hamolyse der Proben beeinflusst wurde. Flatmark et al. schlossen
daraus, dass S100A4 kein geeigneter Plasma- oder Serum-Marker fur das KRK sei [179].
In der Studie von Stein et al. wurde dagegen ein diagnostischer und prognostischer Wert
von S100A4-mRNA-Transkripten im Patientenblut belegt. Hierfiir wurde die S100A4-
Expression in 375 Plasmaproben von KRK-Patienten mit Plasmaproben gesunder
Kontrollpersonen verglichen. Das Plasma stammte dabei von Patienten mit neu
diagnostiziertem KRK ohne Metastasen, von Patienten mit neu diagnostiziertem,
synchron metastasiertem KRK und von Patienten mit neu diagnostizierten, metachronen
KRK-Metastasen nach RO-Resektion. Das Plasma von Kolon- und Rektumkarzinom-
Patienten zeigte verglichen mit der Kontrollgruppe jeweils signifikant erhéhte S100A4-
MRNA-Level. Dartiber hinaus zeigte sich eine hohe S100A4-Expression als prognostisch
fir das krankheitsfreie Uberleben der Patienten und die Entwicklung von Metastasen
[113]. In einer weiteren Studie von Stein et al. wurde die Expression von Metastasis-
Associated in Colon Cancer 1 (MACC1) einem Regulator des HGF/Met Signalwegs im
Plasma von KRK-Patienten untersucht. Hohe MACC1-Level im Plasma korrelierten mit
einem reduzierten Uberleben der Patienten. Der prognostische Wert wurde durch die
Kombination der Biomarker MACC1 und S100A4 weiter verbessert [180].

Die vorliegende Arbeit untersuchte erstmals die S100A4-Expression ausschliel3lich im
Blut von Patienten mit pmKRK. Hierfur wurde die Kopienzahl von S100A4 mittels ddPCR
aus dem Patientenplasma ermittelt. Patienten mit pmKRK wiesen, verglichen mit
gesunden Kontrollpersonen, eine signifikant hhere S100A4-Expression im Plasma auf.
Klinische Daten, wie Tumorentitat, Art der Metastasierung (synchron versus metachron),
Ausmald des Tumorbefalls, Grading und Geschlecht, zeigten keinen signifikanten
Einfluss auf die Expression. Auch eine chemotherapeutische Behandlung in der
Krankheitsvorgeschichte beeinflusste die S100A4-Expression nicht signifikant. Hiervon
ausgenommen ist die Behandlung mit Bevacizumab. Hier zeigten vorbehandelte
Patienten ein signifikant erhdhtes S100A4-mRNA-Niveau. Aul3erdem zeigte der KRAS-
Mutationsstatus einen signifikanten Einfluss auf die S100A4-Expression im Plasma.
Zusammenfassend deuten die Ergebnisse darauf hin, dass S100A4-Transkripte im Blut
als vielversprechender Biomarker fur die Pradiktion des Therapieansprechens von
pmKRK dienen kénnten. Intraindividuelle Unterschiede in der S100A4-Expression von
Tumorgewebe unterschiedlicher peritonealer Metastasen kdnnten durch die Evaluierung

von S100A4 im Patientenblut umgangen werden.
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Inwieweit die Hohe der S100A4-Expression im Plasma mit dem Therapieansprechen
verschiedener Chemotherapeutika korreliert, sollte daher weiterfihrend in einer

prospektiven klinischen Studie untersucht werden.

4.5. Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnten erstmals PDX-Modelle etabliert werden, die
ausschliel3lich von peritonealen Metastasen des KRK abgeleitet wurden. Die Modelle
wiesen dabei den Erhalt histologischer Charakteristika, ein heterogenes Wachstum der
engrafteten Tumore und ein invasives Wachstum bei orthotoper Transplantation auf. Bei
der Evaluierung der Therapieresponse der klassischen Chemotherapeutika 5-FU,
Irinotecan, Oxaliplatin und Docetaxel sowie der zielgerichteten Therapeutika
Bevacizumab, Cetuximab, Erlotinib, Regorafenib und Selumetinib konnten sowohl inter-
als auch intraindividuelle Unterschiede im Therapieansprechen festgestellt werden.
Insgesamt zeigten von den klassischen Chemotherapeutika Irinotecan und Docetaxel die
beste Therapieresponse. Bei den zielgerichteten Therapeutika waren die
Tyrosinkinaseinhibitoren Selumetinib und Regorafenib den haufig bei der Behandlung
des metastasierten KRK angewandten Therapeutika Cetuximab und Bevacizumab
Uberlegen. Es konnte gezeigt werden, dass S100A4 im pmKRK-Gewebe exprimiert wird.
Interessanterweise ist eine hohe S100A4-Expression mit einem schlechteren
Therapieansprechen fir Oxaliplatin, Cetuximab und Bevacizumab assoziiert. Auch im
Plasma von Patienten mit pmKRK ist der Biomarker S100A4 nachweisbar. Dabei ist die
S100A4-Expression im Patientenplasma signifikant hoher als die Expression im Plasma
gesunder Kontrollpersonen.

Zusammenfassend lasst sich aus den Ergebnissen schlielRen, dass PDX-Modelle
geeignet sind, das Ansprechen verschiedener Therapeutika und pradiktive Biomarker fur
die Behandlung des pmKRK zu evaluieren. Hohe S100A4-Expression im Tumorgewebe
ist mit einer schlechten Therapieresponse von Oxaliplatin, Cetuximab und Bevacizumab
assoziiert und somit hierfur ein vielversprechender pradiktiver Biomarker und mdglicher
Therapieansatz. Neben der S100A4-Expression im Tumorgewebe konnte auch die
S100A4-Expression im Plasma einen vielversprechenden pradiktiven Biomarker fir die

Therapie von pmKRK bieten.
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