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1. Einleitung

1. Einleitung

Das kolorektale Karzinom

Das kolorektale Karzinom ist nach Angaben des Robert-Koch-Institutes eine der
haufigsten Tumorerkrankungen in der Bundesrepublik Deutschland. Die Inzidenz
im Jahr 2010 betrug insgesamt 62.420 Neudiagnosen (33.800 Manner und
28.620 Frauen)." Mehr als die Halfte der kolorektalen Karzinome treten ab einem
Alter von 70 Jahren auf. Ein besonders hohes Risiko flr diese Erkrankung weisen
ubergewichtige Personen mit einer ballaststoffarmen Ernahrung auf. Weitere Ri-
sikofaktoren sind eine genetische Pradisposition in der Familie, das Vorkommen
von Dickdarmpolypen, das Vorliegen einer chronisch-entziindlichen Darmerkran-
kung sowie der regelmaRige Konsum von Nikotin und Alkohol.” Obwohl die Ster-
beraten in den letzten 10 Jahren bei beiden Geschlechtern um mehr als 20 %
zurickgegangen sind, betrug die altersstandardisierte Mortalitat im Jahr 2010
trotz praventiver Untersuchungen immer noch durchschnittlich 20 % bei beiden
Geschlechtern.’
Atiologisch unterscheidet man zwei Gruppen des kolorektalen Karzinoms. Here-
ditdre Formen treten in 5 % der Félle auf und kommen im Rahmen von Primarer-
krankungen wie dem Hereditaren Nicht-Polypdsen Colorectalen Carcinom
(HNPCC) und der Familidaren Adenomatdsen Polyposis (FAP) vor. In etwa 95 %
der Falle treten sporadische Formen des Dickdarmkrebses auf.? Dieses entsteht
malfdgeblich aus bereits bestehenden gutartigen Dickdarmadenomen. Fur eine
bdsartige (maligne) Entartung sind mehrere aufeinanderfolgende molekularge-
netische Veranderungen der Adenomzellen notwendig.® Risikofaktoren fiir die
maligne Entartung eines Dickdarmadenoms sind

= die GroRe des Adenoms,

= der histologisch identifizierbare Typ des Adenoms

» und der Grad der Dysplasie.*
Fehlende Frihsymptome erschweren die rechtzeitige Diagnose einer manifesten
Erkrankung. Umso wichtiger ist die praventive Erkennung einer beginnenden

Dysplasie. Der Haemoccult®-Test kann durch Untersuchung des Stuhls auf
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1. Einleitung

verstecktes Blut erste Hinweise auf das Vorliegen einer Lasion geben.® In der
Koloskopie kdnnen bestehende Lasionen sofort entfernt und histologisch auf das
Vorliegen einer Dysplasie untersucht werden.® 7 Allerdings liegen bei Erstdiag-
nose in 20 % der Falle bereits (synchrone) Metastasen vor, wohingegen etwa 25

% aller Tumore metachron metastasieren.8

Therapie des metastasierten kolorektalen Karzinoms

Die Therapie des metastasierten kolorektalen Karzinoms (mKRK) hat sich in den
letzten beiden Jahrzehnten stark verandert. Urspringlich wurde die Kombination
aus dem Thymidylatsynthase-Inhibitor 5-Fluoruracil und Leucovorin in der Erst-
und Zweitlinien-Therapie verabreicht, unter der bei niedriger Lebensqualitat nur
geringe Uberlebenszeiten erreicht wurden.®'" Die Addition von Irinotecan zu 5-
Fluoruracil und Leucovorin (FUFIRI) in der Erstlinientherapie verbesserte signifi-
kant die Therapie-Ansprechrate und verlangerte sowohl das progressionsfreie
wie auch das Gesamtiiberleben um durchschnittlich 3 Monate.'? '3 Ein ahnlicher
Effekt konnte bei zusatzlicher Gabe von Oxaliplatin zu 5-Fluoruracil und Leuco-
vorin (FOLFOX) beobachtet werden.' Der monoklonale chimare Maus/Mensch-
IgG2-Antikorper Cetuximab richtet sich gegen den Epidermal Growth Factor Re-
ceptor (EGFR)."™ Durch Bindung an die extrazellulare Domane inhibiert er kom-
petitiv die Aktivierung des Rezeptors durch Verdrangung seiner Liganden.'® Als
Monotherapie und in Kombination mit konventioneller Chemotherapie konnte
Cetuximab im Irinotecan-refraktaren mKRK die Therapie-Ansprechrate, das pro-
gressionsfreie und das Gesamtiiberleben weiterhin steigern.’”-2° Darlber hinaus
zeigte sich eine Re-Sensitivierung gegenuber Irinotecan in refraktaren Patien-
ten.!”” Nach aktuellem Konsensus der European Society of Medical Oncology
(ESMO) sind mehrere Kriterien notwendig, um Patienten der richtigen Therapie
zuzufuhren. Ein vereinfachter Auszug dieses Konsensus ist im Nachfolgenden
beschrieben.?!

Ist der Patient in akzeptabler medizinischer Kondition, so sollten Therapieziele

festgelegt werden:



1. Einleitung

- Im Falle resektabler Metastasen chirurgische Resektion +/- Chemothera-
pie

- Zur Zytoreduktion bei RAS Wildtyp Chemotherapie-Doublet und EGFR-
Antikorper; bei RAS Mutation Chemotherapie-Doublet oder -Triplett und
Bevacizumab, jeweils mit 2-monatiger Re-Evaluation

- Zur Krankheitskontrolle bei RAS Wildtyp Chemotherapie-Doublet und ein
zugelassenes Biologikum (s. Tabelle 1); bei RAS Mutation Chemothera-
pie-Doublet und Bevacizumab, jeweils mit 2 — 3 -monatiger Re-Evaluation

o Bei progressiv fortschreitender Erkrankung sollten Zweitlinienthe-
rapie-Optionen erwogen werden, z.B. nicht genutzte Therapiesche-
mata aus dem Bereich der Erstlinientherapie oder der Einsatz von
Biologika (s. Tabelle 1)

o Bei Therapieerfolg sollten zur weiteren Zytoreduktion Thera-
pieschemata beibehalten werden oder das Ziel der Krankheitskon-
trolle verfolgt werden.

o Bei Therapieerfolg sollten zur weiteren Krankheitskontrolle Thera-
pieschemata beibehalten werden, oder es sollte eine Erhaltungs-
therapie mit geringerer Toxizitat gewahlt werden oder die Therapie
sollte pausiert werden.

Ist der Patient unfit, aber bei besserer Kondition fur obiges Schema maoglicher-
weise geeignet, kdnnen Therapieansatze mit einem Fluoropyrimidin (5-Fluorura-
cil, Capecitabin) + Bevacizumab oder ein Chemotherapie-Doublet in reduzierter
Dosierung oder ein EGFR-Antikorper erwogen werden. Bei Nicht-Eignung sollte
eine supportive Therapie der Symptomatik erfolgen.

Erganzend werden in nachfolgender Tabelle noch weitere, derzeit gangige me-
dikamentdse Behandlungsansatze flir das metastasierte kolorektale Karzinom

aufgefuhrt.



1. Einleitung

Weitere Optionen in der Therapie des metastasierten kolorektalen Karzinoms (basierend auf Leitlinien der AWMF und ESMO)

per

mit fluorpyrimidin-haltiger Chemotherapie

Schema Eigenschaften Indikation? 22 Studien
Zytostatika T .
; . Remissionsinduktion, Falcone et al., 2007%;
FOLFOXIRI (5-Fluoruracil, Folinsaure, sek. Lebermetastasen-Resektion TRIBE [Souglakos et al., 20062*; Cremolini et al., 2015%]
Oxaliplatin, Irinotecan)
. humaner VEGF-R Antikor- | Erst- und Zweitlinientherapie in Kombination | Hurwitz et al., 2009%;
Bevacizumab

AGITG-MAX [Price et al., 201127; 2015%]

Panitumumab

humaner EGF-R Antikorper

KRAS-Wildtyp-Tumore in Erst- und Zweitli-
nientherapie

PRIME [Douillard et al., 20102%; 2013%%; 20143%"];
Peeters et al., 2010%2%; 20143

Aflibercept

Anti-VEGF-R-Fusionspro-
tein

Zweitlinientherapie in Kombination mit Che-
motherapie

VELOUR [Van Cutsem et al., 20123*; 2015%; Tabernero
et al., 2014%]
AFFIRM [Folprecht et al., 2016%"]

Regorafenib

Tyrosinkinase-Inhibitor

Drittlinientherapie nach Versagen konventi-
oneller Chemotherapie-Schemata

CORRECT [Grothey et al., 2013°%; Tabernero et al.
2015%)

CONCUR [Li et al., 2015%]

Schultheis et al., 2013*!

Pembrolizumab

PD1-Inhibitor

Mikrosatelliteninstabilitat (MSI)

Le et al., 2015%

Ramucirumab

Anti-VEGF-R2-Tyrosin-
kinase-Inhibitor

Zweitlinientherapie in Kombination mit Che-
motherapie

RAISE [Tabernero et al., 2015%%; Obermannova et al.,
20164

Trastuzumab /

humaner HER2-Antikorper /

HER2-positive KRAS-Wildtyp-Tumore in

HERACLES [Sartore-Bianchi et al., 201649

racil)

und EGFR-Antikérper

Lapatinib Tyrosinkinase-Inhibitor Zweitlinientherapie
Zytostatika (Trifluridin, Tipi- Drittlinientherapie nach Versagen konventi-
Lonsurf (TAS102) y » P oneller Chemotherapie-Schemata, VEGF- | RECOURSE [Mayer et al., 2015%]

Tabelle 1: Weitere Optionen in der Therapie des metastasierten kolorektalen Karzinoms (basierend auf Leitlinien der AWMF und ESMO).
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Epidermal Growth Factor Receptor und Signaltransduktion

M g
EREG

:

Abbildung 1: Vereinfachte Signaltransduktion des Epidermal Growth Factor Receptor — Signalwegs.



1. Einleitung

Der Epidermal Growth Factor Receptor gehdrt neben HER2, HER3 und HER4
zur Familie der HER-Proteine. Zwischen 60 und 85 % aller Patienten mit meta-
stasiertem kolorektalen Karzinom weisen eine Expression von EGFR auf.4’-%
Der EGFR besitzt eine Tyrosinkinase-Aktivitat. Sofern keine Liganden gebunden
sind, liegt er als Monomer in der Zellmembran vor. Das Binden von passenden
Liganden fuhrt zunachst zur Dimerisierung des Rezeptors. Dies ermdglicht eine
Autophosphorylierung durch die intrinsische Tyrosinkinase-Aktivitat. Dadurch ist
der EGFR wiederum in der Lage, weitere Proteine zu phosphorylieren. Ziel der
Phosphorylierung durch den EGFR sind unter anderem RAS (Rat Sarcoma) —
Proteine. Nach ihrer Aktivierung binden sie GTP und kénnen tber Phosphorylie-
rung weitere Proteine der Zelle aktivieren. Darunter zahlen zum Einen BRAF (v-
Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1) sowie MAPK (Mitogen Acti-
vated Protein Kinase), zum Anderen die PI3K (Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase)
und AKT (AKR mouse Thymoma inducing).>1-60

Als Liganden konnten bisher neben dem Epidermal Growth Factor (EGF) der
Transforming Growth Factor a (TGF a ), Amphiregulin (AREG), Epiregulin
(EREG), Betacellulin (BTC), Heparin-binding EGF-like Growth Factor (HB-EGF),
Neuregulin (NRG), Tomoregulin, Cripto-1 (CR-17) und Criptin nachgewiesen wer-
den.%3 87 Amphiregulin und Epiregulin sind einkettige Polypeptide.®! 62 Wahrend
AREG ausschlieBlich an den Epidermal Growth Factor Receptor bindet,?3 64 kann
EREG sowohl EGFR als auch HER4 aktivieren.®" Im Rahmen von Zellkulturmo-
dellen konnte beiden Liganden eine bifunktionale Wachstumsmodulation nach-
gewiesen werden.®! 83-65 Der stimulierende bzw. inhibitorische Effekt hing ab von

den experimentellen Bedingungen und der beobachteten Zellart.
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Biomarker in der Therapie des metastasierten kolorektalen Karzinoms

Obwohl der Einsatz monoklonaler Antikérper das Uberleben der Patienten deut-
lich verbessert hat, profitierten zunachst nur etwa 60 % von einer Therapie mit
Cetuximab.?® Um die Therapie zu individualisieren und fiir jeden Patienten zu
optimieren, mussten Biomarker identifiziert werden, die ein Therapieansprechen
vorhersagen konnen. Pradiktive Biomarker sagen die Effektivitat einer speziellen
Therapie voraus. Prognostische Biomarker lassen eine Aussage Uber das Uber-
leben der Patienten unabhangig von der Therapie zu. Hinsichtlich der anti-EGFR-
Therapie wurden Mutationen im Exon 2 des KRAS-Gens als negative pradiktive
Biomarker fur eine Behandlung mit monoklonalen Antikérpern wie Cetuximab
und Panitumumab identifiziert.2% ¢7-6% Diese Mutationen treten in circa 35 — 40 %
aller Patienten mit metastasiertem kolorektalen Karzinom auf.®® Eine KRAS-Mu-
tation bewirkt eine kontinuierliche Aktivierung der Signaltransduktion durch Blo-
ckade der GTPase. Somit werden unter Umgehung des Epidermal Growth Factor
Receptors Proliferation, aggressiveres Wachstum, Neovaskularisation und Me-
tastasierung gefordert sowie die Apoptose inhibiert.® 7° Kiirzlich wurde die Ana-
lyse von RAS-Mutationen ausgeweitet auf KRAS Exon 3 und 4 sowie NRAS Exon
2 bis 4. Seit 2013 ist damit der RAS-Wildtyp-Status in kolorektalen Tumoren Vo-
raussetzung fur eine anti-EGFR-Therapie mit monoklonalen Antikérpern. Der
Ausschluss von RAS-mutierten Tumoren aus dieser Therapieart steigerte das
mediane Gesamtlberleben der neuen Zielpopulation in Erstlinienstudien auf

Uber 30 Monate.30. 71-73

Die EGFR-Liganden Amphiregulin und Epiregulin wurden erstmals von Kham-
bata-Ford et al. innerhalb eines Micro-Arrays als Biomarker in der Zweit- und
Drittlinientherapie des metastasierten kolorektalen Karzinoms mit Cetuximab un-
tersucht. Hierbei zeigte sich vor allem in KRAS Wildtyp Tumoren eine grollere
Krankheitskontrollrate mit einem glnstigeren progressionsfreien Uberleben.™
Jacobs et al. untersuchten retrospektiv in 220 Irinotecan-refraktare Patienten un-
ter Cetuximab-Monotherapie aus mehreren Studien (EVEREST, BOND, SAL-
VAGE, BABEL) die Expression von Amphiregulin und Epiregulin mithilfe der

9



1. Einleitung

RTgPCR und konnte diesen Effekt bestatigen.” Neuere Studien mit kleineren
Patientenzahlen wiesen ahnliche Ergebnisse auf.”¢’® Dennoch wurde ebenfalls
ein negativ-pradiktiver Effekt beschrieben. In einer immunhistochemischen Ana-
lyse der Gewebe-Expression und in einer serologischen Untersuchung durch ei-
nen ELISA-Test zeigte sich eine Korrelation hoher Amphiregulin- und Epiregulin-
Expression mit einem aggressiveren Tumorwachstum.” Weiterhin konnte in ei-
ner Untersuchung des metastasierten kolorektalen Karzinoms ausschlief3lich in
KRAS-Wildtyp-Primartumoren ein gunstiger Effekt einer niedrigen EREG-Ex-
pression nachgewiesen werden.® Dariiber hinaus ist es zwei kleineren Studien
gelungen, retrospektiv die Expression von Amphiregulin und Epiregulin zur Vor-
hersage von Lebermetastasen zu benutzen.?': 82

Insgesamt ist die Aussagekraft Uber die Rolle von Amphiregulin und Epiregulin
als pradiktive bzw. prognostische Biomarker bislang eingeschrankt. Drei Studien,
die sich auf refraktare Patienten konzentrierten, wiesen einen Kontrollarm ohne
Therapie mit monoklonalen Antikdrpern auf. So wurde der pradiktive Effekt einer
Ligandenexpression (AREG und EREG) fir eine anti-EGFR-Therapie zum einen
in einer Studie untersucht, die Panitumumab und Irinotecan mit Irinotecan alleine
verglich.83 Zum Anderen zeigte sich der glnstige Effekt einer hohen EREG-Ex-
pression in Patienten, die Cetuximab und eine supportive Therapie erhalten hat-
ten gegenuber Patienten, die ausschliellich supportive Therapie erhielten.”® Die
bisher umfangreichste Untersuchung des PICCOLO-Kollektivs umfasste 323 Pa-
tienten mit fortgeschrittenem, nicht metastasierten kolorektalen Karzinom (Irino-
tecan vs. Irinotecan + Panitumumab). Hier konnte eine hohe AREG und EREG-
Expression mit einem gunstigen pradiktiven Effekt auf eine Therapie mit Panitu-
mumab in RAS-Wildtyp-Patienten assoziiert werden.8

Die meisten Studien hingegen untersuchten die Expression von Amphiregulin
und Epiregulin ausschliel3lich in Kollektiven, welche eine Therapie mit Cetuximab
erhalten hatten.” 77 7® Somit lasst sich bislang keine Aussage liber den magli-
chen prognostischen Wert einer vermehrten Ligandenexpression nachweisen,

da ein rein auf Chemotherapie basierendes Kollektiv bislang fehlte.
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1. Einleitung

Aufgrund dieser unzureichenden Datenlage sind weitere Untersuchungen not-

wendig, um den prognostischen Wert von Amphiregulin und Epiregulin ermitteln

zu konnen.
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2. Zielsetzung

2. Zielsetzunq

Ziel der vorliegenden Analyse war es, den prognostischen Effekt der EGFR-Lig-
andenexpression von Amphiregulin und Epiregulin in Patienten mit metastasier-
tem kolorektalen Karzinom zu untersuchen, die mdglichst nicht mit monoklonalen
Antikorpern wie Cetuximab und Panitumumab behandelt wurden. Dazu sollten
Schwellenwerte (Cut-Offs) definiert werden, die eine Aussage Uber die Pravalenz
der hohen Expression zulassen sollten. Zudem sollten diese Schwellenwerte
eine statistische Grundlage zur objektiven Dichotomisierung der Expression dar-
stellen. Daflir wurde retrospektiv das Kollektiv der randomisierten Phase Il — Stu-
die FIRE1 molekulargenetisch analysiert. Hier erhielten die Patienten die Kombi-
nation aus 5-Fluoruracil, Leucovorin und Irinotecan (FUFIRI) oder ein modifizier-
tes Protokoll aus Irinotecan und Oxaliplatin (mIrOx) in der Erstlinientherapie.

Folgende Faktoren wurden untersucht, um die Fragestellung zu klaren:

- Die Expression der EGFR — Liganden Amphiregulin und Epiregulin mithilfe
der Real-Time Quantification PCR (RTgPCR)

- Der RAS- und PIK3CA-Mutationsstatus mithilfe der Pyrosequenzierung
zum Ausschluss potentieller Signalweg-bezogenen Interaktionen

- Die EGFR-Expression mit einer immunhistochemischen Farbung unter

Adaption eines bereits bestehenden Bewertungs-Scores
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3. Studiendesign und Methoden

3. Studiendesign und Methoden

3.1. FIRE1-Studie

Alle in diesem Kapitel gemachten Angaben beziehen sich auf die zur Studie ge-

horigen Artikel von Fischer von Weikersthal et al. sowie Stahler et al.8% 86

Studiendesign

FIRE1 ist eine multizentrische, abgeschlossene, zweiarmige, randomisierte klini-
sche Phase IlI-Studie. Sie verglich die Kombinationstherapien Irinotecan plus 5-
Fluoruracil / Folinsaure (FUFIRI) und Irinotecan plus Oxaliplatin (mlrOx) in der
Erstlinientherapie. Insgesamt waren 48 Zentren in Deutschland an ihrer Durch-
fuhrung beteiligt. Patienten im FUFIRI-Arm erhielten eine wdchentliche i.v. - Che-
motherapie mit 2000 mg/m? 5-Fluoruracil als 24-stiindige Infusion, anschlieRend
500 mg/m? Folinsaure i.v. innerhalb 120 Minuten. Patienten im mirOx-Arm erhiel-
ten eine wochentliche Chemotherapie mit 85 mg/m? Oxaliplatin innerhalb von 120
Minuten an den Tagen 15 und 29. Beide Gruppen erhielten Irinotecan initial als
eine dreiRig mindtige Infusion mit 80 mg/m?. Der Therapiezyklus wiederholte sich
alle 49 Tage.

Als Zweitlinientherapie wurde crossover treatment (Wechsel zum jeweils ande-

ren Therapieschema) empfohlen.

Patienten

Die Ein- und Ausschlusskriterien der FIRE1-Studie sind tabellarisch aufgefiihrt
(Tabelle 2).

13



. Studiendesign und Methoden

Ein- und Ausschlusskriterien der FIRE1- Studie

Einschlusskriterien

Ausschlusskriterien

Patienten zwischen 18 und 75 Jahren

Sympt. Peritonealkarzinose

Histologisch nachgewiesenes metastasier-

Hirnmetastasen

tes Kolon- oder Rektum-Ca

Frihere adjuvante Therapie, wenn behand-
lungsfreies Intervall > 6 Monate und keine
: : : Chronisch-entziindliche Darmerkrankung
vorherige Behandlung mit Topoisomerase |

— Inhibitoren oder Platinderivaten

Karnofsky-Index > 70 % Darmobstruktion

Vertretbare Leber- und Knochenmark-Werte 5-Fluoruracil- oder Folinsaure-Intoleranz

weitere boésartige Erkrankungen aul3er ei-
Zweidimensional messbare Tumorlasionen | nem in-situ-Karzinom der Cervix uteri und ei-

nem Basalzellkarzinom

Verfuigbares Tumormaterial bekanntes Gilbert-Syndrom

Anwendung antineoplastischer Medika-
mente

Schwangerschaft und/oder Stillzeit

Strahlentherapie innerhalb 6 Wochen vor

Studieneintritt

Tabelle 2: Ein- und Ausschlusskriterien der FIRE1-Studie.

Von jedem Patienten wurde eine schriftliche Einwilligungserklarung eingeholt.

Von allen Patienten wurden demographische, pathologische und klinische Daten
erhoben und dokumentiert. Fur die Dauer der Behandlung und des Follow-Ups
fand eine kontinuierliche Uberwachung statt. Die FIRE1-Studie wurde nach der
Declaration of Helsinki (1996) durchgefihrt. Eine Bewilligung der retrospektiv
durchgefiuhrten Analyse erfolgte durch die lokale Ethikkommission der Ludwig-

Maximilian-Universitat Minchen (registry-Nr.: 545-11).

Von 208 (43.4 %) der insgesamt 479 Patienten war Tumormaterial in Form eines
Gewebeblocks vorhanden. Diese verteilen sich etwa gleichmallig auf die Arme
FUFIRI (n = 108, 51.9 %) und mIrOx (n = 100, 48.1 %).

Alle 208 Patienten konnten hinsichtlich RAS- und PIK3CA-Status sowie EGFR-

Expression analysiert werden. 192 Studienteilnehmer wiesen eine messbare

14



3. Studiendesign und Methoden

MRNA-Expression auf. Von 16 Tumoren konnte aufgrund unzureichenden Tum-

orgewebes keine RNA extrahiert werden.

Endpunkte

Der primare Endpunkt der Originalstudie war der Vergleich des progressions-
freien Uberlebens (progression free survival, PFS) einer Therapie mit FUFIRI ge-
genuber einer modifizierten IrOx-Therapie (mIrOx). Sekundare Endpunkte waren
response rate, Gesamtuberleben (overall survival, OS), Resektion von Leberme-
tastasen und Therapietoxizitat. Zur Ermittlung des progressionsfreien Uberle-
bens, Gesamtliberlebens und der Effektivitat der Zweitlinientherapie wurden Pa-
tienten im Intervall von 3 Monaten erneut untersucht. Das PFS war definiert als
Intervall zwischen der Randomisierung und erster Dokumentation einer Progres-
sion bzw. des Todes. Das OS wurde berechnet als Zeitspanne zwischen Rand-
omisierung und einem eingetretenen Todesfall, ungeachtet des Grundes. Sowohl
PFS als auch OS wurden immer als Mediane angegeben. Die letzte Zensierung
lebender Patienten fand beim letzten Patientenkontakt statt. Die letzte Aktualisie-

rung des Gesamtiiberlebens wurde 2012 durchgefiihrt.8’
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3.2. Methoden

3.2.1. Analyse des RAS- und PIK3CA-Status

DNA-Isolation

Von den Patienten lag Tumormaterial in Form eines Formalin Fixierten Paraffin
Eingebetteten (FFPE) Gewebeblocks vor. Mit einem Mikrotom wurden Leer-
schnitte mit einer Dicke von etwa 10 um abgetrennt und auf einem Objekttrager
fixiert. Von jedem Patienten wurde eine Hamatoxylin-Eosin (HE) -Farbung ange-
fertigt. Von den Ubrigen Leerschnitten wurde das Gewebe in einer aufsteigenden

Xylol-, spater 100 prozentigen Ethanol-Reihe rehydriert und das Paraffin entfernt.

Nach Lufttrocknung der Schnitte fand unter mikroskopischer Betrachtung eine

Makrodissektion von Tumorzellen mithilfe von sterilen Skalpellen statt. Hierfur

SN
P 4
cut mark transfer  scratch stain E:onfirm

Abbildung 2: Workflow der Nukleinsauren-Extraktion aus FFPE-Gewebe.
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diente die HE-Farbung als Blaupause, um die Tumorareale erkenntlich zu ma-
chen und auf die Ubrigen Leerschnitte zu Ubertragen.

Die abgetrennten Zellen wurden gemaf des QlAamp DNA FFPE Tissue Kits in
eine Pufferlésung Uberfuhrt. AnschlieRend fand die Isolation der DNA nach einer
Inkubationszeit von funf Stunden bei 56 Grad Celsius und anschlieRender Dena-
turierung bei 90 Grad Celsius fur zehn Minuten protokollgemaf’ unter Zuhilfen-
ahme des Isolierroboters QlAcube statt. Dabei wird die DNA an die Silikatmemb-
ran der mitgelieferten Saulen gebunden. Daraufhin erfolgt die Reinigung durch
das Waschen mit Puffern und anschlieRendes Abzentrifugieren. Das genaue
Protokoll findet sich im Anhang dieser Dissertation. Die reine DNA war daraufhin

uber mehrere Monate bei -20 Grad Celsius haltbar.

DNA-Amplifikation

Um Mutationen nachweisen zu kdnnen, wurde die DNA mithilfe der Polymerase-
Ketten-Reaktion (engl. Polymerase-Chain-Reaction, kurz PCR) amplifiziert. Da-
fur waren zunachst Primer notwendig. Primer sind kurze Nukleotidsequenzen,
welche komplementar zu den benachbarten Bereichen des zu amplifizierenden
DNA-Abschnitts waren.®8 Das Schliisselenzym der PCR stellt die sogenannte
Taqg-Polymerase dar. Es handelt sich dabei um eine DNA-abhangige DNA-Poly-
merase, die am 3‘-Ende des jeweiligen Primers ansetzt. Daraufhin werden in 5'-
3-Richtung zum Gegenstrang komplementare Desoxyribonukleotide (dNTPs),
Bausteine der DNA, eingebaut. Als Besonderheit zur menschlichen DNA-Poly-
merase stammte die Taqg-Polymerase vom Bakterium Thermus aquaticus.
Dadurch war auch das Enzym sehr hitzebestéandig.® Als Basis flir die PCR wurde
das HotStarTag DNA Polymerase Kit (1000 U) (QiaGen) benutzt. Die Forward-
und Reward-Primer der (Biomers) besal3en eine Ausgangskonzentration von 100
pmol / ul und wurden auf eine Endkonzentration von 20 yM verdinnt. In der De-
naturierung wurde die DNA auf 95°C erhitzt, damit sich die Doppelstrange von-
einander trennen. Bei einer Annealing Temperatur von 60 Grad Celsius wurden

50 Zyklen durchlaufen. Nach Beendigung des letzten Zyklus kuhlte der
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MasterCycler auf 4°C herunter. Bei 2 — 8°C waren die PCR-Produkte mehrere
Wochen lang haltbar. In der abschlieienden Elongation bei 72 Grad Celsius fand
die Verlangerung des gewlnschten DNA-Abschnitts ausgehend von den ange-
lagerten Primern statt. Das ausfuhrliche Protokoll und die Primersequenzen fin-

den sich im Anhang dieser Dissertation.

Pyrosequenzierung

Polymerase
(1) (DNA), + dNTP ey (DNA) |, + PPi
Sulfurylase
(2 ’
APS+PPi  ATP Licht

Luciferin  Oxyluciferin

\

(3}+(4) Luciferase

ATP licht — w—)y

Zeit
Beim Nukleotideinbau wird Licht erzeugt,
das im Pyrogramm als Peak dargestellt wird.

Apyrase

(5) dNTP  ——» dNDP + dNMP + Phosphat
Apyrase
(6) ATP —=— > ADP + AMP + Phosphat

Abbildung 3: Prinzip der Pyrosequenzierung. Modifiziert nach Pyromark Q24® Handbuch (Qiagen).

Bei der Pyrosequenzierung handelt es sich um eine DNA-Sequenzierungstech-
nik, welche auf der Detektion von freiwerdendem Pyrophosphat wahrend der
DNA-Synthese beruht. In einer enzymatischen Reaktionskaskade entsteht Licht,
das proportional zur Anzahl der eingefugten Nukleotide ist.

In einem System zur Pyrosequenzierung sind eine DNA-Polymerase, ATP-Sul-
furylase, Luciferase und Apyrase enthalten. Als Substrate fir diese Enzyme fun-

gieren die amplifizierte DNA mit einem angelagerten Sequenzierungsprimer,
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Adenosinphosphosulfat und D-Luciferin. Zusatzlich werden Desoxyribonukleo-
tide bendtigt.

In einem ersten Schritt lagert die DNA-Polymerase komplementar zum Gegen-
strang das passende Nukleotid an das 3-Ende des Primers. Hierbei wird der
DNA-Strang also um ein Nukleotid verlangert und Pyrophosphat (PPi) wird ab-
gespalten (1). Das anorganische Pyrophosphat (PPi) dient daraufhin als Sub-
strat fur die ATP-Sulfurylase, die ATP herstellt (2).

In den nachsten beiden Schritten wird Licht bei der Umsetzung von Luciferin frei-
gesetzt, sofern das richtige Nukleotid eingebaut wurde (3)(4). Die Apyrase sorgt
dafur, dass nicht passende Nukleotide und ATP zwischen den einzelnen Reakti-
onen abgebaut werden (5)(6). (Abbildung 3)

Zusatzlich wurden fur die Analyse Streptavidin-beschichtete, magnetische Beads
verwendet. Die Streptavidin-Beschichtung erméglicht eine Bindung an das bioti-
nylierte Ende der PCR-Produkte. Dadurch wird DNA immobilisiert und der Pyro-
sequenzierung zuganglich gemacht.%

Zu Beginn wurde ein Master-Mix erstellt, welcher den Binding Buffer von QiaGen,
destilliertes, HPLC-gereinigtes Wasser sowie Streptavidin-beschichtete Beads
enthielt. Der Binding Buffer verbesserte hierbei die Bindung der PCR-Produkte
an die Beads. Jeweils 65 pl dieses Mixes wurde in jedes well einer 24-well-PCR-
Platte pipettiert.

Zu diesem Mix wurde jeweils 15 pl PCR-Produkt hinzugegeben. Die PCR-Platte
wurde daraufhin fir 5 Minuten bei moderater Starke geruttelt, um eine ideale Bin-
dung von PCR-Produkt und Beads zu begunstigen. Dieser Schritt wirkte einer
verfrihten Sedimentation entgegen. In diesem Zeitraum wurde der Sequenzie-
rungs-Primer mit Annealing Buffer angesetzt und daraufhin noch einmal mit die-
sem verdunnt. Der Annealing Buffer dient dem Zweck, die Bindung von Sequen-
zierungs-Primer an PCR-Produkt zu verbessern. Es wurden jeweils 25 pl ver-
dinnte Primer-Losung auf eine flache Platte der Firma QiaGen pipettiert. Mithilfe
eines Kompressors und einer Saugnadel-Vorrichtung wurde zunachst zweifach
destilliertes Wasser angesogen, daraufhin der Master-Mix mit den Beads, welche

sich nun an die Nadelkopfe anlagerten. Diese Beads wurden nun schrittweise fur
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5 Sekunden in Ethanol 70 %, fur 5 Sekunden in Denaturation Solution und fur 10
Sekunden in Waschpuffer Gberfuhrt. Die Denaturation Solution sorgt dafiur, dass
sich der Doppelstrang des PCR-Produktes trennt und ein DNA-Einzelstrang Ubrig
bleibt. Der Waschpuffer wascht die Einzelstrange. Nach kurzer Lufttrocknung
wurden die Beads auf die Platte mit der verdinnten Sequenzierungsprimer-L6-
sung uUberfuhrt. Der Annealing-Schritt von Sequenzierungsprimer an Beads er-
folgte durch Erhitzen der Platte auf 80°C fur 2 Minuten. Daraufhin kiihlte die Platte
5 Minuten ab. In dieser Zeit wurde die sog. Cartridge, eine Dispensationseinheit
mit mehreren Kammern, nach vorheriger Spulung mit zweifach destilliertem Was-
ser mit den Reagenzien des PyroMark Gold Q24 Kits befullt. Dieses Kit umfasst
eine Enzymldsung, eine Substratlésung, sowie die Nukleotide A, C, G und T.
Anstelle von Desoxyadenosintriphosphat wurde jedoch Desoxyadenosin-alpha-
thio-triphosphat verwendet, um die Funktionsweise der Luciferase nicht zu be-
eintrachtigen. Sobald die mit Sequenzierungsprimer und PCR-Produkt beladene
Platte abgekuhlt war, wurde sie zusammen mit der Cartridge in den PyroMark
Q24 Pyrosequencer Uberflhrt.

Dieser analysierte die Sequenz des Einzelstrangs nach oben genanntem Prinzip.

Als Negativkontrolle wurde stets Wasser verwendet.

3.2.2. Immunhistochemische Farbung des EGFR

FUr die immunhistochemische Farbung wurde ein vorverdinnter monoklonaler
Maus-Antikorper-Klon (3C6) von Ventana Medical Systems (Tucson, Arizona,
USA) verwendet.

Die Farbung fand vollautomatisiert unter Verwendung eines Ventana BenchMark
XT Autostainers mithilfe des XT Ultra View Diaminobenzidine Kits statt. Die Aus-

wertung erfolgte an einem normalen Lichtmikroskop.

3.2.3. mMRNA-Expressionsanalyse von Amphi- und Epiregulin

RNA-Isolation
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Nach der Entparaffinierung in einer Xylol-Ethanol-Reihe und anschlieRender
Luftrocknung fand eine Markierung des Tumorareals mit anschliel3ender Dissek-
tion unter dem Mikroskop statt. Die Zellen wurden gemal des RNeasy FFPE
Tissue Kits in eine Pufferldsung tberfuhrt und flr 15 Minuten bei 55 Grad Celsius,
danach weitere 15 Minuten bei 80 Grad Celsius inkubiert. Anschlieflend fand die
Isolation der RNA unter Zuhilfenahme des Isolierroboters QlAcube statt. Dabei
wurde die RNA an die Silikatmembran der mitgelieferten Saulen gebunden. Da-
raufhin erfolgt die Reinigung durch das Waschen mit Puffern und anschlieRendes
Abzentrifugieren. Das genaue Protokoll findet sich im Anhang dieser Disserta-
tion. Die reine RNA war daraufhin Uber mehrere Monate bei -80 Grad Celsius
haltbar. Optional konnten die gekratzten Leerschnitte mit einer Hamatoxylin-Eo-
sin-Farbung gefarbt werden, um zu bestatigen, dass die Tumorareale entfernt
wurden.

Um auch kleinste Reste genomischer DNA aus der isolierten RNA zu entfernen,
wurde diese anschliellend noch einmal mit dem RNeasy MinElute Cleanup Kit in
Verbindung mit dem RNase-free DNase Set von QiaGen aufgereinigt. Eine
DNAse loste dabei die DNA auf. Danach fanden mehrere Reinigungs- und Zent-
rifugationsschritte statt.

Fur die Vermessung der RNA wurde das Spektrophotometer NanoDrop 1000
(Fa. Thermo Scientific) mit einem Messbereich zwischen 220 und 750 nm unter
Verwendung von 1 pl isolierter RNA benutzt. Die dazugehorige Software konnte
damit die Konzentration der in der Probe enthaltenen Nukleinsduren angeben.
Die Initialisierung des Gerats fand durch Messung von 1 ul RNase-freiem Wasser
statt, welches auch zur Messung des Leerwerts benutzt wurde.

Um die RNA quantifizieren zu kénnen, wurde eine cDNA-Kopie mit einer Rever-
sen Transcriptase angefertigt.®? In diesem Fall wurde das RevertAid First Strand
cDNA Synthesis Kit der Firma Fermentas benutzt. Fir eine angemessene Ver-
gleichbarkeit zwischen allen Patienten wurden unabhangig von der Isolations-

menge an RNA jeweils nur 150 ng umgeschrieben.

Herstellung einer Positiv-Kontrolle flir cDONA-Quantifizierung
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Zur Qualitatssicherung aller Messungen wurde flur jedes zu messende Gen eine
eigene Positivkontrolle von 5x10* cDNA-Molekiilen / pl angefertigt. Dadurch
konnte der spezifische Crossing point (Cp) — Wert ermittelt werden. Die Positiv-
kontrolle wurde jeder Messung hinzugefugt unter Beachtung des gleichbleiben-
den Cp-Werts.

Nach Amplifikation einer cDNA in einer PCR-Reaktion fand die Aufreinigung der
PCR-Produkte mit dem DyeEx 2.0 Spin Kit von QiaGen statt. Anschlielend
wurde die copy number (Anzahl der amplifizierten DNA-Stlicke) nach Quantifi-

zierung am Nanodrop 1000 mit nachfolgender Formel ermittelt:

#] _conc [ng/ul] 11
concs [ul] = ongth ppp” X 912576 x10

conc# x6.023 1023 x 1077 [ gx #xmol x bp
length x 660 ulxmolxbpx g

copy number =

]

Daraufhin wurde das Probenvolumen fiir 5 * 10'° Molekiile / pl berechnet:

Vol [ul] = 5 * 107° / copy number

FUr die Minimierung von Pipettierfehlern wurde die zehnfache Menge an Proben-
volumen hergestellt und mit RNase-freiem Wasser auf ein Endvolumen von 10
Ml eingestellt. Zur besseren Darstellung auf der nachfolgenden Messung am
LightCycler von Roche wurde die Molekulzahl pro ul auf 5 * 10* Molekiile / pl

verdinnt.

22



3. Studiendesign und Methoden

cDNA-Quantifizierung mittels RT-gPCR

Fir die Quantifizierung der RNA wurde der LightCycler 480 von Roche benutzt.
Dieser erfasst eine PCR-Reaktion in Echtzeit mithilfe fluoreszensmarkierter, hu-
mane Oligonukleotid-Probes (RTgPCR). Probes sind spezifische Oligonukleotid-
Sequenzen, die zu einem Teil mit einem Fluorophor-Donor, zum anderen Teil mit
einem Fluorophor-Akzeptor gekennzeichnet sind. Zunachst wurde fir jedes Gen
ein Mastermix fUr die Amplifikation der jeweiligen cDNA-Proben angefertigt. Die-
ser bestand aus dem Roche ProbeMaster, den jeweiligen Primern und ihren Pro-
bes. Jeweils 8 pl dieses Mastermixes wurden mit 2 ul der jeweiligen zu messen-
den cDNA in die wells einer gekuhlten Multiwell-Platte pipettiert. Um einer mdg-
lichen Evaporation vorzubeugen, wurden die Multiwell-Platten mit Folie versie-
gelt. Daraufhin wurden sie im Lightcycler vermessen. Die Ergebnisse wurden als
Crossing point (Cp) -Werte ausgegeben. Der Cp-Wert ist definiert als Zeitpunkt,
an dem die gemessene Fluoreszens durch die entstandenen PCR-Produkte ho-
her ist als die Hintergrund-Fluoreszens.

Die Expression der Zielgene AREG und EREG wurde mit b-Actin als Referenz-

gen verglichen.

3.2.4. Statistische Analyse

Fir die statistische Analyse wurde SPSS PASW 18.0 (SPSS Inc., Chicago, II-
linois) und SAS 9.2 (SAS Institute Inc., Cary, North Carolina) benutzt.

Gesamtiiberleben (overall survival, OS) und progressionsfreies Uberleben (pro-
gression free survival, PFS) wurden nach den molekularen Biomarkern stratifi-
ziert und mit der Kaplan-Meier-Methode geschatzt. Als Signifikanztest fur Unter-
schiede wurden Log-Rank-Tests und Cox-Regressionsanalysen verwendet. Uni-
variate Cox-Regressionsanalysen wurden in Subgruppen stratifiziert nach Bio-
markern durchgefuhrt. Zusatzlich fand eine multivariate Cox-Regressionsanalyse

mit Backward elimination Algorithmus statt.
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4. Auswertung

4.1. Ergebnisse der FIRE1-Studie

Patienten

In einem Zeitraum der Jahre 2000 bis 2004 wurden insgesamt 495 Patienten mit
fortgeschrittenem kolorektalen Karzinom aus 48 deutschen Studienzentren ak-
quiriert. Von diesen gelangten 479 Patienten in die Intention-to-treat-Analyse. Die
Patienten wurden randomisiert auf die beiden Behandlungsarme 5-Fluoruracil +
Irinotecan (FUFIRI) sowie Oxaliplatin + Irinotecan (mIrOx) verteilt (n[FUFIRI] =
238, n[mIrOx] = 241).85 2012 fand eine Aktualisierung der Uberlebensdaten
statt.8” Basierend auf diesem Kollektiv wurden flr diese Dissertation verfligbare
Tumorproben von 208 Patienten analysiert. Die Stratifizierung sowie die Charak-
teristika von Patienten und Tumoren in den Subpopulationen erwiesen sich in

beiden Behandlungsgruppen als ausgeglichen (Tabelle 3).8°

Baseline Charakteristika der Subpopulationen der FIRE1-Studie.?¢
FUFIRI mIROX
Parameter Subpopulation Subpopulation
(n=108) (n =100)
Alter, median (Spannweite) _ _
(Jahre) 62.9 (42 — 75) 63.2 (25 — 76)
Geschlecht, Zahl (%)
weiblich 38 (35.2) 32 (32.0)
mannlich 70 (64.8) 68 (68.0)
Karnofsky Index, Zahl (%)
100 47 (44.0) 48 (48.0)
90 - 70 61 (56.0) 52 (52.0)
Lokalisation Primartumor,
Zahl (%)
Colon 64 (59.3) 63 (63.0)
Rektum 44 (40.7) 37 (37.0)
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Metastasierung, Zahl (%)
Leber 89 (82.4) 80 (80.0)
Lunge 30 (27.8) 24 (24.0)
Lymphknoten 23 (21.3) 19 (19.0)
Metas. Organbefall, Zahl (%)
1 64 (60.0) 61 (61.0)
22 43 (39.0) 37 (37.0)
NA 1(1.0) 2(2.0)
Overall Response Rate % 46 38
Medianes PFS (Monate) 8.4 6.8
95% Ki 74-95 51-84
Log rank 0.16
HR (95% KIl) 1.23 (0.92-1.63)
Medianes OS (Monate) 21.3 18.2
95% Ki 17.4 - 25.2 15.1-21.2
Log rank 0.40
HR (95% Ki) 1.14 (0.85-1.52)

Tabelle 3: Baseline-Charakteristika der FIRE1-Subpopulationen. Legende: Mediane Uberlebensdaten aller
Patienten; p-Werte basierend auf log-rank-Test; HR: hazard ratio; Kl: Konfidenzintervall; PFS: progression-

free survival; OS: overall survival.
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Effektivitat in der Subpopulation

Das mediane progressionsfreie Uberleben der FUFIRI-behandelten Patienten
betrug 8.4 Monate (95% KI: 7.4 — 9.5 Monate). Im mirOx-Behandlungsarm zeigte
sich ein medianes PFS von 6.8 Monaten (95% KI: 5.1 — 8.4 Monate). Die Analyse
mittels Cox-Regression ergab mit einer hazard ratio [95% KIl] von 1.23 [0.92 —
1.63] einen leichten Uberlebensnachteil fiir Patienten, die sich im mIrOx-Arm be-
fanden. Signifikante Uberlebensunterschiede waren nach Durchfilhrung eines

log-rank-Testes nicht festzustellen (p = 0.16).

Bei der Betrachtung des Gesamtliberlebens wies der FUFIRI-Arm einen media-
nen Wert von 21.3 Monaten (95% KI: 17.4 — 25.2 Monate) auf gegenuber dem
mIrOx-Arm mit 18.2 Monate (95% Kl: 15.1 — 21.2). Eine hazard ratio [95% KI]
von 1.14 [0.85 — 1.52] zeigte hierbei weder gunstige noch nachteilige Effekte hin-
sichtlich des Uberlebens auf, was durch den log-rank-Test bestatigt werden

konnte (p = 0.40) (Abbildungen 4, 5).

Vergleich der Effektivitdt von Subpopulation und Gesamtpopulation

Die originale Gesamtpopulation der FIRE1-Studie wies im Vergleich zu den oben
erwahnten Subpopulationen ein &hnliches progressionsfreies Uberleben auf
(FUFIRI: 8.2 Monate [95% KI: 7.1 — 9.2] vs. mIrOx: 7.2 Monate [95% KI: 6.2 —
8.2]; HR [95% KI] = 1.14 [0.94 — 1.37]; p = 0.18).

Auch das Gesamtlberleben der Gesamtpopulation war vergleichbar mit dem
oben genannten Gesamtuberleben der Subpopulation (FUFIRI: 21.0 Monate
[95% KI: 18.3 — 23.8] vs. mIrOx: 18.7 Monate [95% KI: 16.2 — 21.1]; HR [95% K]
=1.09 [0.90 — 1.32]; p = 0.40).
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1,07 —IFUFIRI = 8.4 months
mirOx = 6.8 months
Hazard ratio: 1.23
95% Cl: 0.92 - 1.63
_ 0,87
[
2
>
1
a
o 0.67
(]
<
c
=]
@ 0,4
(]
1=
[=2] -
<)
1=
o
0,2
p=0.16
0,0
T I I |
0 12 24 36
Time (months)
No. at risk
FUFIRI 108 32 10 5
mlrOx 100 26 6 2

Abbildung 4: Vergleich des progressionsfreien Uberlebens unter FUFIRI oder mirOx in der FIRE1-Subpo-
pulation. Signifikanz-Test durch Log-Rank.
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Abbildung 5: Vergleich des Gesamtuberlebens unter FUFIRI oder mirOx in der FIRE1-Subpopulation. Sig-
nifikanz-Test durch Log-Rank.
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4.2. Haufigkeiten der Biomarker

RAS- und PIK3CA-Mutationen

Insgesamt lagen Gewebeproben von 208 Patienten der FIRE1-Studie vor, wel-
che sich gleichermal3en auf beide Behandlungsarme verteilten.
Der RAS-Status konnte von dem kompletten Subset erhoben werden.

DGOl n e s en e e e e e e 0 T TR e o x4 e 40 o0 i 40 e 00 02 e m e e m
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Abbildung 6: Pyrogramm eines Patienten mit KRAS-Wildtyp-Sequenz (oben) im Vergleich zu einer
¢.35G>A-Mutation in KRAS Exon 2, Codon 12.

107 von 208 Patienten (51.4 %) wiesen eine Mutation im RAS-Gen auf. Der Anteil
der KRAS Exon 2 — Mutationen betrug 38.9 %, der Anteil sonstiger RAS-Mutati-
onen 12.5 %. 101 Patienten wiesen keine Mutation auf und wurden dementspre-
chend als Wildtyp klassifiziert. Die haufigsten Mutationen zeigten sich in KRAS
Codon 12 und 13 als ¢.35G>A-, ¢.38G>A- und ¢.35G>T-Mutation. (Abbildung 7).
Bei insgesamt 15 von 208 Patienten konnte eine PIK3CA-Mutation nachgewie-
sen werden. Ein Patient wies eine Doppelmutation in Exon 9 und 20 auf. (Abbil-

dung 8)
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Abbildung 7: Pravalenz der RAS-Mutationen im Subset der FIRE1-Studie.
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Abbildung 8: Pravalenz von Mutationen in der gesamten FIRE1-Subpopulation.
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Verteilung der RAS- und PIK3CA-Mutationen auf die Studienarme

Results FUFIRI (n = 108) mIROX (n = 100)

Exon 2 3 4 2 3 4

KRAS mut. (%) | 4541.7) | 3(2.8) | 6(5.6) | 36(36.0) 4 (4.0) 2 (2.0)

NRASmut. (%) | 3(2.8) | 4(3.7) | 0(0.0) | 3(3.0) 1(1.0) 0 (0.0)
Results FUFIRI (n = 108) mIROX(n = 100)
Exon 9 20 9 20
PIK3CA mut. (%) 5 (4.6) 3(2.8) 5 (5.0) 3(3.0)

Tabelle 4: Verteilung der RAS- und PIK3CA-Mutationen auf die Studienarme. Legende: mut. = mutiert;

AREG- bzw. EREG-Expression

Fir eine Unterscheidung hoher und niedriger Expression von mRNA in Patien-
tenmaterial wurde ein Schwellenwert festgelegt. Lagen Patienten Uber diesem
Schwellenwert, wiesen sie eine hohe Expression auf. Studienteilnehmer, die da-
runter lagen, gingen mit einer niedrigen Expression einher. Hierfir wurden Cros-
sing Point (Cp)-Werte von Beta-Actin, Amphiregulin (AREG) und Epiregulin
(EREG) mithilfe des LightCyclers von Roche in Duplikaten bestimmt. Cp-Werte
geben den Zyklus an, ab dem die detektierte Fluoreszens merklich Uber der Hin-
tergrund-Fluoreszens liegt. Je grofder dieser Wert ist, desto geringer muss die
Expression sein, weil sie erstin einem spateren Zyklus wahrgenommen wird. Das
Referenzgen (Beta-Actin) wird in jedem Patienten etwa gleich exprimiert. Die Ex-
pression des Zielgens muss in Relation dazu quantifiziert werden. Sowohl! Uber-
expression als auch Expressionsverlust kdbnnen nur definiert werden, wenn das
normale Expressionsprofil eines Tumors bekannt ist. Zunachst wurde der relative
ACp-Wert kalkuliert als Differenz des maximalen Werts von 40 und der gemes-
senen Werte. Daraufhin wurden die ACp-Werte exponenziert, da sie ursprunglich
als logarithmierte Werte vorlagen. Da es sich nun um natirliche Zahlen handelte,

konnte man den Mittelwert aus den Duplikaten und den Quotienten mit dem
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Referenzgen bestimmen. Zur einfacheren Handhabung wurden die erhaltenen
Werte wiederum logarithmiert. Indem man nun jeden gemessenen Wert auf den
niedrigsten Wert bezog, erhielt man AACp. Somit wurde nun jeder AACp-Wert zu
einem Vielfachen des niedrigsten Wertes. Der Schwellenwert fur die Unterteilung
einer hohen und niedrigen Expression wurde bestimmt als das Maximum von
Sensitivitat und Spezifitat aller ermittelten AACp-Werte bezogen auf die Gesamt-
ansprechrate (overall response rate, ORR). Mithilfe einer Receiver Operator Cha-
racteristic (ROC)-Analyse konnte der entsprechende Punkt aus den Daten be-
stimmt werden (Abbildungen 9, 10). Die Area Under Curve (AUC) ist ein Mal} fur
die Gute des Schwellenwerts. Eine AUC von 0.5 geht damit einher mit einer zu-
falligen Einteilung von Patienten mit hoher und niedriger Expression. Eine AUC
von 1.0 wurde Patienten mit hoher und niedriger Expression perfekt voneinander
trennen. Im Fall von Amphiregulin betrug die AUC 0.546 (95% KI: 0.461 —0.630),
und fur Epiregulin 0.624 (95% KI: 0.5 — 0.694). Der Cut-Off fur Amphiregulin
wurde nach dieser Methode auf 71.60 festgelegt und fur Epiregulin auf 2.12.
Nach dieser Unterteilung wiesen 31 Patienten eine hohe Amphiregulin-Expres-
sion gegenuber den ubrigen 161 Studienteilnehmern auf (16.1 vs. 83.9 %). Hin-
sichtlich Epiregulin exprimierten 89 von 192 Patienten diese mMRNA oberhalb des

ermittelten Schwellenwerts. (46.4 vs. 53.6 %).
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Sensitivitat

1,0 Receiver Operator Characteristic
Logarithmic AREG expression
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cut-off = 71.6
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0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
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Abbildung 9: Receiver Operator Characteristic Analyse zur Ermittelung eines Schwellenwerts fur die Di-
chotomisierung niedriger und hoher AREG-Expression.
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p = 0.003
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Abbildung 10: Receiver Operator Characteristic Analyse zur Ermittelung eines Schwellenwerts fir die Di-
chotomisierung niedriger und hoher EREG-Expression.
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EGFR-Expression

Analog zur mRNA-Expression musste auch zwischen hoher und niedriger EGFR-
Expression unterschieden werden. Hierbei wurde zum Teil auf eine vorausge-
gangene immunhistochemische Analyse von Neumann et al. zurlickgegriffen.®?
(Abbildung 11) Der Schwellenwert bestand aus dem Produkt der Farbeintensitat
(0O — keine Farbung; 1 — schwache Farbung; 2 — moderate Farbung; 3 — starke
Farbung) mit dem prozentualen Anteil der angefarbten Zellen. Somit ergab sich
ein End-Score von minimal 10 bis maximal 300. Anschliel3end wurde eine Recei-
ver Operator Characteristic (ROC) — Analyse durchgefuihrt, um den besten
Schwellenwert mit einem Maximum an Sensitivitat und Spezifitat herauszufinden.
Die Analyse ermittelte den Wert 22.5 (AUC: 0.522, 95% KI: 0.443 — 0.602, p =
0.58). 137 Patienten zeigten niedrige Expression (EGFR low) und 71 Patienten
hohe Expression (EGFR high).
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Abbildung 11: Membranése EGFR-Farbung durch Immunhistochemie. Schwach (oben), moderat (mittig),
stark (unten).
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4. Auswertung

4.3. Korrelation der Biomarker mit den Uberlebensdaten des FIRE1-Subset

RAS

Das progressionsfreie Uberleben von Wildtyp-RAS-Patienten zeigte mit median
8.1 Monaten (95% KI: 6.8 — 9.4 Monate) keinen signifikanten Unterschied gegen-
uber 8.0 Monaten (95% KI: 6.8 — 9.2 Monate) in RAS-mutierten Tumoren. Eine
Cox-Regressionsanalyse zur Ermittlung der hazard ratio mit 95% Konfidenzinter-
vall zeigte keinen Uberlebensnachteil (HR [95% Kl] = 0.91 [0.685 — 1.212]; p =
0.52). Auch hinsichtlich des Gesamtuberlebens konnte kein Unterschied zwi-
schen Patienten mit RAS-WT Tumor und RAS-MUT Tumor festgestellt werden
(21.9[95% KI: 18.2 — 25.6] vs. 18.6 [95% KI: 16.3 — 21.0] Monate; HR [95% KI]
=0.885[0.661 — 1.186]; p = 0.414). (Abbildung 12, 13)

PIK3CA
Patienten mit PIK3CA-mutierten Tumoren wurden mit einem Trend zu einem ge-
ringeren Gesamtuberleben assoziiert. Ein Vergleich univariater Cox-Regressi-

onsanalysen offenbarte eine hazard ratio [95% KI] von 0.638 [0.368 — 1.105].
Der Effekt war allerdings nicht signifikant (p = 0.109). (Tabelle 5)
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1,07 g -MRAS wild type: 8.1 months
\\ RAS mutation: 8.0 months
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No. at risk
RAS wildtype 101 30 8 2
RAS mutation 107 28 8 5

Abbildung 12: Vergleich des progressionsfreien Uberlebens fiir Patienten mit RAS-Wildtyp-Tumoren oder
RAS-mutierten Tumoren durch Kaplan-Meier-Analyse. Signifikanz-Test durch Log-Rank.
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RAS wildtype 101 76 41 17 5 1
RAS mutation 107 81 38 14 5 1

Abbildung 13: Vergleich des Gesamtuberlebens fiir Patienten mit RAS-Wildtyp-Tumoren oder RAS-mutier-
ten Tumoren durch Kaplan-Meier-Analyse. Signifikanz-Test durch Log-Rank.
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EGFR

Die Expression des EGF-Rezeptors korrelierte nicht mit dem Uberleben des Kol-
lektivs. Hinsichtlich des progressionsfreien Uberlebens ergab eine hohe EGFR
Expression gegenuber einer niedrigen Expression Werte von 8.0 [95% KIl: 7.0 —
9.0 Monate] vs. 8.4 [95% KI: 7.1 — 9.6 Monate] Monaten (HR [95% KI] = 0.94
[0.79 — 1.43]; p = 0.69). Auch das Gesamtuberleben wurde nicht von der EGFR
Expression beeinflusst (hohe Expression: 18.1 [95% KI: 14.4 — 21.7 Monate] vs.
niedrige Expression: 20.9 Monate [95% KI: 17.9 — 23.8 Monate]; HR [95% KI] =
0.92 [0.80 — 1.48]; p = 0.59). (Abbildungen 14, 15)
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Abbildung 14: Vergleich des progressionsfreien Uberlebens fiir Patienten mit niedriger oder hoher Ex-

pression des Epidermal Growth Factor Receptors. Signifikanz-Test durch Log-Rank.
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Abbildung 15: Vergleich des Gesamtuberlebens fir Patienten mit niedriger oder hoher Expression des
Epidermal Growth Factor Receptors. Signifikanz-Test durch Log-Rank.
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AREG-Expression

Von den 192 messbaren Patienten wiesen 161 eine niedrige, 31 eine hohe Ex-
pression auf.

Das progressionsfreie Uberleben zeigte einen signifikanten Unterschied mit 8.0
Monaten [95% KI: 7.0 — 9.0 Monate] bei niedriger Expression und 10.0 Monate
[95% KI: 5.7 — 14.3 Monate] bei hoher Expression (HR [95% KI] = 0.62 [0.402 —
0.940]; p = 0.03). Im Gegensatz dazu lieR sich dieser signifikante Uberlebens-
vorteil nicht im Gesamtuberleben nachweisen. Allerdings zeigte sich hier ein
Trend von 24.6 Monaten [95% KI: 19.7 — 29.5 Monate] bei Patienten mit hoher
Expression gegenuber 18.7 Monaten [95% KI: 15.9 — 21.5 Monate] bei niedriger
Expression mit einer hazard ratio [95% KI] von 0.72 [0.476 — 1.048; p = 0.11]
(Abbildungen 16, 17).
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Abbildung 16: Vergleich des progressionsfreien Uberlebens fiir Patienten mit niedriger oder hoher Amphi-

regulin-Expression. Signifikanz-Test durch Log-Rank.
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Abbildung 17: Vergleich des Gesamtuberlebens fur Patienten mit niedriger oder hoher Amphiregulin-Ex-

pression. Signifikanz-Test durch Log-Rank.
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EREG-Expression

89 von 192 Patienten zeigten eine Uberexpression von EREG. Diese Patienten
wiesen sowohl ein signifikant prolongiertes progressionsfreies Uberleben auf (9.4
[95% KI: 7.8 — 11.0 Monate] vs. 6.8 Monate [95% KI: 5.4 — 8.1 Monate], HR [95%
Kl] = 0.62 [0.460 — 0.846]; p = 0.002) als auch ein verlangertes Gesamtuberleben
(25.8 [95% KI: 23.2 — 28.3 Monate] vs. 15.5 months [95% KI: 11.7 — 19.3 Monate],
HR [95% KI] = 0.48 [0.351 — 0.657]; p < 0.001) (Abbildungen 18, 19).
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Abbildung 18: Vergleich des progressionsfreien Uberlebens fiir Patienten mit niedriger oder hoher Epire-

gulin-Expression. Signifikanz-Test durch Log-Rank.
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Abbildung 19: Vergleich des Gesamtuberlebens fur Patienten mit niedriger oder hoher Epiregulin-Expres-
sion. Signifikanz-Test durch Log-Rank.
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4.4. Uni- und multivariate Regressionsanalysen der mRNA-Expression

Univariate Cox-Regression

Um die Interaktionen einer gesteigerten Ligandenexpression mit weiteren Fakto-
ren zu testen, wurden univariate Cox-Regressionsanalysen durchgeflhrt. Die Er-
gebnisse dieser Analysen wurden in sog. Forest Plots veranschaulicht, in denen
die Hazard ratio und das 95%-Konfidenzintervall fur die einzelnen Faktoren auf-
getragen wurden. Im Rahmen der Dokumentation der FIRE1-Studie fehlten bei
drei Patienten Daten zum Metastasenstatus.

Untersucht wurde hierbei die Abhangigkeit der Amphi- und Epiregulin-Expression
von den Baseline Charakteristika des FIRE1-Subsets, sowie von den jeweiligen
Behandlungsarmen, dem RAS-Mutationsstatus, dem PIK3CA-Mutationsstatus
und der EGFR-Expression fiir das progressionsfreie Uberleben und das Gesamt-
uberleben. (Abbildungen 20 - 23)

Der mdgliche gunstige Effekt einer hohen Amphiregulin-Expression fur das pro-
gressionsfreie Uberleben war am ehesten beim Vorliegen von Lungenmetasta-
sen und dem PIK3CA-Mutationsstatus zu beobachten. Das Gesamtuberleben
korrelierte mit dem Vorhandensein von Lungenmetastasen, jedoch auch mit der
Anzahl der Lymphknotenmetastasen und dem RAS-Mutationsstatus.

Der protektive Effekt einer hohen Epiregulin-Expression zeigte sich sowohl im
progressionsfreien Uberleben als auch im Gesamtiiberleben in allen Subgrup-
pen.

Der gunstige Effekt einer gesteigerten Expression von AREG oder EREG zeigte

sich unabhangig vom EGFR-Expressionsmuster.
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AREG - Progression free survival

Hazard ratio [95% CI]

Age under 65 (n =110) - —
Age over 65 (n =82) - ——
Female (n = 62) - I * |
Male (n =130) - —
Karnofsky 100 (n = 87) = ——
Karnofsky 90 (n = 57) - : + |
Karnofsky <= 80 (n =48) = *
Primary colon (n =118) - —_—
Primary Rectum (n =74) = —_—
No liver metas. (n = 33)* - : - |
Liver metas. (n = 156)" - —
No lung metas. (n = 142)" —
Lung metas. (n = 47)" - [ —
No nodes metas. (n = 153)" - ——

Nodes metas. (n = 36)" - t * : i
N (metas.) =1 (n = 48)" o ———+—|
N (metas.) =2 (n = 49)* - l *

N (metas.) = 3 (n = 44)" -

N (metas.) =4 (n = 48)" - C . : i

FUFIRI (n =100) + —
mIrOx (n = 92) = : — |
RAS WT (n =94) | — |
RASMUT (n=98) { +—+—i :
PIK3CA WT (n = 179) - —_—
PIK3CA MUT (n =13) = I *
EGFR Neumann high (n=67) 4 +—+— !
EGFR Neumann low (n =125) ——
L] 1 L 1 1
* missing data in D QP D N ’VQ qu

three patients

Favours high low expression

HR 0.60 [0.34 - 1.09]
HR 0.56 [0.29 - 1.08]
HR 0.73[0.38 - 1.38]
HR 0.51 [0.29 - 0.90]
HR 0.50 [0.28 - 0.88]
HR 0.60 [0.25 - 1.43]
HR 0.54 [0.13 - 2.34]
HR 0.56 [0.30 - 1.06]
HR 0.62 [0.33 - 1.14]
HR 0.77 [0.33 - 1.79]
HR 0.61 [0.37 - 0.99]
HR 0.49 [0.29 - 0.84]
HR 1.14 [0.56 - 2.33]
HR 0.61[0.37 - 1.00]
HR 0.66[0.29 - 1.53]
HR 0.20 [0.05 - 0.88]
HR 0.55 [0.23 - 1.33]
HR 1.00 [0.42 - 2.39]
HR 0.66 [0.32 - 1.34]
HR 0.58 [0.34 - 0.97]
HR 0.76 [0.35 - 1.65]
HR 0.84[0.47 - 1.49]
HR 0.48 [0.26 - 0.91]
HR 0.59 [0.38 - 0.91]
HR 1.74[0.35 - 8.67]
HR 0.40 [0.18 - 0.87]
HR 0.76 [0.46 - 1.27]

Abbildung 20: Forest plot der Baseline-Charakteristika und des Tumor-Mutationsstatus in Bezug auf die

Amphiregulin-Expression fiir das progressionsfreie Uberleben.
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1
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HR 0.75 [0.42 - 1.36]
HR 0.60 [0.33 - 1.11]
HR 0.95 [0.51 - 1.77]
HR 0.59 [0.34 - 1.03]
HR 0.84 [0.48 - 1.47]
HR 0.75[0.33 - 1.73]
HR 0.37 [0.09 - 1.56]
HR 0.85 [0.47 - 1.52]
HR 0.61[0.33 - 1.15]
HR 0.91[0.37 - 2.27]
HR 0.70[0.43 - 1.13]
HR 0.57 [0.34 - 0.96]
HR 1.57 [0.74 - 3.35]
HR 0.66 [0.40 - 1.08]
HR 0.85 [0.37 - 1.98]
HR 0.20 [0.05 - 0.86]
HR 0.80 [0.35 - 1.82]
HR 1.23 [0.51 - 2.96]
HR 0.67 [0.33 - 1.36]
HR 0.72[0.44 - 1.18]
HR 0.77 [0.35 - 1.68]
HR 1.36 [0.77 - 2.40]
HR 0.42[0.22 - 0.81]
HR 0.70 [0.45 - 1.09]
HR 0.94 [0.19 - 4.59]
HR 0.54 [0.26 - 1.11]
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Abbildung 21: Forest plot der Baseline-Charakteristika und des Tumor-Mutationsstatus in Bezug auf die

Amphiregulin-Expression fir das Gesamtiberleben.
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EREG - Progression free survival

Hazard ratio [95% Cl]

Age under 65 (n =110) -
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HR 0.81 [0.41 - 1.62]
HR 0.58 [0.39 - 0.87]
HR 0.64 [0.39 - 1.03]
HR 0.63 [0.30 - 1.33]
HR 0.66 [0.47 - 0.92]
HR 0.57 [0.40 - 0.82]
HR 0.94 [0.52 - 1.69]
HR 0.61 [0.44 - 0.86]
HR 0.64 [0.30 - 1.34]
HR 0.36 [0.18 - 0.72]
HR 0.73 [0.40 - 1.35]
HR 0.59 [0.31 - 1.14]
HR 0.72[0.39 - 1.33]
HR 0.59 [0.39 - 0.90]
HR 0.69 [0.44 - 1.08]
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Abbildung 22: Forest plot der Baseline-Charakteristika und des Tumor-Mutationsstatus in Bezug auf die

Epiregulin-Expression fiir das progressionsfreie Uberleben.

46



4. Auswertung

EREG — Overall survival

Hazard ratio [95% CI]
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Primary colon (n = 118) = —_—— HR 0.56 [0.38 - 0.84]
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FUFIRI (n =100) - —— HR 0.42[0.27 - 0.65]
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Abbildung 23: Forest plot der Baseline-Charakteristika und des Tumor-Mutationsstatus in Bezug auf die

Epiregulin-Expression fir das Gesamtiberleben.
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Multivariate Cox-Regression

Um interagierende Variablen zu bericksichtigen, wurde eine multivariate Cox-
Regressionsanalyse durchgeflhrt. Innerhalb eines sog. Backward elimination Al-
gorithmus wurden schrittweise Faktoren ausgeschlossen, sodass zum Schluss
nur noch signifikante Einflisse Ubrig blieben.

Hinsichtlich des Gesamtlberlebens zeigten sich das Alter < 65 vs. = 65 Jahre
(HR [95% KiI]: 1.445 [1.051 — 1.986]; p = 0.023) sowie hohe vs. niedrige EREG-
Expression (HR [95% KI]: 0.471 [0.343 — 0.647]; p = <0.001) als signifikante Ein-
flussfaktoren. Im progressionsfreien Uberleben blieben das Vorhandensein von
Leber- (HR [95% KI]: 1.629 [1.053 — 2.519]; p = 0.028) und Lungenmetastasen
(HR [95% KiI]: 1.490 [1.019 — 2.178]; p = 0.04), PIK3CA-Mutationen vs. Wildtyp-
Tumore (HR [95% KI]: 1.898 [1.042 — 3.459]; p = 0.036) sowie hohe vs. niedrige
EREG-Expression (HR [95% KI]: 0.663 [0.487 — 0.902]; p = 0.009) als signifikante
Faktoren ubrig. Der prognostische Effekt von EREG interagierte hinsichtlich PFS
und OS nicht mit den Ubrigen in dieser Studie untersuchten Biomarkern (RAS,

PIK3CA, EGFR).

Vergleich der prognostischen Faktoren mittels Cox-Regression

Die vorherigen univariaten Regressionsanalysen wurden nach der Expression
von Amphiregulin und Epiregulin stratifiziert. Abschlief3end sollte die Prognostizi-
tat der nicht-stratifizierten Faktoren RAS- und PIBKCA-Status, EGFR Expression,
Amphiregulin und Epiregulin-Expression zusammen mit den Baseline-Charakte-
ristika des FIRE1-Subsets flur das Gesamtiuberleben (OS) verglichen werden
(Tabelle 3). Wildtyp-RAS-Tumore waren prognostisch leicht gunstiger als mu-
tierte Tumore. Allerdings konnte dieser Effekt im Subset der FIRE1-Studie keine
statistische Signifikanz erreichen. Sowohl der PISKCA-Wildtyp-Status als auch
eine hohe Amphiregulin-Expression zeigten einen nicht-signifikanten Trend fur

ein prolongiertes Uberleben in Patienten mit einem
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Tabelle 5: Vergleich der Biomarker und Baseline-Charakteristika anhand der Hazard ratio. Legende: no. =
Anzahl, 95% Kl = 95% Konfidenzintervall.

metastasierten kolorektalen Karzinom. Lediglich der Karnofsky-Index und die

Epiregulin-Expression erwiesen sich gegenuber allen Faktoren als prognostische

und statistisch signifikante Faktoren.
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Zusammenfassung der Analyse des FIRE1-Subsets

Das Ziel dieser Dissertation war es, die mRNA-Expression der EGFR-Liganden
Amphiregulin und Epiregulin als prognostischen Faktor in Verbindung mit mogli-
chen Interaktionen wie RAS, PIK3CA und EGFR retrospektiv zu evaluieren. Das
Kollektiv von 208 Patienten basierte auf einer Chemotherapie-Studie ohne Ver-
wendung von EGFR-Antikorpern wie Cetuximab und Panitumumab. Dadurch
konnte ein prognostischer Effekt untersucht werden. Hiermit sollte eine Datenli-
cke geschlossen werden, da den vorher durchgefuhrten Untersuchungen aus-
schliel3lich antikérperbasierte Therapieregime zugrunde lagen und die Expres-
sion von AREG und EREG daher bislang als potentieller pradiktiver Biomarker
galt.

EGFR-Expression und RAS — Mutationsstatus zeigten keinen Einfluss auf
das Uberleben der Patienten. Der PIK3CA — Status konnte innerhalb der multiva-
riaten Regressionsanalyse als mdglicher prognostischer Faktor im FIRE1-Subset
beschrieben werden. Eine gesteigerte Amphiregulin-Expression fuhrte zu einem
tendenziell verlangerten Gesamtiberleben und einem signifikant prolongierten
progressionsfreien Uberleben. Eine hohe Epiregulin-Expression erwies sich sig-
nifikant als unabhangiger, prognostisch gunstiger Biomarker im progressions-
freien und Gesamtlberleben.

Diese Untersuchung reprasentiert nach bisherigem Wissensstand durch
eine Fallzahl von 192 Patienten eine der grofldten Studienpopulationen, die jemals
Amphiregulin und Epiregulin als Biomarker innerhalb einer randomisierten, kon-

trollierten Studie untersucht haben.”4 75 77,78, 80, 82,84, 94

RAS- und PIBKCA-Status als prognostische Biomarker im mCRC

Die Nukleinsauren wurden aus Formalin-Fixed-Paraffin-Embedded- (FFPE-) Ge-
webe extrahiert. Damit war die DNA- und RNA-Qualitat mit den meisten fruher
durchgefiihrten Studien vergleichbar.”-78.80.90, 95,96 Ajternativ dazu ware eine Iso-

lation aus Fresh Frozen (FF-) Gewebe moglich.®" °7 Da bei Nukleinsauren aus
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FFPE-Gewebe eine vermehrte Methylierung und Fragmentation denkbar ist,
konnte die Qualitat der Messungen gegenuber Fresh Frozen Gewebe beein-
trachtigt sein.

Der Anteil an KRAS-Mutationen in Codon 12 und 13 betrug im Subset der
FIRE1-Studie 38.9 % (n = 81). Damit konnte das FIRE1-Subset die Resultate
vieler vorheriger Studien bestatigen.?®: 30 32, 66-69, 96, 98-106 Djg (jbrigen RAS-Muta-
tionen (KRAS Codon 61 und 146, NRAS Codon 12, 13 und 61) wurden in 12.5
% aller Patienten gefunden. Verglichen mit kurzlich durchgefuhrten Untersuchun-
gen ist der Anteil des FIRE1-Subsets nur etwas niedriger (PEAK: 23.0 %; FIRE3:
16.0 %; CRYSTAL: 14.7 %).7"-"3

Die Rolle von RAS-Mutationen als prognostischer Faktor im metastasier-
ten kolorektalen Karzinom ist aufgrund fehlender Analysen von EGFR-Antikor-
per-freien Kollektiven nicht abschlielend geklart. Die FIRE1-Studie inkludierte
Patienten mit einem bereits metastasierten kolorektalen Karzinom. Die Behand-
lung basierte auf Chemotherapie und enthielt keine monoklonalen Antikdrper in
der Erstlinientherapie. Im FIRE1-Subset zeigten Gesamtiberleben und progres-
sionsfreies Uberleben keinen signifikanten Unterschied zwischen Wildtyp-RAS
Tumoren und RAS-mutierten Tumoren. Wildtyp-RAS Tumore zeigten lediglich ei-
nen nicht-signifikanten Trend bezlglich besseren Gesamtliberlebens.

Der KRAS Exon 2 — Status wurde bereits von vielen Studien als pradiktiver
Marker in der Therapie des metastasierten kolorektalen Karzinoms mit monoklo-
nalen Antikdrpern wie Cetuximab und Panitumumab evaluiert.2®: 30. 32, 67-69, 96, 99-
101,106 Mutationen in Exon 2 des KRAS-Gens wirkten sich hierbei unglinstig auf
das Therapieansprechen aus. Allerdings konnte auch das Vorliegen eines KRAS-
Wildtyps das Profitieren von einer antikérperbasierten Therapie nicht garantieren.
Daher etablierte sich das erweiterte RAS-Screening mit Untersuchung der Exone
2, 3 und 4 des KRAS — und NRAS — Gens. Hiermit wurden weitere Patienten
identifiziert, die zwar keine Mutation in KRAS Exon 2, jedoch andere Mutationen
in KRAS Exon 3 und 4 sowie in NRAS Exon 2, 3 und 4 aufwiesen und dadurch
nicht von der Therapie profitieren konnten.”'-"3 Weiterhin bestéatigte eine Studie

KRAS Exon 2 - Mutationen als pradiktiven Faktor bei Cetuximab-
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Zweitlinientherapie.®” Zwei Untersuchungen zeigten jedoch keine ginstigere
Prognose von KRAS-Wildtyp-Patienten in Bezug auf Gesamtiberleben und pro-
gressionsfreies Uberleben.02 105

Zusammenfassend ist die Rolle von RAS-Mutationen als pradiktive Bio-
marker in der Therapie mit monoklonalen Antikdrpern unbestritten. Allerdings
scheint der RAS-Status eine geringe prognostische Information zu tragen, die
teilweise durch EGFR-Inhibitoren maskiert wird. Die Patientenzahl des FIRE1-
Subsets ist verglichen mit friiheren Studien mdglicherweise zu klein, um diesbe-

zuglich eine abschliellende Aussage ableiten zu kdnnen.

PIK3CA-Mutationen traten in 7.7 % der untersuchten Patienten auf und verteilten
sich gleichermalien auf die Exone 9 und 20. Der Mutationsanteil ist damit etwas
geringer als in den vorherigen Studien.?8 197-110 Eine Analyse wies einen Anteil
von 2.2 % PIK3CA Exon 20 Mutationen auf." Im Subset der FIRE1-Studie
konnte in der multivariaten Cox-Regressionsanalyse eine negative prognostische
Information fur PIK3CA-Mutationen unabhangig der Exon-Lokalisation beobach-
tet werden. Im Vergleich zu ahnlichen Analysen war die FIRE1-Subpopulation
jedoch kleiner. Andere Untersuchungen bestatigen diesen Effekt nur fur Doppel-

mutationen in PIK3CA Exon 9 und 20 oder fir alleinige Mutationen in Exon 20.%%

107,112, 113

EGFR-Expression korreliert nicht mit dem Therapieansprechen

Um eine Uberexpression des EGF-Rezeptors festzustellen, wurde von 208 Pati-
enten eine automatisierte immunhistochemische Farbung angefertigt.®® Im Kol-
lektiv der FIRE1-Studie wurde das von Neumann et al. entwickelte Bewertungs-
system Gbernommen,®® wodurch 34.1 % (n = 71) Patienten eine hohe EGFR-
Expression an den Zellmembranen kolorektaler Tumorzellen aufwiesen im Ge-
gensatz zu 8.8 % bei Neumann et al. selbst. Allerdings wurde im FIRE1-Subset
anstelle eines empirischen Schwellenwertes von 200 eine ROC-Analyse durch-
gefuhrt, um den Schwellenwert mit der hdchsten Sensitivitat und Spezifitat ermit-

teln. Dadurch wurde das Bewertungssystem objektiver und die Fallzahlen
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konnten sich verschoben haben. Andere Studien untersuchten die Kopiezahl des
Gens mithilfe einer Fluoreszens-in-situ-Hybridisierung (FISH)."'4117 Der Vorteil
hierbei gegenlber einer Immunhistochemie ist eine genauere Aussage uber die
Amplifikation eines Gens. Bisher hat sich noch kein einheitlicher Score zur Klas-
sifizierung hoher und niedriger Expression in der immunhistochemischen Far-
bung etabliert. Die Ergebnisse variieren daher stark in Abhangigkeit von dem zu-
grundeliegenden Cut-Off. Aufgrund nicht einheitlicher Scoring-Systeme in der
Bewertung immunhistochemischer EGFR-Expression ist die Aussagekraft be-

ziuglich Pravalenz und Prognose daher eingeschrankt.

Epirequlin als prognostischer Biomarker des mCRC

Die Quantifizierung der mRNA-Expression in 192 Patienten wurde in dieser Ar-
beit mittels RT-qPCR durchgefiihrt.”>-78. 80 Der Vorteil dieser Methode liegt in ei-
ner sensitiven und genauen Erfassung auch kleinerer Unterschiede, auch wenn
kein einheitlicher Schwellenwert zur Unterscheidung hoher und niedriger Expres-
sion vorliegt. Der Erfolg einer Messung kann mit Positiv- und Negativkontrolle
nachgewiesen werden. FlUr das Subset der FIRE1-Studie wurde versucht, mit
statistischer Methodik unter Verwendung einer ROC-Analyse einen objektiven,
signifikanten Schwellenwert zu ermitteln. Diese Methode lehnte sich an andere
Studien an, welche ebenfalls das Maximum von Sensitivitat und Spezifitat als
Basis einer Dichotomisierung benutzt haben.” @ Im Subset der FIRE1-Studie
konnte kein signifikanter Cut-Off fir Amphiregulin gefunden werden. Die Vertei-
lung der einzelnen Messwerte grenzte an Zufall. Hinsichtlich Epiregulin war die
ROC-Analyse des FIRE1-Subsets erfolgreich. Hier konnte ein hochsignifikanter
Schwellenwert zur Unterscheidung hoher und niedriger Expression gefunden
werden. FUr Amphiregulin ergab die Analyse einen Anteil von 16.1 % (n = 31)
hoher Expression (AUC: 0.546; 95 % KI: 0.461 — 0.630; p = 0.277). 89 Patienten
(46.4 %) wiesen eine hohe Epiregulin-Expression auf (AUC: 0.624; 95 % KI:
0.543 — 0.705; p = 0.003). Der Anteil an Patienten mit hoher AREG-Expression
schwankt und wurde in anderen Analysen als groRer beschrieben.’ 77-79.94 Dije-
ser Umstand kénnte durch eine mdgliche pradiktive Aussagekraft von Amphire-

gulin fir eine Therapie mit Cetuximab begrindet sein. Trotz Verwendung
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unterschiedlicher Methoden und Cut-Offs korrelierte der Anteil von Patienten mit
einer hohen EREG-Expression mit friiheren Studien.”#-76. 94

Zwei Analysen unterschieden die Ligandenexpression durch die Far-
bungsintensitat in der Immunhistochemie.”: % Die Aussagekraft ist aber durch
eine begrenzte Abstufung (0, +, ++, +++), durch einen fehlenden einheitlichen
Schwellenwert zur Unterscheidung hoher und niedriger Expression sowie durch
die Subjektivitat des Untersuchers eingeschrankt. Generell konnte unter Verwen-
dung einer immun-histochemischen Farbung eine hdhere Pravalenz der AREG-
und EREG-Expression beobachtet werden.”® °* Zwei Untersuchungen verwen-
deten die mediane Signalintensitat als Schwellenwert zur Unterscheidung von
hoher und niedriger Expression.”* & Weiterhin existierte der Schwellenwert nach
minimum-p-value-Methode. Hierbei wird der Cut-Off mit dem niedrigsten signifi-
kanten p-Wert ausgewahlt.”® 77 Die bislang neueste Untersuchung verwendete
das oberste Terzil als Schwellenwert.?* Diese Studien unterstreichen die Varianz
der einzelnen Ergebnisse je nach verwendetem Cut-Off.

AbschlieRend ist die Einigung auf eine einheitliche und praktikable Me-
thode zur Dichotomisierung unabdingbar. Nur so werden in Zukunft vergleichbare
Resultate produziert werden kdnnen. Daflr sind allerdings noch weitere Studien
notwendig. Dadurch kdnnte die Bestimmung der Amphi- und Epiregulin-Expres-
sion eine individuelle Unterstitzung bei der Therapie des metastasierten kolorek-

talen Karzinoms bieten.

Der positive prognostische Effekt der hohen AREG-Expression in 16 % der Pati-
enten konnte fiir das progressionsfreie Uberleben statistisch signifikant aufge-
zeigt werden. Im Gesamtuberleben zeigte sich lediglich ein nicht-signifikanter
Trend. Trotzdem wurde die Amphiregulin-Expression in der multivariaten Cox-
Regressionsanalyse weder fir das progressionsfreie Uberleben noch fiir das Ge-
samtuberleben als prognostischer Biomarker verifiziert. Diese Ergebnisse besta-
tigten bereits vorher durchgeflihrte Studien.’® 8% GréRtenteils lieR sich jedoch ein
pradiktiver Effekt einer hohen Amphiregulin-Expression unter einer Therapie mit

Cetuximab nachweisen.’* 75 77. 78,94, 118 Dijegse Resultate widersprechen denen
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der vorliegenden Arbeit nicht, da das vorliegende Kollektiv rein auf Chemothera-
pie ohne Verwendung monoklonaler Antikdrper basiert.

Anders als Amphiregulin korrelierte eine hohe Epiregulin-Expression im
Subset der FIRE1-Studie mit einem prolongierten progressionsfreien Uberleben
und Gesamtluberleben unabhangig aller Subgruppenanalysen. Der Effekt einer
hohen EREG-Expression war in der vorliegenden Arbeit somit nicht mit dem
RAS-Status, dem PIK3CA-Status und der membranstandigen Expression des
EGF-Rezeptors assoziiert. Eine friihere Analyse zeigte ebenfalls einen positiven
KRAS-unabhangigen Effekt.”” Darliber hinaus wurde eine hohe EREG-Expres-
sion als unabhangig prognostischer Faktor in einer multivariaten Cox-Regressi-
onsanalyse bestatigt. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass eine hohe EREG-
Expression eine statistisch signifikante prognostische Information fur Patienten
beinhaltet, die eine Erstlinientherapie zur Behandlung des metastasierten kolo-
rektalen Karzinoms erhalten.

Die Aussagekraft der vorliegenden Arbeit ist limitiert. Es fehlte, wie auch
bei friheren Studien, ein weiteres Kollektiv mit einer vergleichbaren Studienpo-
pulation, um die Ergebnisse zu validieren. Da sich mittlerweile die Therapie mit
monoklonalen Antikdrpern wie Cetuximab, Panitumumab oder Bevacizumab in
der Therapie des metastasierten kolorektalen Karzinoms etabliert hat, war es
nicht moglich, ein geeignetes Kollektiv zu erwerben und eine erneute Testung
durchzufthren. Die FIRE1-Studie stoppte 2004 mit der Patientenrekrutierung und
empfahl gemaf Studienprotokoll eine Crossover-Behandlung (d.h. einen Wech-
sel in den jeweils anderen Studienarm) als Zweitlinientherapie. Dahingehend ist
es sehr unwahrscheinlich, dass Patienten der vorliegenden Arbeit im Nachhinein
mit monoklonalen Antikdrpern wie Cetuximab oder Panitumumab behandelt wur-
den. Trotzdem koénnte diese Behandlung einen kleinen mdglichen Confounder
fur die Subset-Analyse der FIRE1-Studie darstellen.

Eine Micro-Array-Analyse von 110 Patienten unter Cetuximab-Monothe-
rapie korrelierte eine hohe AREG und EREG Expression mit einer wahrscheinli-
cheren Krankheitskontrollrate. Eine weitere Stratifizierung nach KRAS-Status be-

kraftigte diesen Effekt fur KRAS-Wildtyp-Tumore. Die hazard ratios hinsichtlich
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des progressionsfreien Uberlebens mit 0.47 fiir EREG und 0.44 fiir AREG sind
mit der Subset-Analyse der FIRE1-Studie vergleichbar (AREG und EREG jeweils
0.62).7* Eine groBere Analyse von 220 Patienten unter Cetuximab-Irinotecan-
Therapie zeigte ein groReres Ansprechen sowie ein verlangertes progressions-
freies Uberleben und Gesamtiiberleben von KRAS-Wildtyp-Patienten verglichen
mit KRAS-mutierten Tumoren. KRAS-Wildtyp-Tumore mit einer Ligandenexpres-
sion unterhalb des definierten Schwellenwerts zur Dichotomisierung wiesen eine
ahnliche Uberlebensrate auf wie KRAS-mutierte Tumore.” Innerhalb eines Vier-
Gen-Models war eine hohe Ligandenexpression pradiktiv fur eine Therapie mit
Cetuximab. Offen ist, ob der gunstige Effekt auf das Langzeitiiberleben der Pati-
enten durch alle vier Gene gleichermalden zustande kommt, oder ob der positive
Einfluss von Amphiregulin und Epiregulin Gberwiegt.”® In einer Vergleichsgrup-
pen-Analyse (Cetuximab vs. best supportive care) fand nur in der Subgruppe von
KRAS-Wildtyp-Tumoren mit einer hohen Epiregulin-Expression eine signifikante
Verlangerung des progressionsfreien Uberlebens und des Gesamtiiberlebens in
der Cetuximab-Gruppe statt.”®

Dem gegenuber konnte eine kleinere Studie mit 120 Patienten unter Cetu-
ximab-Therapie zeigen, dass sich eine niedrigere EREG-Expression gunstig auf
das Gesamtluberleben in Patienten mit KRAS-Wildtyp-Tumoren auswirkt. Aller-
dings konnte dieser Effekt lediglich in der Primartumor-Analyse nachgewiesen
werden.® In einer Analyse von 73 Patienten mit kolorektalem Karzinom wurde
gezeigt, dass ein hoher Spiegel von Amphiregulin im Serum und als immunhis-
tochemische Farbung im Gewebe sowie ein hoher Epiregulin-Spiegel im Gewebe
signifikant mit der Tiefe einer Invasion und dem Vorhandensein von Fernmeta-
stasen korrelierte.”® Damit wiirden diese Resultate der gangigen Theorie einer
Aktivierung der Tumorzellproliferation eher entsprechen als der Grol3teil anderer
Studien. Allerdings wiesen die meisten Patienten ein lokal begrenztes Tumorsta-
dium auf. Zusammen mit der geringen Studienpopulation ist die Aussagekraft

dieser Ergebnisse daher eingeschrankt.
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Eine géngige biologische Erklarung fiir den positiven Effekt einer Uberexpression
von EGFR-Liganden existiert momentan noch nicht. Eine gesteigerte Liganden-
expression wurde auf ein vermehrtes Proliferationsverhalten der Tumorzellen mit
ungunstigerer Prognose schlielen lassen. Obwohl Epiregulin jedoch an den
EGFR bindet und so die Signaltransduktion aktivieren musste, bestand in der
Subset-Analyse der FIRE1-Studie kein quantitativer Zusammenhang zwischen
EREG und EGFR-Expression. Jonker et al. hingegen schlugen einen autokrinen
Inhibitionsmechanismus vor, sodass eine hohe Ligandenexpression das Wachs-
tumsverhalten der Zelle hemmt.”® Allerdings ist bislang nicht klar, ob jede mRNA
auch in ein funktionsfahiges Protein translatiert werden kann. Wenn man diesem
und Jonkers Gedankengang folgt, liegt die Vermutung nahe, dass eine hohe Ex-
pression nicht unbedingt zu funktionsfahigen Proteinen fihren muss. Eine Uber-
steigerte Transkription kdnnte das Zeichen einer defekten Translation sein. In
diesem Fall kdnnten defekte Liganden unfahig sein, den EGF-Rezeptor zu bin-
den und die Proliferation der Tumorzelle anzuregen. Als Folge kénnte die Tumor-
zelle versuchen, diesen Defekt durch Ubersteigerte Expression zu kompensieren.
Andererseits kdnnte ebenfalls eine Mutation im EGF-Rezeptor selbst vorliegen,
sodass die Bindungsstelle fur die Liganden modifiziert sein kdnnte.
AbschlieRend muss jedoch auch betont werden, dass Epiregulin nicht al-
leine an den EGFR, sondern auch an den HER4-Rezeptor bindet.6' Durch die
breitgestreute Aktivierung nachgeschalteter downstream Elemente des Signal-
wegs ist nicht auszuschliel3en, dass weitere Biomarker im Zusammenhang mit
Epiregulin zu diesem prognostisch gunstigen Effekt beitragen. Dahingehend wer-
den noch weitere Studien nétig sein, um die Zusammenhange zwischen einer
gesteigerten EREG-Expression und einem gunstigeren Krankheitsverlauf im me-

tastasierten kolorektalen Karzinom endgultig zu klaren.

57



6. Zusammenfassung

6. Zusammenfassunq

Diese Dissertation korrelierte die mMRNA-Expression der EGFR-Liganden Amphi-
regulin (AREG) und Epiregulin (EREG) mit dem progressionsfreien (PFS) und
Gesamtuberleben (OS) von Patienten mit einem metastasierten kolorektalen
Karzinom (mCRC). Zusatzlich wurde die Expression des Epidermal Growth Fac-
tor Receptors (EGFR) immunhistochemisch bestimmt sowie der Mutationsstatus
fur die Proteine RAS und PIK3CA unter Verwendung der Pyrosequenzierung er-
hoben. Das Kollektiv basierte auf der FIRE1-Studie und bestand aus 208 Patien-
ten mit metastasiertem kolorektalen Karzinom unter 5-Fluoruracil / Leucovorin /
Irinotecan — Therapie (FUFIRI) oder unter einem modifizierten Regime aus Irino-
tecan und Oxaliplatin (mIrOx). Die molekularen Charakteristika der Patienten
wurden mit dem Therapieansprechen, dem progressionsfreien Uberleben (PFS)
und dem Gesamtiberleben (OS) korreliert. Mit Hilfe einer ROC-Analyse wurde
die mRNA-Expression in 192 Tumoren untersucht (AREG high n=31 vs. low
n=161; EREG high n=89 vs. low n=103). Hohe versus niedrige AREG Expression
wies ein PFS von 10.0 vs. 8.0 Monaten (HR = 0.62, 95% KI: 0.402 — 0.940, p =
0.03) und ein OS von 24.6 vs. 18.7 months (HR = 0.72, 95% KI: 0.476 — 1.078,
p = 0.11) auf. Hohe versus niedrige EREG Expression korrelierte mit verlanger-
tem PFS (9.4 vs. 6.8 Monate, HR = 0.62, 95% KI: 0.460 — 0.846, p = 0.002) und
OS (25.8 vs. 15.5 Monate, HR = 0.48, 95% KI: 0.351 — 0.657, p < 0.001). Der
positive prognostische Effekt einer hohen EREG Expression konnte in einer mul-
tivariaten Regressionsanalyse bestatigt werden und wurde weder von der EGFR
Expression noch von Mutationen der RAS- oder PIK3CA-Gene beeinflusst. So-
mit erscheint eine hohe EREG Expression als unabhangiger prognostischer Bio-
marker in Patienten mit einem metastasierten kolorektalen Karzinom, die eine

auf Irinotecan basierende Chemotherapie als Erstlinientherapie erhalten.
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7.1. Material

Gerate

QiaCube

Thermomixer
MasterCycler

PyroMark Q24

ABI3130 Genetic Analyzer

QiaGen

Eppendorf
Eppendorf

QiaGen

Applied Biosystems

LightCycler Roche
NanoDrop ThermoScientific
Megafuge 1.0R Heraeus
Ventana Benchmark XT Autostainer Ventana
Mikrowelle Toshiba

Kits
QIAamp DNA FFPE Tissue Kit QiaGen
HotStarTaqg-Polymerase DNA Kit QiaGen
Pyromark Q24 Gold Kit QiaGen
Multiplex PCR Kit QiaGen
RNeasy FFPE Tissue Kit QiaGen
RNeasy MinElute Cleanup Kit QiaGen
DyeEx 2.0 Spin Kit QiaGen
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit ThermoScientific
XT Ultra View diaminobenzidine Kit Ventana Medical Systems
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Reagenzien

Xylol

Ethanol

Aqua steril
Desoxyribonukleotide, 20 mM
Annealing Buffer

Binding Buffer

WashBuffer 10x

Denaturation Solution
Streptavidin Sepharose Beads
Male DNA

Universal Probe Library
ProbeMaster

Anti-EGFR monoclonal mouse AB (3C6)

Verbrauchsmaterialien
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Eppendorf-Gefalte 1,5ml, 2ml
8-stripes 0,2ml

Pipettenspitzen

Sterile Skalpellklinge Fig.28 VE
Filter-Tips, 1000 pl (1024)

Rotor Adapters
24-well-PCR-Platten, 0,2 ml
Pyromark Q24 Plate 100, version 1
LightCycler® 480 Multiwell Plate 96
LightCycler® 480 Sealing foil

Ventana

Roth

Roth

Braun

GE Healthcare
QiaGen
QiaGen
QiaGen
QiaGen

VWR International
Promega
Roche

Roche

Medical Systems

Eppendorf
Eppendorf
Biozym
Neolab
QiaGen
QiaGen
Brand
QiaGen
Roche

Roche
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Software

PyroMark Q24 Software

LightCycler-Software

ProbeFinder

SPSS PASW Version 18
SAS 9.2

Primer

QiaGen
Roche
Roche

IBM

SAS Institute

Gen-Name Bezeichnung Sequenz [5°....39] Modifikation 5¢ Analysesequenz
KRAS Ex 2 Forward TAAGGCCTGCTGAAAATGACTGAA biotinyliert GNTGRCGTAGGCAA
Reverse TTAGCTGTATCGTCAAGGCACTCT
Sequencing TGTGGTAGTTGGAGCT
KRAS Ex 3 Forward CAGACTGTGTTTCTCCCTTCTCA GTC/G/ANA/CTGAGGAGTACAGTGCAATGA
Reverse CTCATGTACTGGTCCCTCATTG biotinyliert
Sequencing ATATTCTCGACACAGCAG
KRAS Ex 4 Forward AGGCTCAGGACTTAGCAAGAAGTT CAG/C/AC/TAAAGACAAGACAGG
Reverse GCCCTCTCAAGAGACAAAAACAT biotinyliert
Sequencing AATTCCTTTTATTGAAACAT
BRAF Ex 11 Forward CAGTGGGACAAAGAATTGGATCTG biotinyliert TNCAA/CATGATCCA
Reverse CCATGCCACTTTCCCTTGTAGA
Sequencing ACTTTCCCTTGTAGACTGT
BRAF Ex 15 Forward TGAAGACCTCACAGTAAAAATAGG TC/GTAGCTACG/AG/AT/AIGGITAAATCT
Reverse TCCAGACAACTGTTCAAACTGAT biotinyliert
Sequencing GTAAAAATAGGTGATTTTGG
NRAS Ex 2 Forward CTTGCTGGTGTGAAATGACTGAG CANGTNGTGTTGRGAA
Reverse TGGATTGTCAGTGCGCTTTT biotinyliert
Sequencing TGGTGGTGGTTGGAG
NRAS Ex 3 Forward GGTGAAACCTGTTTGTTGGACATA TGGWCNHGAAGAGT
Reverse GGTCTCTCATGGCACTGTACTCTT biotinyliert
Sequencing GGACATACTGGATACAGC
NRAS Ex 4 Forward CGAACTGGCCAAGAGTTACG TCARCCAAGACCAG
Reverse TGAAAGCTGTACCATACCTGTCTG biotinyliert
Sequencing TCCATTCATTGAAACCT
PIK3 Ex 9 Forward AACAGCTCAAAGCAATTTCTACACG biotinyliert G/T/ACTC/TAGTGATTTC/TAGAGAGA-
Reverse ACCTGTGACTCCATAGAAAATCTTT GATCTCGTGTAGAAATT
Sequencing CCATAGAAAATCTTTCTCCT
PIK3 Ex 20 Forward CAAGAGGCTTTGGAGTATTTCA biotinyliert TGAT/AG/ATG/TCATCA/ICTTC/IAATTTG
Reverse CAATCCATTTTTGTTGTCCA
Sequencing GTTGTCCAGCCACCA
Amphiregulin u CGGAGAATGCAAATATATAGAGCAC
(AREG) | CACCGAAATATTCTTGCTGACA
Epiregulin u TGGTCTCTTCACTCAGGTCTCA
(EREG) | CGTGAGTTGGCATAGGGAAC
B-Actin u CCAACCGCGAGAAGATGA
| CCAGAGGCGTACAGGGATAG

Tabelle 6: Verwendete Primer.
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7.2. Ausfihrliche Protokolle

DNA-Isolation (QlAamp DNA FFPE Tissue Kit)

e Makrodissektion der Tumorzellen mit Skalpell und Lyse in 180 ul ATL-
Puffer (70°C) und 20 ul Protease K

e Inkubation im ThermoMixer (Fa. Eppendorf) fur 5 h bei 56°C

e Erhitzen auf 90°C fur 10 min

e Bestucken des Isolierroboters ,QIACube” (Fa. Qiagen)

e Zufligen von 200 ul Lyse-Puffer AL

e Zufugen von 200 pl Ethanol 70 %

e Mischen und Uberfiihrung in QiaAmp MinElute Column

e Zentrifugieren bei 8000 rpm fir 1 min

e Waschen des Lysats mit 500 yl AW1-Puffer

e Zentrifugieren bei 8000 rpm fir 1 min

e Waschen des Lysats mit 500 yl AW2-Puffer

e Zentrifugieren bei 8000 rpm fir 1 min

e Zentrifugieren bei 14 000 rpm fur 3 min zur Trocknung der Membran

e Transport der QiaAmp MinElute Column auf ein 1,5ml Eppendorf Gefal

e Losung der DNA in 60 ul ATE-Puffer

e Zentrifugieren bei 14 000 rpm fir 1 min

DNA-Amplifikation (HotStarTaq DNA Polymerase Kit 1000 U)

e Verdlinnung der Primer von einer Ausgangskonzentration von 100 pmol /
pl auf 20 pM

¢ Ansetzen eines Mastermixes gemafy dem unten aufgefihrten Pipettier-
ansatzes:

Tabelle 7: Vorgehensweise bei einer Polymerasekettenreaktion.

e Zufligen von 2 yl DNA-Lysat
e PCR-Reaktion gemal} Protokoll im MasterCycler (Fa. Eppendorf)
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Pyrosequenzierung (PyroMark Gold Q24 Kit)

Erstellung eines Mastermixes:

2 ul

23 yl
40 pl

Tabelle 8: Mastermix fur Pyrosequenzierung.

Pipettieren von 65 pl Mastermix auf eine 24-well-Platte

Hinzufiigen von 15 yl PCR-Produkt

Rutteln der Mixtur flr 5 min bei moderater Starke

Verdlinnung des Sequenzierprimers mit Annealing Buffer von 100 pM
auf 0,3 pM

Pipettieren von 25 pl Sequenzierprimer-Losung auf eine Analyse-Platte
mit Wasser als Negativ-Kontrolle

Start einer kompressorbetriebenen Nadel-Saug-Vorrichtung

Waschen der Nadeln mit destilliertem Wasser fir 10 sec

Ansaugen des PCR-Produkt-haltigen Mastermixes

Waschen der Beads in Ethanol 70 % flr 5 sec

Denaturierung der DNA in Denaturation Solution fir 5 sec

Waschen der Beads in Waschpuffer fir 10 sec

Lufttrocknung der Beads fur 10 sec

Aussschalten des Sogs

Platzieren der Nadelvorrichtung auf der Analyse-Platte

Ldsung der Beads in der Sequenzierprimer-Lésung durch Rutteln
Erhitzen der Platte auf 80°C flr 2 min

Abkuhlen der Platte fur 5 min

Zweifache Spulung der Dispensationseinheit mit destilliertem Wasser
Beflllung der Dispensationseinheit mit den Nukleotiden A, T, G, C, sowie
der Enzym- und Substrat-Lésung

Uberfiihrung der abgekiihlten Analyse-Platte und der Dispensationsein-
heit in den Pyrosequencer

Analyse der Analysesequenz (siehe unten)

RNA-Isolation (RNeasy FFPE Kit)
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Makrodissektion der Tumorzellen mit Skalpell und Lyse in 150 pl PKD-
Puffer und 10 pl Protease K

Inkubation im ThermoMixer (Fa. Eppendorf) flr 15 min bei 55°C
Erhitzen auf 80°C fur 15 min

Bestlcken des Isolierroboters ,QIACube” (Fa. Qiagen)

Zufugen von 320 ul RBC-Puffer

Uberfiihrung in eine gDNA Eliminator spin column

Zentrifugieren bei 10 000 rpm fur 30 sec
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Abwurf der gDNA Eliminator spin column

Mischen des Lysats mit 720 yl Ethanol 100 %

Ubertragung auf RNeasy MinElute spin column

Zentrifugieren bei 10 000 rpm fur 15 sec

Zufugen von 500 ul RPE-Puffer

Zentrifugieren bei 10 000 rpm fur 15 sec

Zufugen von 500 ul RPE-Puffer

Zentrifugieren bei 10 000 rpm flr 2 min

Trocknung der Saulenmembran durch Zentrifugieren bei 14 000 rpm fur
5 min

Transport der RNeasy MinElute spin column auf ein 1,5ml Eppendorf
Gefaly

Lésung der RNA in 22 ul RNAse-freiem Wasser

Zentrifugieren bei 14 000 rpm fur 1 min

RNA-Reinigung (RNeasy MinElute CleanUp Kit + RNase-free DNase Set)

Ldsung der lyophilisierten DNase | in 550 pyl RNase-freiem Wasser
Zufugen von 2,5 ul DNase | zu jeder isolierten RNA-Probe

Zufugen von 10 ul RDD-Puffer

Adjustierung des Gesamtvolumens auf 100 uyl mit 68,5 pl RNase-freiem
Wasser

Inkubation bei Raumtemperatur fir 10 min

Zufugen von 350 pl RLT-Puffer

Zufagen von 250 pl Ethanol 100 %

Ubertragung der Lésung auf eine RNeasy MinElute spin column mit 2ml
Eppendorf-Gefal

Zentrifugieren bei 10 000 rpm fur 15 sec

Transport der RNeasy MinElute spin column auf ein neues 2ml Eppen-
dorf-Gefal

Waschen der Saulenmembran mit 500 ul RPE-Puffer

Zentrifugieren bei 10 000 rpm fur 15 sec

Waschen der Saulenmembran mit 500 pl Ethanol 80 %

Zentrifugieren bei 10 000 rpm fur 2 min

Trocknung der Saulenmembran durch Zentrifugieren bei 14 000 rpm fur
2 min

Lésung der RNA in 22 ul RNAse-freiem Wasser

Zentrifugieren bei 14 000 rpm fur 1 min

Reverse Transkription (RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit)
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Ermittlung des Volumens eines RNA-Gehalts von 150 ng

Zufugen von 1 yl Random Hexamer Primer

Adjustierung des Gesamtvolumens auf 12,5 ul mit RNase-freiem Wasser
Inkubation bei 65°C fur 5 min

Sofortige Abkuhlung der Proben nach Inkubation auf Eis
Abzentrifugieren der Proben
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e Erstellung eines Mastermix:

Tabelle 9: Vorgehensweise bei einer Reversen Transkription.

e Zuflgen von 7,5 ul Mastermix zu 12,5 ul RNA-Probe
e RT-Reaktion gemal} Protokoll im MasterCycler (Fa. Eppendorf)

cDNA-Quantifizierung mittels RT-qPCR

e Herstellung eines Mastermix:

Tabelle 10: Vorgehensweise bei einer RT-gPCR.
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Zufugen von 8 ul Mastermix in eine gekuhlte Roche 96-Multiwell-Platte
Zufligen von 2 ul cDNA

Versiegelung der Platten mit Folie

Abzentrifugieren der Platten bei 1000 rpm fur 1 min

Vermessung der Platte im Light Cycler gemaf’ Protokoll:

4.4 °Cls

95°C 10 sec 4.4 °C/s
60°C 15 sec 2.2 °Cls
40°C 30 sec 2.2 °Cls

Tabelle 11: Temperaturprotokoll fir RT-qgPCR.
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7.3.
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Abkirzungsverzeichnis
AKT
AREG
ATP
AUC
BRAF
BSC
BTC

C
CAPIRI
CAPOX
cDNA
Cr
CR-1
Cr
DNA
DNase
dNTP
DUSP6
EGF
EGFR
ELISA
ERCC

EREG

AKR mouse Thymoma inducing
Amphiregulin
Adenosin-Triphosphat

Area under curve

RAS Associated Factor B

best supportive care

Betacellulin

Celsius

Capecitabin / Irinotecan
Capecitabin / Oxaliplatin

copy Desoxyribonukleinsaure
Crossing point

Cripto-1

Cycle threshold
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonuklease
Desoxynukleosidtriphosphat
Dual Specificity Phosphatase 6
Epidermal growth factor
Epidermal growth factor receptor
Enzyme Linked Immunosorbent Assay
Excision repair cross-complementation

Epiregulin
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et al.

FAP

FF

FFPE

FISH

FOLFOX

FUFIRI

GRB2

GTP

HB-EGF

HE

HER

HPLC

HNPCC

HR

Ki

KRAS

m2

MAPK

MCRC/mKRK

MEK

mg

et alii

Familiare adenomatdse Polyposis

Fresh Frozen (tissue)

Formalin fixiert Paraffin eingebettet
Fluoreszenz In Situ Hybridisierung
5-Fluoruracil / Leucovorin / Oxaliplatin
5-Fluoruracil / Leucovorin / Irinotecan
Growth factor receptor bound protein 2
Guanin-Triphosphat

Heparin-binding EGF-like Growth Factor
Hamatoxylin-Eosin

Human epidermal growth factor receptor
High performance liquid chromatography
Hereditares Nicht-Polypdses Colon Carcinom
Hazard ratio

intravends

Konfidenzintervall

Kirsten Rat Sarcoma

Quadratmeter

Mitogen Activated Protein Kinase (= MEK)
metastasiertes kolorektales Karzinom
Mitogen Activated Protein Kinase (= MAPK)

Milligramm
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mIrOx Irinotecan / Oxaliplatin (modifiziert)
MmRNA Messenger Ribonukleinsaure

MUT mutiert

ng Nanogramm

NRAS Neuroblastoma RAS viral oncogene homolog
NRG Neuregulin

ORR Overall response rate

0OS Overall survival, Gesamtuberleben
PCR Polymerase-Kettenreaktion

PDK1 Phosphoinositide-dependent kinase-1
PFS progressionsfreies Uberleben
PI3K / PIK3CA Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase
pmol Picomol

PPi anorganisches Pyrophosphat

RAF RAS Associated Factor

RAS Rat Sarcoma

RNA Ribonukleinsaure

RNase Ribonuklease

ROC Receiver Operator Characteristic
RT-qPCR Real-Time quantitative PCR
SLC26A3 solute carrier family 26 member 3
SOS Son Of Seven

Taq Thermophilus aquaticus

TGFa Transforming Growth Factor a
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VEGF-R
WT
pl

MM

Unit

Vascular endothelial growth factor receptor
Wildtyp

Mykroliter

Mykromolar
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