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3 Einleitung

3.1 Das kolorektale Karzinom (CRC)

Die weltweit steigende Inzidenz von Krebserkrankungen stellt sowohl unsere Gesellschaft als
auch die Medizin vor grofle Herausforderungen. Das kolorektale Karzinom (CRC) gehort
global zu den haufigsten Krebserkrankungen, wobei die altersstandardisierte Inzidenz mit
steigendem Entwicklungsstand eines Landes zunimmt und damit unter anderem in Europa,
Australien, Neuseeland, Nordamerika sowie Teilen Ostasiens am héchsten ist [1, 2].

In Deutschland erkranken jahrlich etwa 60.000 Personen an CRC. Im Jahr 2016 war es die
dritthaufigste Tumorlokalisation aller Krebssterbefalle. Hierbei handelt es sich um eine
Erkrankung vorwiegend alterer Menschen, mit einem mittleren Erkrankungsalter von 76
Jahren bei der Frau bzw. 72 Jahren beim Mann [3]. Atiologisch sind Risikofaktoren wie Tabak-
und Alkoholkonsum sowie Ubergewicht von wesentlicher Bedeutung. Ebenfalls steigern eine
ballaststoffarme Ernahrung, der Verzehr von rotem bzw. verarbeitetem Fleisch, genetische
Vorbelastung und chronisch-entzindliche Darmerkrankungen das Risiko, an Darmkrebs zu
erkranken, wohingegen korperliche Bewegung sowie der Verzehr von Obst und Gemise
protektive Faktoren sind [4, 5].

Praventivmalnahmen, wie die Koloskopie und der Stuhltest auf okkultes Blut, sind feste
Bestandteile der gesetzlichen Darmkrebsvorsorge und dienen der fruhzeitigen Erkennung
sowie Behandlung von malignen Prozessen. Vermutlich ist dies einer der Grunde fur die seit
Uber einer Dekade sinkenden altersstandardisierten Sterberaten in Deutschland [3].

In Hinblick auf die Histopathologie ist das Adenokarzinom mit etwa 80-90 % der weitaus
haufigste Phanotyp des CRC [6]. Die Lokalisationshaufigkeit nimmt nach aboral hin zu, sodass
zu 50 % das Rektum, 30 % das Sigma und zu jeweils 10 % das Colon transversum/
descendens und Coecum/Colon ascendens betroffen sind [7]. In den meisten Fallen ftritt das
CRC sporadisch auf. Obwohl in 20—-30 % der Falle eine familidre Pradisposition vermutet wird,
sind lediglich 5 % aufgrund von Keimbahnmutationen auf hereditdire Syndrome
zurickzufihren [8, 9]. Im Zuge der Erforschung von molekularen Prozessen in der
Onkogenese erwies sich das CRC als ein heterogenes Krankheitsbild mit daraus
resultierenden Konsequenzen fur den Verlauf und die Therapie.

3.2 Molekulare Subtypen

Bei der malignen Entartung von intaktem Gewebe ist eine Veranderung von Tumorsuppressor-
und Protoonkogenen von entscheidender Relevanz. Diese sind grundlegender Bestandteil des
von Fearon et al. [10] im Jahre 1990 publizierten Modells der Adenom-Karzinom-Sequenz
(adenoma-carcinoma sequence, ACS), das die Transformation von gesundem Epithel Gber
adenomatdse Zwischenstufen bis hin zum Karzinom beschreibt. In dieser konventionellen
Abfolge sind die Inaktivierung von APC, gefolgt von einer Mutation von KRAS und dem
Funktionsverlust von TP53, als SchllUsselereignisse aufgefuhrt. Eine ganzheitliche Erklarung
stellt dieses Modell jedoch nicht dar, zumal eine solche, zufallige Akkumulation von Mutationen
ohne weitere Mechanismen mit der Lebensdauer einer Epithelzelle kaum vereinbar ware [11].
Tatséachlich sind eine genetische Instabilitdt und epigenetische Modifikation Antworten auf die
Frage nach deren Vereinbarkeit.
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Auf molekularer Ebene sind es die folgenden Mechanismen, die eine Unterteilung des CRC in
drei Hauptsubgruppen erméglichen:

1. Suppressor pathway mit chromosomaler Instabilitat (CIN)
2. Mutator pathway, der mit Mikrosatelliteninstabilitat einhergeht (MSI) und
3. Methylator pathway, als CpG-Insel-Methylierungsphanotyp (CIMP) [12].

Diese Einteilung dient keiner strikten Abgrenzung untereinander, sondern einer molekularen
Charakterisierung, die auch ein simultanes Auftreten der genannten Mechanismen zulasst.
Ungefahr 80 % der sporadisch auftretenden CRCs weisen eine CIN auf [9]. Dieser liegen
Defekte, wie die der Kinetochore, DNA-Reparatur und Telomerfunktion zugrunde [13].
Charakteristisches Merkmal von CIN-Tumoren sind das Vorliegen von numerischen
Chromosomenaberrationen (Aneuploidie) und der Verlust der Heterozygotie (loss of
heterozygosity, LOH). LOH beschreibt den Untergang des einen, noch funktionsfahigen
elterlichen Allels bei bereits vorausgegangenem Funktionsverlust des anderen. Betrifft der
Verlust Bereiche, die an der Teilung und Differenzierung einer Zelle beteiligt sind, kann dieser
Umstand eine maligne Entartung und Progression bedeuten.

Das kolorektale Karzinom ist haufig mit solch spezifischen, partiellen oder ganzheitlichen
Verlusten von Chromosomen assoziiert [14]. So ist beispielshalber der lange Arm des
Chromosom 18, auf dem die Gene SMAD2, SMAD4, DCC und cables lokalisiert sind, sehr oft
betroffen [15]. Bei Verlust oder Mutation sind diese Uberwiegend beim fortgeschrittenen CRC
von Bedeutung.

Im Zusammenspiel mit diesen Gegebenheiten geht der Suppressor pathway, wie eingangs
erwahnt, mit Mutationen in bestimmten Onko- und Tumorsuppressorgenen einher. Als
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frihestes und damit wahrscheinlich initierendes Ereignis in der Karzinogenese wird die
Inaktivierung des APC-Gens infolge einer Mutation oder Hypermethylierung der
Promotorregion beschrieben [10, 15]. Eine Keimbahnmutation fiihrt zum namensgebenden,
hereditdren Krankheitsbild der familiaren adenomatésen Polyposis coli. Das APC-Protein ist
an Bindung und Abbau von (3-Catenin beteiligt und interagiert mit dem Wnt-Signalweg. Ein
Funktionsausfall flhrt folglich zur Akkumulation von B-Catenin im Cytosol. Nach der
Translokation in den Nukleus bewirkt es wiederum eine gesteigerte Transkription von
tumorférdernden Genen (c-myc, AXIN2, CCND1) [16]. Ein mutiertes KRAS-Onkogen liegt bei
30 bis 40 % der CRCs vor [17, 18]. Durch den mutationsbedingten Defekt seiner GTPase-
Aktivitat beglnstigt es Uber Signalwege, wie der MAPK- (Raf, Mek, MAPK) oder PI3K-AKT-
Kaskade, die Transkription von entscheidenden Faktoren in der Zellproliferation, Apoptose,
Angiogenese und Metastasierung [19].

Das Tumorsuppressorgen TP53 codiert das Phosphorprotein p53, das wegen seiner Funktion
als Kontrollinstanz im Zellzyklus auch als ,Wachter des Genoms" bezeichnet wird. Bei DNA-
Schaden fungiert es als Transkriptionsfaktor. Uber den Cdk-Inhibitor p21 kann p53 sowohl den
Ubergang in die S-Phase stoppen als auch proapoptotische Vorgéange durch beispielsweise
BAX, PUMA und NOXA einleiten [20]. Die Inaktivierung von TP53 ist ein haufig vorkommendes
Phanomen in menschlichen Tumoren und bei 50 bis 70 % der sporadischen CRCs
nachzuweisen [21, 22]. Grundsatzlich ist das CRC meist von einer Vielzahl von Mutationen
betroffen. Eine Schllisselrolle beim Fortschreiten und der Aufrechterhaltung des Tumors wird
jedoch weniger als 15 von ihnen zugeschrieben [23].

In gegenseitiger Interaktion treiben die beschriebenen Veranderungen eine maligne
Transformation an und resultieren letztlich im Krankheitsbild des CRC. Auch wenn die CIN
hierfir ein opportunes Umfeld zu sein scheint, gilt es allerdings zu klaren, ob es sich dabei um
die Ursache oder Folge der Karzinogenese handelt.

Der Mutator pathway wird auf molekularer Ebene durch die Mikrosatelliteninstabilitat (MSI)
charakterisiert und betrifft etwa 15 % aller CRCs [11]. Bei Mikrosatelliten, auch short tandem
repeats (STR) genannt, handelt es sich um repetitive, meist ein bis sechs Basen lange DNA-
Sequenzen, die Uber kodierende und nichtkodierende Bereiche des menschlichen Genoms
verteilt sind. Sie sind besonders anféllig fir Basenfehlpaarungen im Zuge der DNA-
Replikation. So kommt es bei Schaden im DNA-Mismatch-Reparatursystem (MMR) zu
Langenveranderungen [20]. Ein defizientes MMR (dMMR) mit den sich daraus ergebenden
Folgen definieren den MSI-Subtypen.

Die im Reparatursystem agierenden Proteine MutS, MutL und MutH wurden erstmals im
Bakterium Escherichia coli beschrieben. Das menschliche Pendant sind die hMLH- und hMSH-
Proteine (human MutL- bzw. MutS-homologues). In MSI-positiven Tumoren sind die hierfur
codierenden Gene hMSH2, hMLH1, hMSH6 und hPMS2 am haufigsten betroffen [24, 25, 26].
MMR-Proteine sind als Heterodimer-Paare organisiert, sodass hMSH2 mit hMSH6 und hMLH1
mit hPMS2 interagiert. Fiur h(MSH6 und hPMS?2 ist die jeweilige Paarung exklusiv, wodurch ein
funktioneller Ausfall ihres Interaktionspartners gleichzeitig die eigene Defizienz bedeutet [27].
Ein insuffizientes MMR erhdht konsequenterweise die Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten
und Akkumulieren von Mutationen sowie Langenveranderungen mit resultierendem frameshift
in tumorgenetisch relevanten Bereichen. So sind Defekte in Genen, die an Vorgangen in der
Apoptose (BAX, Caspase-5), Signaltransduktion (TGFB-Rezeptor II, ACVR2A) und
epigenetischer Regulation (HDAC2, ARID1A) beteiligt sind, bei MSI-Subtypen haufig
anzutreffen. Darlber hinaus ist es moglich, dass weitere Gene des MMR inaktiviert werden
(insbesondere hMSH3 und hMSHG6), woraus sich eine Art selbstverstarkender Prozess ergibt
[28, 29, 30].

Um das Ausmal der jeweiligen Charakteristika zu beschreiben, wird innerhalb der Subtypen
oft eine Gewichtung vorgenommen. Anhand des standardisierten Bethesda-Panels werden
funf Mikrosatellitenmarker hinsichtlich vorliegender Instabilitat untersucht. Man unterscheidet
zwischen MSI-H (high) bei mindestens zwei und MSI-L (low) bei lediglich einem auffalligen
Marker.

Bis zu 80 % der MSI-Tumore sind Folge sporadischer Ereignisse. Demgegenilber sind
Keimbahnmutationen des MMR mit etwa 3 bis 5 % unter den CRCs vertreten. Sie sind



Einleitung 9

ursachlich fur das Lynch-Syndrom (oft als HNPCC bezeichnet) als haufigste vererbbare Form
des Darmkrebs, benannt nach Henry T. Lynch, einem der Wegbereiter fir Diagnose und
Pravention von erblichen Krebserkrankungen [26, 31]. MSI-H-Karzinome sind haufiger im
proximalen Kolon lokalisiert [12] und zeigen eine hohe Anzahl tumorinfiltrierender Lympho-
zyten [32]. Die hereditare Form betrifft meist jingere (durchschnittliches Erkrankungsalter 45
Jahre) und die sporadische eher altere Patienten, womit sich eine bimodale Altersverteilung
ergibt [33]. Bei einem Grol3teil der sporadischen MSI-Tumoren ist ein silencing des hMLH1-
Promotors durch Hypermethylierung nachzuweisen [34]. Es stellt zugleich eine Uberschnei-
dung mit Tumoren des Methylator pathways dar, was eine initial gemeinsame Entwicklung
vermuten lasst [35].

Das Prinzip des gene silencing durch Methylierung von CpG-Inseln ist namensgebend fir den
CIMP. CpG-Inseln sind Bereiche des eukaryotischen Genoms, die eine vergleichsweise hohe
Dichte an CpG-Dinukleotiden aufweisen und oft in Promotorregionen lokalisiert sind [36]. Die
Methylierung des Cytosins in den Sequenzmustern kann eine verminderte Transkription oder
gar eine komplette Abschaltung betroffener Gene bewirken. Auf diese Weise wird haufig die
Synthese der DNA-Reparaturproteine hMLH1 und MGMT beim CIMP-Typen eingeschrankt
[11]. Allgemein lassen sich beim CRC, gegensatzlich zu gesundem Darmgewebe, zahlreiche
Gene mit unterschiedlich stark ausgepragter Methylierung nachweisen. Bei einigen Genen gilt
bereits das Vorliegen von Methylierung als Spezifikum, weil es ausschlieBlich in Zellen des
CRC vorkommt [37]. Bei ganzheitlicher Betrachtung fluhren solche Modifikationen zu einer
desorganisierten Genexpression und genomischen Instabilitat [9]. Analog zur MSI-Gruppe
kann bei CIMP-Tumoren eine Gewichtung mithilfe von Panels erfolgen, die gruppenspezi-
fische Marker umfassen. Der Anteil der CIMP-positiven Karzinome belauft sich auf ungefahr
40 %, die sich etwa zu gleichen Teilen auf die Untergruppen CIMP-H und CIMP-L verteilen.
Neben der epigenetischen Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen sind auch genetische
Veranderungen im Methylator pathway bedeutend. Bei CIMP-H-Tumoren liegt haufig eine
BRAF-Mutation vor, wohingegen die CIMP-L-Untergruppe mit einer Mutation von KRAS
assoziiert ist [11]. Beide Onkogene interagieren mit dem bereits erwahnten MAPK-Signalweg
und sind maRgeblich an der malignen Transformation beteiligt [19, 38]. Klinische Aspekte des
CIMP-H sind ein haufiges rechtsseitiges Auftreten und eine histologisch eher niedrige
Differenzierung. Des Weiteren haben betroffene Patienten zum Diagnosezeitpunkt ein
vergleichbar hohes Lebensalter [39].

3.3 Pravention und Diagnostik

Maligne Raumforderungen im Darm kénnen sich klinisch durch vielfaltige Symptome auf3ern.
Veranderungen des Stuhlgangs, wie Obstipation und Diarrhoe, sowie Blutablagerungen gehen
neben der fir die konsumierende Erkrankung typischen Begleitsymptomatik haufig mit dem
CRC einher. Gleichwohl fehlt es an spezifischen Symptomen, die insbesondere auf Tumore
im Frihstadium hinweisen. Nach Etablierung von Screeningprogrammen konnte eine Sen-
kung der Inzidenz und Mortalitat des CRC beobachtet werden, sodass der Pravention umso
mehr Bedeutung zukommt [40].

Unter Bericksichtigung von Anamnese und klinischer Untersuchung gilt die komplette
Koloskopie im Rahmen der gesetzlichen Darmkrebsvorsorge als Goldstandard [41]. Vorteile
hierbei sind die frihzeitige Erkennung von CRC-Vorstufen sowie die Moglichkeit der endo-
skopischen Biopsie und Intervention. Das Risiko, an einem CRC zu versterben, kann dadurch
bis zu 66 % reduziert werden [42]. Fachgesellschaften empfehlen, geman aktueller S3-Leitlinie
(2019) [41], Frauen ab 55 und Mannern ab 50 Jahren mit auffalliger Familienanamnese, an
einem Fruherkennungsprogramm teilzunehmen. Eine Koloskopie ist bei unauffalligem Befund
alle zehn Jahre zu wiederholen. Wenn diese abgelehnt wird, kann alternativ eine
Sigmoidoskopie alle funf Jahre in Kombination mit einem jahrlichen Stuhltest auf okkultes Blut
(FOBT) angeboten werden. Leitliniengerecht sollte der FOBT auch dann im jahrlichen
Rhythmus erfolgen, falls die endoskopische Vorsorge ganzlich abgelehnt wird. Bei Personen
mit erhéhtem Risiko werden intensivierte Vorsorgeprogramme entsprechend frihzeitig
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angeboten. Besteht der Verdacht einer erblichen Form, sind die Amsterdam-I- und -II- bzw.
Bethesda-Kriterien wegweisend fur das weitere Vorgehen. Sie dienen der HNPCC-Abklarung
und umfassen anamnestische Fragen zur familiaren Haufung, zum Erkrankungsalter und zum
Vorliegen von extrakolischen Malignomen. Werden die Kriterien erfullt, bestatigen molekular-
genetische Untersuchungen hinsichtlich Mutationen im MMR die Diagnose HNPCC bzw. das
Lynch-Syndrom im Falle einer Keimbahnmutation. In diesem Zusammenhang werden sel-
tenere, hereditare Formen, wie die FAP und die MUTYH-assoziierte Polyposis, abgeklart.
Die auf der TNM-Klassifikation beruhende Stadieneinteilung der Union internationale contre le
cancer (UICC) bildet die Grundlage in Bezug auf Therapie und Prognose des kolorektalen
Karzinoms. Dementsprechend spielt die histopathologische Bewertung von verdachtigen
Lasionen eine entscheidende Rolle. Wird die Diagnose CRC bestatigt, schliel3en sich weitere
Untersuchungen im Zuge des Stagings an. Um die Sphinkterfunktion und Tiefeninfiltration
besser einschatzen zu kdnnen, ist die digital-rektale Untersuchung ratsam [41]. Mittels kom-
pletter Koloskopie sollte das Vorliegen von synchronen CRCs ausgeschlossen werden, die bei
etwa 5 % der Félle zu finden sind [43]. Bildgebende Verfahren kénnen Aufschluss Uber
Tumorausbreitung und potenzielle Fernmetastasierung geben. Sie sind Uberdies hilfreich bei
der Planung operativer Eingriffe. Ferner wird anhand der Héhenlokalisation die Unter-
scheidung zwischen Kolon- und Rektumkarzinom vorgenommen. Tumore, die unter 16
Zentimeter oral der Anokutanlinie auftreten, werden laut UICC als Rektumkarzinome definiert.
Mittels starrer Koloskopie lasst sich diese Hohenlokalisation vornehmen. Die Unterteilung in
oberes (12—16 cm), mittleres (6—12 cm) und unteres (< 6 cm) Rektumdrittel ist ebenfalls fir
das therapeutische Vorgehen beim Rektumkarzinom bestimmend [41].

Eine praoperative Bestimmung des Tumormarkers CEA (carcinoembryonales Antigen) birgt
die Chance, Rezidive in der Tumornachsorge oder eine mdgliche Lebermetastasierung
friihzeitig zu erkennen sowie prognostische Aussagen zu treffen [44].

Tabelle 1 TNM-Klassifikation des kolorektalen Karzinoms nach UICC 2020 [45]

TNM-Klassifikation des CRC

Abkulrzung | Beschreibung

TX Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO kein Anhalt flr Primartumor

Tis | Carcinoma in situ: Infiltration der Lamina propria (intramukos)
T1 Infiltration der Submukosa

T T2 Infiltration der Muscularis propria

Infiltration der Subserosa oder des nichtperitonealisierten perikolischen oder
perirektalen Gewebes

T3

T4a | Perforation des viszeralen Peritoneums

T4b | Infiltration anderer Organe oder Strukturen

NX | regiondre Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden

NO | keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1a | Metastase in einem regionaren Lymphknoten

N N1b | Metastasen in zwei bis drei regiondren Lymphknoten

N1c Infinrat_ion des FettgeV\{ebes der Subserosa oder des r\_ichEperitoneaIisierten
perikolischen oder perirektalen Fettgewebes ohne regionare Lymphknotenmetastasen
N2a | vier bis sechs regionare Lymphknoten

N2b | =7 regionare Lymphknoten

MO | keine Fernmetastasen

M1a | Fernmetastasen: nur ein Organ betroffen

M1b | Fernmetastasen: mehr als ein Organ betroffen

M1c | Fernmetastasen im Peritoneum mit oder ohne Befall anderer Organe
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Tabelle 2 Stadieneinteilung des kolorektalen Karzinoms nach UICC 2020 [45]

UICC-Stadieneinteilung des CRC

Stadium TNM

0 Tis (Carcinoma in situ)

I bis T2, NO, MO
A T3, NO, MO

] IIB T4a, NO, MO
lc T4b, NO, MO
A bis T2, N1, MO oder T1, N2a, MO

]} 1B T1/T2, N2b, MO oder T2/T3, N2a, MO oder T3/T4a, N1, MO
e T3/T4a, N2b, MO oder T4a, N2a, MO oder T4b, N1/N2, MO
IVA jedes T, jedes N, M1a

\") IVB jedes T, jedes N, M1b
IVC jedes T, jedes N, M1c

3.4 Therapie

Die Erstlinientherapie richtet sich nach der obigen UICC-Stadieneinteilung. Bei der zugrunde
liegenden Klassifikation werden die histopathologischen Hauptkriterien Tumorinfiltrationstiefe
(T), Metastasierung der Lymphknoten (N) und Fernmetastasen (M) herangezogen. Im Vorfeld
werden auch patientenbezogene Aspekte, wie individueller Wunsch, biologisches Alter und
Operabilitat, in der Therapieentscheidung mitbertcksichtigt. Als wichtigster Teil des Behand-
lungskonzepts hat die chirurgische Intervention einen malfigeblichen Einfluss auf den
Therapieerfolg.

Die radikale chirurgische Resektion steht im Mittelpunkt beim kurativen Therapieansatz im
UICC-Stadium |, wobei je nach Risiko auch minimalinvasive Verfahren zur VerfiUgung stehen
[41]. Patienten im Stadium Il profitieren durch die zusatzliche adjuvante Chemotherapie von
einem verbesserten Funf-Jahres-Gesamtiberleben und einem geringeren Rezidivrisiko [46].
Allerdings haben nur 20 % dieser Patienten einen wirklichen Benefit aufgrund der
Chemotherapie, wodurch 80 % der Patienten einer unnétigen Toxizitat ausgesetzt sind [47].
Bei einem lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinom (mittleres und unteres Drittel) im Stadium
Il und Il wird eine neoadjuvante Radiochemotherapie oder Kurzzeitradiotherapie empfohlen
[41]. Damit I&sst sich ein besseres Ergebnis durch eine geringere Lokalrezidivrate und ein
Downstaging mit einer héheren Wahrscheinlichkeit fir den Sphinktererhalt erzielen [48]. Der
Nutzen einer adjuvanten Chemotherapie bei Patienten mit einem Kolonkarzinom im Stadium
Il ist Gegenstand der wissenschaftlichen Diskussion. Es wird versucht, Risikogruppen zu
identifizieren, die in diesem Stadium eindeutig hiervon profitieren [49]. Bei Patienten mit weit
fortgeschrittenem CRC (Stadium 1V) entscheiden individuelle Faktoren Uber das thera-
peutische Vorgehen mit kurativer oder palliativer Intention. Je nach Zielsetzung kénnen chi-
rurgische Mallnahmen (Tumor- bzw. Metastasenresektion) oder eine systemische Chemo-
therapie erwogen werden, um die Tumorlast zu verringern. Auch haben molekular-
pathologische Faktoren und die Tumorlokalisation beim metastasierten CRC (mCRC) einen
deutlichen Einfluss auf die Wahl der systemischen Therapie, sodass zunachst eine molekular-
biologische Diagnostik erfolgen sollte [41]. In einer Metaanalyse konnte unter anderem gezeigt
werden, dass bei linksseitigen Kolonkarzinomen ohne Ras-Mutation (Wildtyp) die Hinzunahme
eines anti-EGFR-Antikorpers der alleinigen Standardchemotherapie Uberlegen ist [50].
Insgesamt konnte aufgrund des kombinierten Einsatzes von zytotoxischen Wirkstoffen und
zielgerichteten Medikamenten die mittlere Uberlebenszeit von mCRC-Patienten von acht bis
zwolf auf 24 Monate mehr als verdoppelt werden [51, 52, 53].
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Die Grundsaule der konventionellen Chemotherapie bildet das Fluoropyrimidin 5-Fluorouracil
(5-FU) bzw. sein Prodrug Capecitabin. Nach der intrazellularen Konvertierung zu 2'-Desoxy-
Uridinmonophosphat (5-F-dUMP) wirkt es in erster Linie durch die Hemmung der Thymidylat-
synthase. Die dadurch gestdrte DNA-Replikation sowie -Reparatur vermitteln den antiproli-
ferativen Effekt. Als Co-Substrat fungiert Folinsaure (Leucovorin, LV) synergistisch in dieser
Reaktion. Ferner kdnnen abgeleitete Fluoronukleotide in DNA und RNA eingebaut werden.
Beim Einbau in die RNA interferieren sie auf diese Weise mit der RNA-Prozessierung [54].
Das konventionelle Therapieprotokoll beim nichtmetastasierten CRC sieht eine Kombination
von 5-FU mit Folinsaure und dem Platinderivat Oxaliplatin im sogenannten FOLFOX-Schema
vor. Alternativ wird Capecitabin mit Oxaliplatin kombiniert (XELOX-Schema) [41]. Als Platin-
komplexverbindung wirkt Oxaliplatin durch die Bildung von Quervernetzungen in der zellularen
DNA [54]. In der adjuvanten Therapie verbessert die Addition von Oxaliplatin unter anderem
das Drei-Jahres-krankheitsfreie-Uberleben im Stadium Il [55]. Dass auch Patienten im
Stadium Il davon profitieren, konnte bislang nicht eindeutig belegt werden [56]. Demnach
begrenzt sich die Leitlinienempfehlung im Falle einer adjuvanten Behandlung im Stadium Il
lediglich auf eine Monotherapie mit Fluoropyrimindinen. Im metastasierten Krankheitsstadium
gehdren neben den genannten Doubletten Kombinationsregime mit Irinotecan (FOLFIRI,
FOLFOXIRI) zum therapeutischen Portfolio [41]. Irinotecan wird in der Leber zum aktiven
Metaboliten SN38 umgewandelt. Die zytotoxische Wirkung von SN38 beruht auf der Inhibition
von Topoisomerase |, was zu s-Phase-abhdngigen DNA-Strangbrichen flhrt [54, 57]. Das
FOLFOXIRI-Schema erzielt hdhere Ansprechraten und ein langeres Gesamtuberleben als das
FOLFIRI-Regime [58, 59], ist aber mit einer hdheren Toxizitat verbunden.

Zu den klinisch haufigsten, unerwiinschten Arzneimittelwirkungen von 5-FU zahlen Myelo-
suppression, Ubelkeit, Neutropenie, Mukositis und Diarrhoe [60]. Die Kombination mit
Oxaliplatin und Irinotecan verandert das Toxizitatsprofil nachteilig. In diesem Zusammenhang
wird auch ein vermehrtes Auftreten von schwerer peripherer Neuropathie und Neutropenie
beschrieben [55, 61]. Wenngleich die behandlungsbedingte Toxizitat durch Optimierung von
Dosis und Applikation gesenkt werden konnte [62], sind auch individuelle Faktoren fur die
Vertraglichkeit zu berlicksichtigen. Als Schlisselenzym im 5-FU-Metabolismus weist die
Dihydropyrimidin-Dehydrogenase (DPD) seltene, aber pharmakokinetisch relevante Polymor-
phismen auf [54]. Pathogene Genvarianten, die eine DPD-Defizienz bewirken, kbénnen unter
5-FU-Anwendung zu schweren bis letalen Komplikationen fuhren [63, 64]. Als Bestandteil der
individualisierten Medizin tragt die genetische Abklarung dieser Polymorphismen vor Beginn
der Erstlinientherapie zur Patientensicherheit bei.

3.5 Individuelle Therapie und das PDX-Modell

Mit den neuen Erkenntnissen auf dem Gebiet der molekularen Krebsforschung eréffnen sich
neue Moglichkeiten fur individuelle Behandlungen. In der Klinik nehmen zielgerichtete Ansatze
und die Immuntherapie einen immer héheren Stellenwert ein. Im Zentrum dieser Entwicklung
steht die ldentifizierung von Subtypen, die aufgrund ihres molekularbiologischen Profils eine
neue und im ldealfall eine hoch effektive Therapie ermdglichen. In bestimmten Patienten-
gruppen des CRC-Stadiums IV konnte, wie zuvor erwahnt, durch den Einsatz von anti-EGFR-
und anti-VEGF-Antikdrpern ein besseres Ergebnis erreicht werden [50, 65]. Neue klinische
Studien [66, 67] liefern Uberdies vielversprechende Ergebnisse bei der Behandlung von MSI-
H-Tumoren mit PD1-Rezeptor-Antikérpern aus der Klasse der Immun-Checkpoint-Inhibitoren.
In diesem Kontext stellt sich auch die Frage, ob die molekulare Heterogenitat eine ebenfalls
unterschiedliche Sensitivitat gegenuber der konventionellen Chemotherapie bedingt. In der
Fachwelt finden sich kontroverse Aussagen zur Wirkung von 5-FU auf den MSI-Subtypen [32].

Mit dem Anspruch der personalisierten Krebstherapie ergibt sich die Notwendigkeit von experi-
mentellen Studien an geeigneten Tumormodellen. Der Zugriff auf qualitatives Tumorgewebe
von standardisierten Biobanken ist dabei essentiell. Die Uber Jahre hinweg aufgebaute HROC-
Kollektion (Nomenklatur: HRO = Hansestadt Rostock, C = CRC) der Arbeitsgruppe Moleku-
lare Onkologie und Immuntherapie (AG M.O.l) aus der Klinik fir Allgemeine, Thorax-, Gefal3-
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und Transplantationschirurgie der Klinik und Poliklinik flir Chirurgie der UMR umfasst tber 125
(Stand 2021) individuelle CRC-Xenografts. Sie ist zentraler Bestandteil einer der Forschungs-
schwerpunkte im Rahmen der Norddeutschen Tumorbank des CRC [68]. Das entwickelte
Kryokonservierungsverfahren bietet einen idealen Ausgangspunkt fir erfolgreiche Xenotrans-
plantationen bei vergleichsweise einfacher Umsetzung [69].

Anhand des etablierten Xenograft-Modells lassen sich kliniknahe Therapiestudien verwirk-
lichen [70]. Aufgrund der subkutanen Implantation von humanem Tumorgewebe in Mause mit
modifiziertem Immunsystem kann eine realistische In-vivo-Simulation des Primartumors
erreicht werden. Herausragender Vorteil dabei ist die Tatsache, dass histologische, gene-
tische sowie stromale Eigenschaften des humanen Tumors auch Uber mehrere Passagen
hinweg erhalten bleiben [71, 72].

Exom- ) . ™
Genomische Profilanalyse Ermittiung der Chemosensitivitat auf
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Abbildung 2 Strategie der personalisierten Medizin nach Hidalgo et al. [73]. In Verbindung mit der
genomischen Analyse des Patiententumors kdnnen erfolgversprechende Therapeutika an Avatar-
mé&usen erprobt werden, um dem Patienten eine individualisierte Therapie zu ermdglichen.

Fir den effektiven Transfer von xenogenem Tumorgewebe hat sich eine Vielzahl von Maus-
stammen bewahrt. Sie weisen jeweils Vor- und Nachteile in ihrer Anwendung auf, was bei der
Wahl des passenden Stamms vor Beginn einer Studie bericksichtigt werden muss. Auch das
Ausmal} der genetischen Immundefizienz variiert unter den etablierten Stdammen und kann ein
Hindernis fur das Engraftment (Anwachsen) des Transplantats bedeuten. Dem Stamm der
NOD.Cg-Prkdcsc?l12rg™ Wijl/SzJ-(NSG)-Mause fehlen T-, B- und funktionsfahige NK-Zellen.
Zudem fuhrt die fehlende Expression der IL2-Rezeptor-y-Kette zu weitreichenden Einschran-
kungen der Zytokin-Signalwege [74]. NSG-Mause haben sich als ein zuverlassiger Stamm
erwiesen, weil sie einerseits ein gutes Engraftment gewahrleisten und im Gegensatz zu ande-
ren immundefizienten Stdammen resistenter gegentber spontanen Lymphomen sind [75]. Die
starke Immundefizienz bleibt aber weiterhin ein einschrankender Faktor in der realitatstreuen
Nachbildung der Tumormikroumgebung. Um dem zu begegnen, knnen durch das Einbringen
von Schlisselelementen des humanen Immunsystems humanisierte NSG-Modelle etabliert
werden [76]. Ito et al. [77] beispielsweise gelang es, eine immunvermittelte, antitumorale
Wirkung durch die Transplantation von humanen Immunzellen zu rekonstruieren.

Mithilfe der patientenabgeleiteten Xenotransplantate (Patient-derived xenografts, PDX)
kénnen artifizielle Populationen aus ,Xenopatienten® (sogenannte Avatarmause) erstellt
werden, die sich fur Studiendesigns nach klinischem Vorbild eignen [78]. Klinische PDX-
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Studien (PDX clinical trial, PCT) reprasentieren unter Verwendung von nur einem Tier pro
Behandlungsarm die Heterogenitat der Patientenpopulation. In einer umfangreichen PCT
konnten Gao et al. [79] das Ansprechen von Patienten auf zielgerichtete Antineoplastika mit
klinischer Ubereinstimmung voraussagen. PDX-Modelle stellen demzufolge ein geeignetes
und wertvolles Instrument dar, um konventionelle und neue Chemotherapeutika im praklini-
schen Setting zu untersuchen und zugleich eine hohe klinische Aussagekraft zu erzielen [80].

3.6 HDACs und der HDAC-Inhibitor Panobinostat

Analog zur Modulierung der Transkription mittels Hyper- bzw. Hypomethylierung ist die Modifi-
kation von Histonen ein weiterer epigenetischer Mechanismus, der das Genexpressions-
muster in eukaryotischen Zellen beeinflussen kann.

Die Kernhistone H2A, H2B, H3 und H4 sowie das Verbindungshiston H1 sind wesentliche
Proteine der DNA-Kondensation. Ein H3-H4-Tetramer organisiert sich mit zwei H2A-H2B-
Heterodimeren zu einem Histonoktamer. Dieses wiederum bildet den Nucleosomenkern, um
den sich die DNA windet. Der Komplex wird als Nucleosom bezeichnet. Die am Nucleosom
aullen liegenden N- und C-terminalen Enden (,Schwanzdomanen®) der Kernhistone sind fur
enzymatische Vorgange zuganglich. Als Verbindungsstiick (deshalb auch als ,linker Histon*
bezeichnet) interagiert H1 mit DNA-Abschnitten, die sich zwischen den Nucleosomen
befinden, und ist demzufolge in der darlberliegenden Organisationsebene des Chromatins
von Bedeutung [20].

Zu den wichtigsten Modifizierungen der Schwanzdomanen gehoéren die Acetylierung, Methy-
lierung, Phosphorylierung und Ubiquitinierung. Den beiden Erstgenannten wird eine bedeu-
tende Funktion in der epigenetischen Genregulation zugeschrieben. Das Anheften von Acetyl-
gruppen an Lysinreste der Schwanzdomanen, ,neutralisiert” die positiven Ladungen der His-
tonproteine, sodass die Affinitat zum polyanionischen DNA-RUckgrat sinkt und der Konden-
sationsgrad abnimmt. Es erleichtert das Binden der RNA-Polymerase Il zu Transkriptions-
beginn und wirkt folglich aktivierend auf die Genexpression. Das Gleichgewicht zwischen
Histon-Acetyltransferasen (HATs) und -Deacetylasen (HDACs) reguliert diese reversible
Reaktion [20, 81]. Eine Lysinrest-Methylierung hingegen kann sowohl eine aktivierende als
auch eine unterdrickende Wirkung entfalten, wobei Lokalisation und Methylierungsgrad ent-
scheidend sind [82]. Im Folgenden soll besonderes Augenmerk auf den Effekt von HDACs
gerichtet werden.

DNA

N-terminal tail

- H2B

AHzA"/

Abbildung 3 Schematische Darstellung nach Kimura [82]. Nucleosom bestehend aus jeweils zwei
Kernhistonen und DNA von ca. 150 bp Ldnge. Aminoterminale Schwanzdoménen (N-terminal tail) ragen
heraus.
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In humanen Zellen sind 18 verschiedene HDACs bekannt. Sie lassen sich anhand ihrer
molekularen Ahnlichkeit in zwei Familien und vier Klassen unterteilen. Mit ihnrem Einfluss auf
die Genregulierung sind sie in den Fokus der onkologischen Forschung geruckt. Funktions-
ausfalle und veranderte Expressionslevel von HDACs konnten in diversen Tumorentitaten
nachgewiesen werden [83]. Auch in Zellen des CRCs sind solche Pathologien zu finden.
Zahlreiche Studien belegen Ubereistimmend eine Uberexpression von HDAC1 bis 3 und
HDACS in kolorektalem Tumorgewebe. Versuche an entsprechenden Knockout-Maus-Model-
len bekraftigen die Hypothese einer Beteiligung an der Tumorprogression. Einen Erklarungs-
ansatz dafir liefert die Erkenntnis, dass HDACs einerseits histonabhangig oder als Kom-
ponente von ,Co-Repressor-Komplexen® an der Expression von Tumorsuppressoren beteiligt
sind und diese andererseits direkt inaktiveren kénnen [84]. HDAC1 etwa kann den Abbau des
bedeutenden Anti-Onkogens p53 bewirken [85]. Andere Untersuchungen legen wiederum
nahe, dass der Ausfall bestimmter HDACs bei der Karzinogenese eine Rolle spielt. Ropero et
al. [86] wiesen in sporadischen MSI-positiven und HNPCC-Tumoren einen Defekt der HDAC2
nach. Auch hier scheint die intra-tumorale Heterogenitat des CRC wegweisend zu sein, weil
MSI-Karzinomzellen sowohl mit als auch ohne HDAC2-Defizienz existieren [30].
Epigenetische Veranderungen sind grundsatzlich reversibel. Sie stellen damit einen Ansatz-
punkt fur Medikamente dar, die die Fahigkeit besitzen, eine ricklaufige Entwicklung einzu-
leiten. Substanzen, die HDACs hemmen, werden seit Dekaden in der Forschung eigesetzt.
Ihre Hauptwirkung besteht darin, die fehlregulierte Acetylierung von Histonen und anderen
Substraten wiederherzustellen, indem das regulatorische Gleichgewicht in Richtung der HATs
verschoben wird. Dabei sind sie in ihrer Selektivitdt unterschiedlich: HADAC-Inhibitoren
(HDACI), wie die Valproinsaure, wirken spezifisch auf einzelne HDAC-Klassen, wahrend
sogenannte Pan-HDAC-Inhibitoren auf alle HDAC-Isoformen abzielen [87]. In der Vielseitigkeit
ihres Wirkspektrums liegt das Potenzial der HDACI. Es konnten mitunter anti-inflammatorische
Effekte nachgewiesen werden, die auf eine erfolgreiche Anwendung bei autoimmunvermittel-
ten Erkrankungen, wie SLE oder MS, hoffen lassen. Dank ihrer antitumoralen Eigenschaften
in den Bereichen Zellzyklusarrest, Zelldifferenzierung und Angiogenese hielten die ersten
HDACI bereits Einzug in die moderne Krebstherapie [88]. Seit 2006 wird SAHA (Vorinostat)
bei der Behandlung des kutanen T-Zell-Lymphoms in den USA eingesetzt [84]. Panobinostat
(LBHS589) ist ein Derivat der Hydroxylamino-Zimtsaure und wurde 2015 von der EMA fur die
Drittlinientherapie des Multiplen Myeloms zugelassen [54, 89]. Als Pan-HDACi verlangert es
in Kombination mit dem Proteosom-Inhibitor Bortezomib und Dexamethason das progres-
sionsfreie Uberleben im rezidivierten bzw. rezidivierten und therapierefraktdren Krankheits-
stadium [90]. Praklinische Studien deuten darauf hin, dass HDACi auch in Zellen des CRC
Tumorrepressoren aktivieren konnen [9, 13]. LaBonte und Kollegen [91] bestatigen die anti-
proliferative Wirkung von Panobinostat auf das kolorektale Karzinom. Sie haben zahlreiche
Gene identifizieren kénnen, deren Expression nach der Behandlung verandert war, darunter
die Hochregulation von Genen, einschliellich CTGF, das mit Antiangiogenese in Verbindung
gebracht wird, und eine verminderte Expression von FGF19, das Uber den [B-Catenin-
Signalweg tumorférdernd wirkt. Bemerkenswerterweise zeigte sich zudem eine verminderte
Expression der Thymidylatsynthase (TS). Die Chemoresistenz von Patienten gegentber 5-FU
ist mit erhdhten intrinsischen Werten der TS assoziiert [92]. In-vivo-Studien belegen einen
synergistischen Effekt von Panobinostat und 5-FU, was vermutlich auf diese Interaktion
zurlckzufuhren ist [93]. Es stellt einen potenziell wertvollen Ansatz dar, um diesem klinisch
hochrelevanten Resistenzmechanismus entgegenzuwirken. Gleichwohl sollte die Wahr-
scheinlichkeit einer erhdhten Toxizitat bei einer Kombinationstherapie mit Pan-HDACi nicht
auller Acht gelassen werden. Diesbeziiglich sind im Rahmen von Xenograft-Studien Diarrhoe
und Gewichtsverlust ebenso wie toxische Todesfalle dokumentiert [94]. Es gibt auRerdem
Hinweise, dass die molekularen Subtypen eine verschiedene Sensitivitat gegeniber HDACI
aufweisen. In Untersuchungen von Shin et al. [95] war eine HDACi-vermittelte Induktion der
Zelldifferenzierung bei Zelllinien des CIMP weniger erfolgreich. Zwar lieferten die aufgefiihrten
Arbeiten vielversprechende Ergebnisse, doch macht die Verwendung von nur insgesamt
wenigen Zelllinien weitere Studien notwendig. Insbesondere jene, in denen die molekulare
Heterogenitat in einem klinischen Setting Beachtung findet.
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3.7 Biomarker

Biomarker sind meist biologische Molekule und stellen Indikatoren dar, die dabei helfen sollen,
bestimmte Aussagen Uber Diagnose, Prognose oder Therapieansprechen zu treffen. Einige
dieser Marker sind aus dem Kklinischen Alltag nicht mehr wegzudenken. Wie im Falle eines
Troponinanstiegs beim akuten Myokardinfarkt sind sie elementar fur die Diagnosestellung.
Auch beim CRC sind einige Marker als pradiktive und prognostische Faktoren etabliert.
Wahrend CEA bei der Erkennung von Rezidiven in der Nachsorge von Bedeutung ist und der
Ras-Wildtyp eine personalisierte Anti-EGFR-Therapie zulasst, gibt es eine Reihe von weiteren
Tumor- und Biomarkern mit stark variierender Sensitivitat und Spezifitat, deren Mehrwert nicht
eindeutig geklart ist [96]. Die Expression des DPD-Gens (DPYD) kann als pradiktiver Marker
fur die Vertraglichkeit einer 5-FU-basierten Therapie verstanden werden. Eine genetisch be-
dingte Defizienz fuhrt zu einer schweren 5-FU-Toxizitat, die mit der pratherapeutischen Geno-
typisierung verhindert werden kann. Dagegen fehlt es an pradiktiven Biomarkern, die die Sen-
sitivitdt der Tumore gegenuber der Standardtherapie voraussagen kénnen. Winschenswert
waren diese nicht zuletzt deshalb, weil ein Grofiteil der Patienten im Stadium Il ohne
wirklichen Nutzen mit den unerwlinschten Wirkungen der Standardtherapie konfrontiert wird
[47]. So ist es ein standiges Bestreben der Forschung, neue Marker zu identifizieren, die
zuverlassig in der Friherkennung und Therapieplanung eingesetzt werden kénnen. In dieser
Arbeit werden neben DPYD die Expression der Biomarker CXCR4, DSE, FGF9, IGFBP7 und
NRP1 im PDX-Tumorgewebe untersucht und verglichen. Diesen Biomarkern wird eine
bedeutende Funktion in der Onkogenese des CRC und die Beteiligung an Arzneimittel-
resistenzen zugeschrieben [52, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109,
110, 111, 112, 113].
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4 Zielstellung

In der Erprobung von bewahrten und experimentellen Chemotherapeutika sind Tumormodelle
unerlasslich. Sie sind Grundpfeiler der translationalen Krebsforschung und die Voraussetzung
daflir, dass die Errungenschaften der Grundlagenforschung in Pravention, Diagnostik und
Therapie Anwendung finden. Das heterogene Krankheitsbild CRC birgt das Potenzial, die
individuellen molekularen Aspekte als Angriffspunkte fir eine effektive Therapie zu nutzen.
Das Ubergeordnete Ziel ist ein grolitmoglicher Gewinn durch eine individualisierte Behandlung
zu einem mdglichst glinstigen Nebenwirkungsprofil. In der vorliegenden Arbeit werden zwei
Schwerpunkte gesetzt: Zunachst wird der Engraftment-Erfolg individueller CRC-Tumore der
HROC-Kollektion in NSG-Mausen nach Kryokonservierung analysiert. AnschlieRend sollen
nach dem Vorbild einer PCT-Studie das Standardtherapeutikum 5-FU und der Histon-Deace-
tylase-Inhibitor Panobinostat auf inre Wirkung auf das Tumorwachstum hin untersucht werden.
In Mono- und Kombinationstherapie sollen die Effekte dieser Praparate auf die CRC-Sub-
klassen verglichen und mogliche Biomarker fir die Chemosensitivitat ermittelt werden. Der
besondere Fokus liegt hierbei auf der Beurteilung von potenziellen Unterschieden, die sich
durch das molekulare Profil ergeben.
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5 Material und Methoden
5.1 Material

5.1.1 Laborgerate

Laborgerat
chirurgisches Besteck Aesculap®
Dewar-Transportgefal

Digitalkamera

Eiswurfelbereiter
Etikettendrucker

Flissigstickstoffanlage

Heizplatte

Homogenisator Precellys®

Infrarotlampe

Kafigsystem

Klhlgerate:
e Kihlschrank (4 °C)

o TiefkUhlschrank (-20 °C)
o Tiefklhltruhe (-80 °C)

Mehrkanalpipetten

Messschieber digital

Nanodrop 1000 Spektrophotometer

Pipetten

RFID-Chip-Lesegerat GES3S Reader
Schattler:

e MS2 Minishaker

e Rocker 3D

Hersteller

B. Braun SE (Melsungen, Deutschland)
KGW-Isotherm (Karlsruhe, Deutschland)
Canon Deutschland GmbH (Krefeld,
Deutschland)

Manitowoc (Milwaukee, WI, USA)
Brady GmbH (Egelsbach, Deutschland)
Cryotherm GmbH & Co. KG (Kirchen,
Deutschland)

Harry Gestigkeit GmbH (Dusseldorf,
Deutschland)

Bertin GmbH (Frankfurt am Main,
Deutschland)

Electric Petra (Burgau, Deutschland)
Tecniplast Deutschland GmbH
(Hohenpeiltenberg, Deutschland)

Liebherr Hausgerate (Ochsenhausen,
Deutschland)

Bosch Hausgerate (Minchen, Deutschland)
Kryotec-Kryosafe GmbH (Hamburg,
Deutschland)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Burg-Wéachter KG (Wetter-Volmarstein,
Deutschland)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA,
USA)

Gilson (Villiers-le-Bel, Frankreich)

Datamars GmbH (Essen, Deutschland)

IKA (Staufen, Deutschland)
IKA (Staufen, Deutschland)
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e Thermomixer compact
e Vortex-Genie® 2

Thermal Cycler C1000 Touch

Thermal Cycler MyCycler™

ViiA™ 7 Real-Time PCR System

Waage

Warmematte ThermoLux®

Werkbank UVP PCR UV? HEPA Cabinet

Zentrifugen:

e Laborzentrifuge 2K15

e Multifuge® 3S-R

5.1.2 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Augen- und Nasensalbe Bepanthen®
Baretthauben

Einbettkassetten

Einmalhandschuhe

Einwegrasierer

Einwegvlieskittel

Insulinspritzen

medizinische Gesichtsmasken
Mullkompressen

Nahtmaterial
OP-Abdecktlicher

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Scientific Industries (Bohemia, NY, USA)
Bio-Rad Laboratories GmbH (Feldkirchen,
Deutschland)

Bio-Rad Laboratories GmbH (Feldkirchen,
Deutschland)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA,
USA)

Shimadzu Deutschland GmbH (Duisburg,
Deutschland)

Witte + Sutor GmbH (Murrhardt,
Deutschland)

Analytik Jena GmbH + Co. KG (Jena,
Deutschland)

Sigma Laborzentrifugen GmbH (Osterode
am Harz, Deutschland)

Heraeus Holding GmbH (Hanau,
Deutschland)

Hersteller

Bayer Vital GmbH (Leverkusen,
Deutschland)

AMPri Handelsgesellschaft mbH (Winsen,
Deutschland)

Sarstedt AG & Co. KG (Numbrecht,
Deutschland)

Paul Hartmann AG (Heidenheim,
Deutschland)

Wilkinson Sword GmbH (Solingen,
Deutschland)

AMPri Handelsgesellschaft mbH (Winsen,
Deutschland)

BD GmbH (Heidelberg, Deutschland)

MdlInlycke Health Care GmbH (Dusseldorf,
Deutschland)

Paul Hartmann AG (Heidenheim,
Deutschland)

Ethicon (Raritan,USA)

Paul Hartmann AG (Heidenheim,
Deutschland)
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PCR-Folie

PCR-Platten 96 Well

Petrischalen

Pipettenspitzen

Reaktionsgefafie (0,5ml, 1,5ml, 2,0ml)

Reaktionsgefalte, Safe-Lock Tubes (1,5 ml)
RFID-Transponder PICO-ID ISO
Skalpellklingen Aesculap®

Uberschuhe
Wattestabchen

Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml)

Sarstedt AG & Co. KG (Nimbrecht,
Deutschland)

Sarstedt AG & Co. KG (Numbrecht,
Deutschland)

Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen,
Deutschland)

Sarstedt AG & Co. KG (Numbrecht,
Deutschland)

Sarstedt AG & Co. KG (Nimbrecht,
Deutschland)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Uno (Zevenaar, Niederlande)
B. Braun SE (Melsungen, Deutschland)

P.J. Dahlhausen & Co. GmbH (Kdln,
Deutschland)

Lohmann & Rauscher GmbH & Co. KG
(Neuwied, Deutschland)

Greiner Bio-One GmbH (Kremsmlinster,
Osterreich)

5.1.3 Chemikalien, Lésungen und Reagenzien

Chemikalien, Losungen und Reagenzien

Dekontaminationslésung
DEPC-Wasser
Dimethylsulfoxid (DMSO)
DNase

dNTP-Mix
Ethanol 100 %

FBS (filtriertes Rinderserum)
Flachendesinfektionsmittel

Formaldehyd 4 % gepuffert
Matrigel®

Natriumchlorid-Lésung (0,9 %)
nukleasefreies Wasser

PBS (steril, ohne Calcium und Magnesium)

Povidon-lod-Lésung Braunol®

Primer (Oligo-dT + Random)

Reverase™ Reverase Transcriptase

Hersteller

AppliChem GmbH (Darmstadt,
Deutschland)

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)

AppliChem GmbH (Darmstadt,
Deutschland)

Roche Deutschland Holding GmbH
(Grenzach-Wyhlen, Deutschland)

Bioron GmbH (Rémerberg, Deutschland)

Zentralapotheke der Universitatsklinik
Rostock

PAN-Biotech GmbH (Aidenbach,
Deutschland)

Paul Hartmann AG (Heidenheim,
Deutschland)

Formafix GmbH (Disseldorf, Deutschland)

Corning GmbH (Kaiserslautern,
Deutschland)
B. Braun SE (Melsungen, Deutschland)

EURXx (Gdansk, Polen)

PAN-Biotech GmbH (Aidenbach,
Deutschland)
B. Braun SE (Melsungen, Deutschland)

metabion GmbH (Planegg-Steinkirchen,
Deutschland)
Bioron GmbH (Rémerberg, Deutschland)
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Sonden

5 x RT buffer complete

5.1.4 Kits

Produktname

Peqlab® peqGOLD Total RNA Kit®
Precellys® Lysing Kit ,Hard Tissue

Homogenizing CK28-R*
TagMan Master Mix

5.1.5 Pharmazeutika

Substanz
Cotrimoxazol
Ketamin 10 %

Material und Methoden
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Bioron GmbH (Rémerberg, Deutschland)

metabion GmbH (Planegg-Steinkirchen,

Deutschland)

Bioron GmbH (Rémerberg, Deutschland)

Hersteller

Deutschland)

VWR International GmbH (Darmstadt,

Bertin Technologies (Montigny-le-
Bretonneux, Frankreich)

Bioron GmbH (Rémerberg, Deutschland)

Hersteller

Ratiopharm GmbH (UIm, Deutschland)
Bela-pharm GmbH & Co. KG (Vechta,

Deutschland)

Panobinostat (LBH589) MedChemExpress LLC (Monmouth
Junction, NJ, USA)
Xylazin 2 % Bayer AG (Leverkusen, Deutschland)
5-Fluorouracil Zentralapotheke des Universitatsklinikums
Rostock
5.1.6 Primer
Gen Primer-Sequenz Produktgrofe
[bp]
F: 5-CGCGGCCAGAAACTTCAG-3 118
Ll .5 -TGATCCCCTCCATGGTAACC-3
F: 5-AGACTCGAGACTGTAGGCAC-3 102
DAL R 5-TGCATGAGTTTGTGTTCGAGG-3
F: 5-TGCACACAGTCATGAGCTTC-3’ 132
g R: 5-AAGATCCTCACAGTGCAGGG-3'
F: 5-ACTGCAGGACTGGATTTCAC-3 150
A R: 5-CGAGGTAGAGTCCACTGTCC-3
F: 5-GCATGAAGTAACTGGCTGGG-3’ 98
etA=zy R: 5-CTGAAGCCTGTCCTTGGGA-3
F: 5-AACGGGGAAGACTGGATCAC-3 139
AR R: 5-AAGTTGCAGGCTTGATTCGG-3’
F: 5-TCACCAGGGCTGCTTTTAAC-3’ 105
GAPDH

Hybridisierungssonde

R

: 5-GGGTGGAATCATATTGGAACA-3’

5!

-HEX-TGCCATCAATGACCCCTTCATTG-BHQ-3
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5.1.7 Software
Brady LabelMark® 6

GraphPad Prism® 5
Microsoft Office® 2019

5.1.8 Versuchstiere

Mausstamm Zucht und Hersteller
Zentrale Versuchstierhaltung der Universitat
NSG: NOD.Cg-Prkdcse@li2rg™Wijl/SzJ Rostock

Hersteller: The Jackson Laboratory (JAX),
Bar Harbor, USA

Die Versuchstiere wurden von der Zentralen Versuchstierhaltung des Instituts fur
Experimentelle Chirurgie (Direktorin: Prof. Dr. med. Brigitte Vollmar) der Universitat Rostock
bezogen. Alle Versuche wurden durch das Landesamt fur Landwirtschaft, Lebensmittel-
sicherheit und Fischerei Mecklenburg-Vorpommern genehmigt (Genehmigungsnummer:
LALLF M-V/TSD/7221.3-1-005/17). Die SPF-nahe Haltung erfolgte in einzelbellfteten
Kafigsystemen (IVCs) mit maximal sechs Tieren pro Kafig unter freiem Zugang zu Wasser
(autoklaviert) und Standardfutter (autoklavierte Pellets, ssniff Spezialdiaten GmbH Soest,
Deutschland), in einem zwdlfstindigen Tag-/Nachtzyklus bis zu Ende des Nachbeobachtung-
zeitraums (maximal drei Monate). Fir das Wohlbefinden der Tiere enthielten die Kafige Tier-
einstreu, Nage- und Nistmaterial. Zudem erfolgte eine einwdchige Adaptation an die Haltungs-
und Versuchsbedingungen vor Studienbeginn. Es wurden weibliche und méannliche, vier bis
sechs Wochen alte NSG-Mause verwendet.
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5.2 Methoden

5.2.1 Erzeugung der PDX-Modelle

Der Ablauf bei der Erzeugung von PDX-Modellen richtete sich nach dem von Mullins et al.
[114] beschriebenen inkrementellen Vorgehen. Die Implantation erfolgte parallel in vier
NOD.Cg-Prkdcsel12rg™ Wil/SzJ-Mausen. Dafiir wurde jeweils ein Tumorstiick von 3 x 3 x 3
mm Groélie verwendet. Sie entstammen der HROC-Kollektion und wurden, entsprechend des
erwahnten Verfahrens von Linnebacher et al. [69], aus zuvor xenotransplantierten Patienten-
tumoren und anschlieliender Kryokonservierung gewonnen. Wahrend des Auftauens wurden
die Tumorsticke mehrmals mit PBS gespult, um das im Gefriermedium enthaltene DMSO zu
entfernen. Im Anschluss daran wurden die Tumorfragmente flr Gber zehn Minuten in Matrigel®
eingeweicht, das Bestandteile der extrazellularen Matrix enthalt und das Engraftment in
vorangegangenen Untersuchungen verbessert hat[115, 116]. Vor Beginn des Eingriffs wurden
die postoperativen Kafige vorbereitet sowie Futter und Nistmaterial aufgefillt. Das Trinkwasser
wurde postoperativ flr einen Zeitraum von vier Wochen prophylaktisch mit Antibiotika versetzt
(Cotrim, Dosis: 8 mg Trimethoprim und 40 mg Sulfamethoxazol pro kg KG; gemal GV-Solas;
entspricht 11,55 ml pro Liter Trinkwasser). Die bendtigten Materialien wurden griffbereit sortiert
und die elektrischen Gerate angeschlossen. Zur Bestimmung der Narkotikadosis wurden die
Mause gewogen. Nach grindlicher Desinfektion von Arbeitsflachen und Instrumentarium er-
folgte die Allgemeinanasthesie mit Ketamin/Xylazin (Dosis: 90/6 mg/kg KG i. p.). Zur
Uberprifung der Narkosetiefe wurde ein Schmerzreiz gesetzt, indem die Haut eines
Hinterbeins mit einer anatomischen Pinzette behutsam komprimiert wurde. Das Ausbleiben
einer muskularen Kontraktion bestatige eine ausreichende Allgemeinanasthesie.

- = SIS
Abbildung 4 Intraperitoneale Applikation der Anésthetika (I.) und Injektion des RFID-Responders in die
Nackenfalte (r.)

Unter moglichst sterilen Bedingungen folgten die invasiven Schritte. Fir die eindeutige Identi-
fikation der Tiere wurde ein RFID-Transponder subkutan in die Nackenfalte injiziert. Die Funk-
tion des Responders wurde mittels Lesegerat kontrolliert und das jeweilige Tier mit einer PDX-
ID versehen. AnschlieRend wurden die Augen mit einer Salbe bedeckt, um ein Austrocken zu
verhindern. Mit einem Einwegrasierer wurde das Fell der rechten Flanke entfernt und die
darunterliegende Haut mit Povidon-lod-Lésung desinfiziert. Es folgte ein ca. 5 mm langer
Schnitt mittels gerader Irisschere und die stumpfe Praparation einer subkutanen Tasche. Um
den Zugang zu dieser offen zu halten, wurde der Wundrand mit einer Pinzette angehoben.
Zeitgleich wurde ein mit Matrigel® getranktes Tumorstiick mit einer atraumatischen Pinzette
vorsichtig eingefuhrt. Der Wundverschluss erfolgte mit einem bis zwei chirurgischen Knoten
(resorbierbares Nahtmaterial: PDS Il monofil, USP 5-0). AbschlieRend wurde der Wundbereich
erneut mit Povidon-lod-Lésung behandelt und das Tier in den vorbereiteten Kafig gelegt.
Wahrend des gesamten Eingriffs lagen die Tiere auf einem sterilen OP-Tuch mit einer darunter
befindlichen Warmematte, um einer perioperativen Hypothermie entgegenzuwirken. In der
Aufwachphase wurden die Mause durch eine Infrarotlampe gewarmt. Die ausgewahlten
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Tumore der HROC-Sammlung wurden, bis auf eine Ausnahme (HROC50), jeweils in vier
Mause implantiert, mit je einem Tumorstick pro Tier.

Die tabellarische Auflistung der verwendeten HROC-Tumore mit ihren klinischen
Charakteristiken ist dem Anhang zu entnehmen.

Abbildung 5 Tumorimplantation: Desinfektion der rasierten rechten Flanke (o. I.), stumpfe Prdparation
einer subkutanen Tasche (o. r.), Einfiihren des Tumors (u. I.) und Wundverschluss (u. r.)

5.2.2 Therapie und Messung des Tumorwachstums

Nach Implantation wurde die TumorgroRe mehrfach wochentlich mit einem digitalen Mess-
schieber bestimmt. Sobald der Tumor nach erfolgreichem Engraftment einen Durchmesser
von ungefahr 6 mm (= 100 mm?) erreicht hatte, wurden die Mause randomisiert und einem der
vier Therapiearme zugeteilt (Tabelle 3). In den Therapiearmen 1 und 2 wurde in Monotherapie
mit 5-FU bzw. Panobinostat, im Therapiearm 3 in Kombinationstherapie aus beidem und in
der Kontrollgruppe mit einer 0,9 %-NaCl-Lésung behandelt. Das verabreichte Gesamtvolumen
belief sich in allen Therapiearmen auf 100 pl.

Tabelle 3 Therapiearme

n Ir;e'ﬁg:/?srr:or Therapieschema
1 Monotherapie 5-FU (20 mg/kg KG, i. p.)
2 Monotherapie Panobinostat (10 mg/kg KG, i. p.)
3 Kombir]ationstherapie 5-FU (20 mg/kg KG,i. p.)+
Panobinostat (10m mg/kg KG, i. p.)
4 Kontrollgruppe 0,9 % NaCl Lésung i. p.
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Basierend auf Vorerfahrungen sah die initiale Studienplanung eine 5-FU-Dosis von 30 mg/kg
KG vor. Aufgrund von starken unerwinschten Wirkungen und toxischen Todesféllen bei der
Behandlung der ersten Tiere in der 5-FU- und der Kombinationsgruppe (siehe Ergebnisteil)
wurde die Dosis in beiden Gruppen auf 20 mg/kg KG angepasst. Fur Panobinostat wurde, in
Anlehnung an die zu diesem Zeitpunkt verfugbare Literatur [93, 117, 118], eine Dosis von
10 mg/kg KG festgelegt. Je Behandlungsarm und HROC-Tumor wurde folglich ein Tier (n = 1)
einbezogen, analog zum Ansatz von Gao et al. [79]. Das Therapieschema sah insgesamt neun
Applikationen pro Behandlungsarm vor (Abb. 6). Die Applikation der Chemotherapeutika und
der Kontrollldsung erfolgte dreimal wochentlich intraperitoneal mit der ersten Gabe an Tag 0
und der letzten an Tag 18. An jedem Behandlungstag wurden die Tiere fir die Dosisbestim-
mung gewogen, aullerdem wurde die Gréf3e des Tumors gemessen. Die Werte wurden doku-
mentiert und die Tiere hinsichtlich Auffalligkeiten wie Aussehen, Sozialverhalten, Schmerz-
symptomatik und StuhlunregelmaRigkeiten anhand eines Score Sheets (siehe Anhang) begut-
achtet. Nach erfolgreichem Abschluss der Therapiephase schloss sich die Nachbeobach-
tungszeit an. Dazu wurden das Gewicht und die TumorgréRe zunachst drei Tage nach der
letzten Applikation (Tag 21) bestimmt und nachfolgend in einem wdchentlichen Intervall fur
maximal zehn Wochen (Tag 91) dokumentiert. Tiere, die Uber sechs Monate nach Implantation
kein Engraftment aufwiesen, wurden aus der Studie ausgeschlossen und fir die studentische
Aus- und Weiterbildung verwendet.

Xenografting Therapie Nachbeobachtung

Q? | ‘ | ‘ l | Explantation und

ex vivo Analysen
X Tag 0 2 4 T a 1 14 16 18 a1
Implnnlannn
Therapiebeginn: Injektion i.p.: Abbruchkriterien:
Tumor-@ = 6mm 5-FU (20 mg'kg KG) Tumorvolumen > 700 mm?
} Panobinostat (10 mg/kg KG) Stark reduzierter Allgemeinzustand

Kombination (20 + 10 mg/kg KG)
Kontrolle (0.9% NaCl)

A\ 4

Messung Tumorgréfte und Gewicht
Abbildung 6 Therapieschema

Bei Auftreten von milden bis moderaten unerwiinschten Wirkungen (Gewichtsverlust,
Diarrhoe) wurde den Tieren eingeweichtes Futter zur Verfugung gestellt. Falls sich der
Allgemeinzustand weiterhin therapiebedingt verschlechtert haben sollte, wurde die Therapie
pausiert oder entsprechend der Abbruchkriterien beendet. Dies geschah ebenso, wenn der
Tumor ein errechnetes Volumen von (iber 700 mm? erreichte. Durch die haufig anndhernd
kugelige Form der Tumore wurde das ungefahre Tumorvolumen V1, in Anlehnung an die
Volumenbestimmung einer Kugel V = /3 x  x (°/5)® anhand der Formel Vr = 0,52 x D?
berechnet, wobei D der Tumordurchmesser ist. Die Tétung erfolgte durch CO.-Begasung und
zervikale Dislokation. Es folgten Tumorexplantation und Ex-vivo-Analysen.

5.2.3 Explantation

Far die Explantation erfolgte zunachst eine Inzision an der Tumorbasis. Der Wundrand wurde
mittels chirurgischer Pinzette offen gehalten und eine Irisschere geschlossen zwischen Tumor
und Haut eingefiihrt. Durch wiederholtes Offnen der Schere konnte der meist solide Tumor
vom subkutanen Gewebe getrennt werden. War der Tumor durch derbe Bindegewebsbriicken
mit der Haut oder dem subkutanen Gewebe verwachsen, wurden diese durchtrennt und der
Tumor, wie beschrieben, herausgeschalt. Die stumpfe Dissektion erméglichte es, den Tumor
intakt zu entnehmen, sofern dessen Beschaffenheit dies zulie3. Nach Entnahme wurde der
Tumor auf eine zuvor beschriftete, sterile Petrischale gelegt, gewogen und fotografiert. Im
Anschluss wurde der Tumor mit einem Skalpell, abhangig von der AusgangsgrofRe, halbiert
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oder geviertelt, sodass die Schnittstlicke sowohl periphere als auch zentrale Anteile des
Tumors enthielten. Ein solches Stick wurde mittig in eine Einbettkassette platziert, die
daraufhin verschlossen und in ein mit Formaldehydlésung gefilltes Gefal® gegeben wurde.
Das restliche Tumorgewebe wurde in etwa 3 x 3 x 3 mm groRe Stiicke geschnitten, mit einer
Tumorpinzette in ein entsprechend beschriftetes Kryoréhrchen und zuletzt in ein mit flissigem
Stickstoff geflllites Dewartransportgefal gegeben. Die Lagerung der Tumorstiicke erfolgte in
einem Tiefkuhlschrank bei -80 °C.

[T i

Abbildung 7 Beispielhafte Fotografien explantierter Tumore, links: solider Tumor mit rundlicher Form,
rechts: Tumor mit soliden und diffusen Anteilen

5.2.4 RNA- und DNA-Isolation

Fur die RNA-Isolation wurden das Gesamt-RNA-Kit von Peqlab® in Kombination mit dem Pre-
cellys®-Lyse-Kit verwendet. Das Vorgehen richtete sich nach einem leicht modifizierten Her-
stellerprotokoll. Es wurde stets unter moglichst sterilen Bedingungen gearbeitet. Der erste
Schritt beinhaltete die Homogenisierung und Lyse des Tumorgewebes. Die im Tiefkuhlschrank
gelagerten Kryordhrchen mit den darin enthaltenen Tumorstiicken wurden in ein mit flissigem
Stickstoff gefulltes Dewargefald uberfuhrt. AnschlieBend wurden jeweils etwa 20 mg Tumor-
gewebe mit einer sterilen Pinzette in die zuvor beschrifteten Lysegeféal3e gegeben. Zu grolie
Tumorstickchen wurden auf eine sterile Kompresse gelegt, mit einer weiteren Uberdeckt und
mit einem Hammer vorsichtig zertrimmert. Zwecks der Vermeidung einer Kreuzkontamination
wurden Pinzette und Hammer vor jedem Kontakt mit neuem Tumorgewebe mit Ethanol
desinfiziert, auRerdem wurde fur jedes Tumorstick eigene sterile Kompressen verwendet.
Nicht verwendetes Tumorgewebe wurde sofort zurtick Uberflhrt und in den flussigen Stickstoff
gegeben. In die Lysegfalle wurden 100 ul des RNA-Lysis-Buffer T pipettiert. Die Lysegefalle
wurden in die Probenhalter gestellt und im Homogenisator fir 2 x 20 s bei 6500 rpm mit einer
Pause von 10 s homogenisiert. Nach Abschutteln des oberflachlichen Schaums wurden
nochmals 350 pl des RNA-Lysis-Buffer T zugegeben und danach sorgfaltig 5 s lang mit einem
Vortexmischer vermengt. Hiernach inkubierten die Proben fir 60 min unter kontinuierlichem
Schitteln bei Raumtemperatur. Wahrenddessen wurden Etiketten vorbereitet, mit denen die
nachfolgenden Gefalie (Collection Tubes, RNA und DNA Columns) beklebt wurden. Nach der
Inkubation wurden die Lysegefalle kurz anzentrifugiert. Ausgenommen der Elution, erfolgten
die nachfolgenden Zentrifugationsschritte bei 10.000 x g. Die DNA Removing Columns wurden
in die Collection Tubes (2 ml) gesteckt und das Puffer-Gewebe-Gemisch auf die Saule pipet-
tiert. Daraufhin wurde der Ansatz fir 2 min zentrifugiert. Die etikettierten DNA Removing
Columns wurden entfernt und bei -20 °C eingefroren. Im nachsten Schritt erfolgten das Laden
und Binden. Hierbei wurden zunachst 400 ul Ethanol (70 %, unvergallt) zum Filtrat gegeben
und der Ansatz durch wiederholtes Auf- und Abpipettieren vermischt. Die PerfectBind RNA
Columns wurden in die Collection Tubes gesteckt und jeweils 750 pl des Ansatzes auf die
Saule geladen. Es wurde erneut fur 2 min zentrifugiert. Falls der Inhalt eines Ansatzes Uber
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750 pl betrug, wurde die Saule mehrmals beladen und zentrifugiert. Der Zentrifugationsschritt
wurde auch wiederholt, wenn die Probe nicht vollstandig tber die Saule gedriickt worden war.
Der Saulendurchfluss wurde vor dem nachsten Arbeitsschritt verworfen. Nun erfolgte das erste
Waschen. Dazu wurden 500 ul RNA Wash Buffer | auf die Sdulen gegeben, danach wurden
die Saulen samt Collection Tubes fiur 1 min zentrifugiert. Der Durchfluss wurde wieder
verworfen, und es folgte der DNase-Verdau. Hierfur wurde eine DNase-L6sung angesetzt,
bestehend aus zuvor aufgetauter DNase (0,1 pl pro Saule) und DNAse-Puffer, 1:10 mit
nukleasefreiem Wasser verdinnt. Auf jede Saule wurden 50 ul der DNase-Ldsung pipettiert.
Nach einer zehnminitigen Inkubation bei Raumtemperatur wurden 400 pyl des RNA Wash
Buffer | zugegeben und erneut fir 5 min inkubiert. Im Anschluss wurden die Proben 5 min lang
zentrifugiert und die Collection Tubes wieder geleert. Es folgte das zweite Waschen. Dabei
wurden 650 ul des RNA Wash Buffer |l auf die Saulen gegeben und diese fur 1 min
zentrifugiert. Nach Verwerfen des Saulendurchflusses erfolgte das Trocknen durch
Zentrifugieren der Collection Tubes mit den eingesteckten Saulen fur 2 min. Fur den letzten
Schritt, der Elution, wurden die Saulen in sterile Reaktionsgefalte von 1,5 ml tberfihrt und
jeweils 40,5 yl RNase-freies Wasser, das zuvor auf 70 °C erhitzt worden war, auf die
Saulenmatrix pipettiert. Nachdem sie 3 min lang inkubiert haben, wurden die eingesteckten
Saulen flr 1 min bei 6.000 x g zentrifugiert. Zuletzt wurden nochmals 40,5 ul des Wassers
dazugegeben und wieder 1 min bei 6.000 % g zentrifugiert. Die Saulen wurden verworfen und
die etikettierten Reaktionsgefalle mit der isolierten RNA bei -80 °C eingefroren.

5.2.5 Genexpressionsanalyse

In Vorbereitung auf die Bestimmung der Expressionslevel mittels gPCR erfolgten zunachst die
quantitative Analyse der RNA-Proben mit nachfolgender cDNA-Synthese. Dafur wurde die
RNA-Konzentration mit einem NanoDrop® Spektrophotometer bestimmt und die Proben
anschlielRend in cDNA-Aliquotes auf 200 ng/ul verdinnt.

5.2.6 cDNA-Synthese

Die Durchfiihrung der cDNA-Synthese richtete sich nach dem Reverase™-Protokoll des Her-
stellers Bioron. Im ersten Schritt wurde aus jeder Probe jeweils 1 ug RNA in eine 96-Wellplatte
pipettiert. Die verwendeten Kavitaten wurden um je 1 pl Oligo-dT 15 Primer erganzt und mit
nukleasefreiem Wasser auf insgesamt 8 ul aufgefillt. Die Mikrotiterplatte wurde mit einer PCR-
Folie luftdicht verschlossen, und es erfolgte eine Inkubation fir 10 min bei 70 °C. Nachfolgend
wurde die Platte fir 10 min auf Eis gekuhlt und parallel dazu ein Mastermix, bestehend aus
4 ul 5 x RT buffer complete, 1 yl dNTP-Mix, 1 yl Reverase™ (200 Einheiten) und 6 ul nukle-
asefreiem Wasser, vorbereitet. Nach Hinzugeben von jeweils 12 yl des Mastermixes zu jeder
Probe wurde die Platte anzentrifugiert und erneut mittels Folie versiegelt. Im Anschluss daran
wurden die Mikrotierplatte in den Thermal Cycler gegeben und das cDNA-Synthese Programm
gestartet. Dabei erfolgte eine Inkubation fir 120 min bei 45 °C und danach fur 10 min bei
70 °C. Nach einem kurzen Abkuhlen auf Eis wurde in jede Kavitat 60 ul nukleasefreies Wasser
gegeben, womit die cDNA-Proben im Verhaltnis von 1:4 verdinnt wurden.

5.2.7 qPCR mit TagMan-Sonden

Die Transkription der Gene CXCR4, DPYD, DSE, FGF9, IGFBP7 und NRP1 wurde mittels
gPCR analysiert. Als Housekeeping-Gen wurde die humane GAPDH gewahlt. Es wurde der
TagMan Master Mix des Herstellers Bioron verwendet. Die Durchfiihrung richtete sich nach
dem Herstellerprotokoll. Als Reporterfluoreszenzfarbstoffe wurden FAM und VIC eingesetzt.

Zuerst wurde der Sondenmix vorbereitet. Dazu wurden jeweils 10 pl des Forward und Revers
Primers, 2 yl der jeweiligen Sondenlésung sowie 78 pl nukleasefreies Wasser in einem licht-
geschutzten Reaktionsgefal vermischt. AnschlieRend wurde ein Mastermix angesetzt. Dieser
setzte sich aus den in Tabelle 4 aufgefihrten Komponenten zusammen. Nun wurden in jede
Kavitat der 96-Wellplatten 10,5 yl des Mastermixes pipettiert und jeweils 2 yl der cDNA-Pro-
ben hinzugefugt. Zudem wurden NTC-Proben (No Template Control) erstellt, indem anstelle
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einer cDNA-Probe 2 ul nukleasefreies Wasser zum Mastermix gegeben wurden. Fur jede
Probe wurden Duplikate verwendet.

Tabelle 4 Mastermix qPCR
Komponente Volumen [ul]
TagMan Master Mix 6,25
Sondenmix 0,625
ROX-Lésung (1:10 verdiinnt) 0,15
nukleasefreies Wasser 3,475

Anschlieend wurden die Mikrotierplatten mit einer optisch klaren Folie luftdicht versiegelt,
anzentrifugiert und in das ViiA™ 7 Real-Time PCR System gegeben. Fiir die Analyse wurde
das in Abbildung 9 dargestellte Zyklusprogramm verwendet.

Hold Stage PCR Stage

Number of Cycles: 40

95,0°C 95,0°C
7 10:00 00:15
//__/ 1,6 ocfs
16°cls T 600°C
e .
50.0°C 01:00
[ —
02:00
A
.//..
" 18°Cls
A
_/
P
e
Step1 Step2 Step1 Step2

Abbildung 8 Zyklusdiagramm der qPCR. In der Haltephase (Hold Stage) erfolgten eine Inkubation
(50 °C, 2 min) und die erste Denaturierung (95 °C, 10 min). Die Amplifikation fand in der PCR-Phase
statt, bei der die Schritte Denaturierung (95 °C, 15 s) und Hybridisierung (60 °C, 1 min) fiir 40 Zyklen
abwechselnd wiederholt wurden.

5.2.8 Histopathologische Untersuchung

Die Anfertigung der Gewebeschnitte nach Standardverfahren (4—5 ym Dicke) und die Hama-
toxylin-Eosin-Farbung mit nachfolgender histopathologischer Beurteilung am Lichtmikroskop
erfolgten in Kooperation mit Prof. Dr. med. Friedrich Prall am Institut fir Pathologie der Univer-
sitat Rostock.
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6 Ergebnisse

Die sukzessive Erzeugung der PDX-Modelle konnte zunachst planmaflig durchgefuhrt wer-
den. Nach Anlaufen der Therapiephase wurden bei einigen Avatarmausen der 5-FU- und der
Kombinationsgruppe starke unerwiinschte Wirkungen und toxische Todesfalle dokumentiert.
Die initial gewahlte 5-FU-Dosis von 30 mg/kg KG orientierte sich an den bisherigen Erfahrun-
gen der Arbeitsgruppe. Um eine bessere Vertraglichkeit zu erreichen, erfolgte fir beide Thera-
piearme eine Dosisanpassung auf 20 mg/kg KG. Die Dosisreduktion bewirkte zwar eine Ab-
nahme, jedoch kein ganzliches Ausbleiben von toxischen Nebenwirkungen und Todesfallen.
Zudem kam es im Panobinostat-Monotherapiearm wiederholt zu unerwtinschten Nebenwir-
kungen, die sich insbesondere durch ein verandertes Verhalten und gastrointestinale Stérun-
gen (Diarrhoe) der behandelten Tiere zeigten. Bei gleichzeitig marginalem Therapieanspre-
chen sowohl im Kombinationstherapiearm als auch in den beiden Monotherapiegruppen
wurde eine detaillierte Zwischenauswertung vorgenommen, um Uber das Fortfiihren der ge-
planten Studie zu entscheiden. Bis dahin war die Implantation von 39 Tumoren (37 Patienten)
aus der HROC-Sammlung (Tabelle 5) in insgesamt 159 NSG-Mause erfolgt (siehe Anhang,
Flussdiagramm). Mit einer Engraftmentrate (tumor take rate) von 82,4 % konnten 130 Avatar-
tiere (35 HROC-Tumore) dem Therapieteil zugefihrt werden. Vor der Dosisreduktion sind die
entsprechenden Avatare von HROC54, HROC62 und HROC80 ausnahmslos mit der héheren
5-FU-Dosis behandelt worden. Diejenigen von HROC92, HROC285 und HROC324 befanden
sich zum Zeitpunkt der Umstellung bereits in der Therapiephase, sodass die Behandlung in
diesen Fallen an den Tagen 0, 2 und 4 mit der hdheren und ab Tag 7 (bei HROC285 ab Tag
11) mit der angepassten 5-FU-Dosis erfolgte. Die nachfolgenden Tiere der 29 weiteren HROC-
Falle wurden ausschlief3lich mit der reduzierten 5-FU-Dosis von 20 mg/kg KG therapiert.

Tabelle 5 Ubersicht implantierter HROC-Tumore

HROC ID Subtyp HROC ID Subtyp HROC ID Subtyp
24 fT3 MSI-H 62 fT2 CIN 112Met1 fT3 CIMP-H
290 fT4 LS 69 fT2 CIN 113 fT2 LS

32 T3 CIN 70 fT1 CIN 150 fT2 CIN

39 fT2 CIN 71fT2 LS 161 fT3 CIMP-H
40 fT2 CIMP-H 72Met1 fT2 CIN 170 fT3 MSI-H
46 T2 CIN 80 fT3 CIN 183 T2 CIMP-H
48 fT2 MSI-H 82 fT1 CIN 222 fT2 CIN
48Met1 T2 MSI-H 86 fT2 CIN 239 fT2 CIN

50 fT2 MSI-H 92 T2 CIMP-H 245 T2 n.d.

53 fT3 MSI-H 100 fT1 CIN 250 fT3 CIN

54 T2 CIMP-H 103 fT2 CIN 260 fT2 CIN

59 fT2 CIN 103Met1 fT2 CIN 285 fT1 LS

60 fT2 CIMP-H 107 fT2 CIN 324 fT2 LS

Met: Metastase, fTx: Transfergeneration, MSI-H: sporadische Mikrosatelliteninstabilitat, LS: Lynch
Syndrom, CIN: sporadische chromosomale Instabilitat, CIMP-H: CpG-Insel-Methylierungsphanotyp,
n. d.: nicht determiniert

Weil die Analyse der Wachstumskurven eine Uberwiegend schwache bis fehlende Wirkung
der Therapeutika im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigte, wurde in Kooperation mit Friedrich
Prall (Pathologisches Institut der Universitat Rostock) eine histopathologische Begutachtung
von 30 explantierten Tumoren aus den Monotherapiegruppen und dem Kombinationstherapie-
arm initiiert (Tabelle 6). Die ausgewahlten Tumore umfassten 19 unterschiedliche HROC-
Falle, unter denen die vier definierten molekularen Subtypen vertreten waren. In keinem der
begutachteten Tumorpraparate lieflen sich Anhaltspunkte fur ein Therapieansprechen fest-
stellen. Dies galt bemerkenswerterweise auch fir die Tumore von Avatarmausen, die anfang-
lich oder ganzheitlich die hdhere 5-FU-Dosis erhalten hatten.
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Tabelle 6 Auflistung histopathologisch untersuchter Tumore

HROC Avatar Therapie HROC Avatar Therapie HROC Avatar Therapie
24 fT3 M10 5-FU 48 fT2 M5 5-FU 103Met1 fT2 M4 P

24 fT3 M9 P 50 fT2 M8 K 103Met1 fT2 M5 K
29 fT4 M7 5-FU 62* fT2 M4 5-FU 113 fT2 M4 5-FU
39 fT2 M1 5-FU 62 fT2 M5 P 222 fT2 M1 P
40 fT2 M2 K 62* fT2 M6 K 222 fT2 M3 K
40 fT2 M3 P 69 fT2 M3 P 239 fT2 M1 K
46 fT2 M6 5-FU 71 fT2 M5 5-FU 250 fT3 M3 5-FU
46 fT2 M7 P 71 fT2 M7 P 285 fT1 M1 K
48 fT2 M6 P 80* fT3 M19 5-FU 324** fT2 M2 5-FU
48 fT2 M7 K 92** fT2 M2 5-FU 324** fT2 M3 K

Met: Metastase, fTx: Transfergeneration, Mx: Nummerierung der Maus, P: Panobinostat,
K: Kombination, ganzheitliche (*) oder nur anfangliche (**) Behandlung mit 30 mg/kg KG 5-FU

Die Aspekte des fehlenden Therapieansprechens veranlassten in Zusammenschau mit den
beobachteten Unvertraglichkeiten zum Abbruch der Studie. Anschlieende Uberlegungen, die
sich aus der Frage ableiteten, ob alternative Therapieschemata und Applikationsformen eine
Zunahme des therapeutischen Effekts, bei gleichzeitig guter Vertraglichkeit in diesem Setting
bewirken, fihrten schliellich zur Umsetzung einer 5-FU-Dosis-Vergleichsstudie [74].

Die nachfolgenden Ergebnisse beziehen sich auf jene Daten, die bis zur vorzeitigen Beendi-
gung der Studie erhoben wurden. Weil nur ein Teil des im Vorfeld berechneten Umfangs reali-
siert wurde, konnte die statistische Auswertung nicht wie geplant erfolgen. Mit dem Vorhaben,
eine PCT umzusetzen, richtete sich das Studiendesign nach dem Vorbild klinischer Studien.
Aus Griinden der besseren Nachvollziehbarkeit wird die initial vorgesehene biometrische
Planung im nachsten Abschnitt beschrieben.

6.1 Initiale biometrische Planung

In Anlehnung an vorausgegangene Arbeiten [78, 79] wurde mit einem Tier pro Therapiearm
die absolute Mindestzahl (n = 1) verwendet. Bei diesem Ansatz, bei dem jede Avatarmaus
einen Patientenfall reprasentiert, orientierte sich die geplante GréRe der Studienarme an Kili-
nischen Studien. Zur Bestimmung der bendtigten Gruppengréfle wurden die Berechnungen
von Sakpal [119] herangezogen:

N = [(Zaz+Zp)* x {(p1 (1-p1)+(p2 (1-p2))}] / (p1-p2)°

wobei

n = bendtigte GruppengréfRe pro Therapiearm,

p1 = Anteil der erfolgreich behandelten Falle pro Substanz = 0,2,

p2 = Anteil der erfolgreich behandelten Falle in der Kontrolle, entspricht also der Nichtan-
wachsrate der PDX-Modelle und ist erfahrungsgemafl mit 10 % festzulegen = 0,1,

p1-p2 = klinisch signifikante Differenz = 0,1,

Zq2: abhangig vom Signifikanzniveau, fur 5 % also 1,96,

Zg: abhangig von der Power, fur 80 % also 0,84.

Auf dieser Grundlage ergibt sich eine erforderliche Gruppengréfie von mindestens 196 PDX
pro Behandlungsarm. Entsprechend des Umfangs der HROC-Kollektion sah die Planung zu-
nachst 125 Tiere vor. Im Zuge der Studienvorbereitung wurde die Re-Engraftmentrate ab der
ersten Transfergeneration und nach transienter Kryokonservierung bestimmt. Sie betrug im
verwendeten NSG-Stamm 80,2 %. Folglich ergibt sich ein Mehrbedarf von 20 %, sodass flr
die Implantation 236 Tiere pro Behandlungsarm eingeplant wurden.



Ergebnisse 31

Fir den Vergleich der Wirksamkeit von 5-FU auf die verschiedenen molekularen Subtypen
sollte der ANOVA-Test verwendet werden. Mogliche Unterschiede in der Wirksamkeit zwi-
schen den Therapiearmen sollten mit dem t-Test untersucht werden. Dabei wurde im Vorfeld
ein Signifikanzniveau von jeweils 5 % (p < 0,05) festgesetzt.

6.2 Auswertung des PDX-Erfolgs

Von den in Tabelle 5 aufgeflihrten 39 individuellen HROC-Tumoren konnte bei den Avatar-
tieren von HROC59, HROC70, HROC150 und HROC161 (siehe Tabelle 7) nach uber sechs
Monaten kein palpabler Tumor festgestellt werden. Damit werden in der Auswertung die Ava-
tare der verbleibenden 35 HROC-Tumore beriucksichtigt. In acht von 35 HROC-Gruppen zeig-
ten lediglich zwei bis drei Tiere ein positives Engraftment, sodass in diesen Fallen neben dem
Kontrollarm dementsprechend ein bis zwei Therapiearme realisiert wurden. Es wurde eine
kumulative ,tumor take rate (TTR) von 82,4 % erzielt.

Tabelle 7 Engraftment der implantierten HROC-Tumore. Die ,tumor take rate“ (TTR) gibt die Anzahl der
Tiere an, die nach Implantation einen palpablen Tumor entwickelt haben.

HROC ID TTR HROC ID TTR HROC ID TTR
24 fT3 4/4 62 fT2 4/4 112Met1 fT3 4/4
29 fT4 4/4 69 fT2 3/4 113 fT2 4/4
32 fT3 4/4 70 fT1 0/4 150 fT2 0/4
39 T2 4/4 7112 4/4 161 fT3 0/4
40 fT2 4/4 72Met1 fT2 4/4 170 fT3 3/4
46 fT2 4/4 80 fT3 3/4 183 fT2 4/4
48 fT2 4/4 82 fT1 4/4 222 fT2 4/4
48Met1 T2 4/4 86 T2 4/4 239 fT2 4/4
50 fT2 5/7 92 T2 4/4 245 fT2 3/4
53 fT3 3/4 100 fT1 3/4 250 fT3 4/4
54 T2 4/4 103 T2 2/4 260 fT2 4/4
59 fT2 0/4 103Met1 fT2 4/4 285 fT1 4/4
60 fT2 4/4 107 fT2 2/4 324 fT2 4/4

Met: Metastase, fTx: Transfergeneration

Von den 80 NSG-Mausen, die einen sporadischen CIN-Tumor (MSS) erhielten, entwickelten
76,3 % (61) einen palpablen Tumor. Dagegen lag die TTR bei Avataren mit MSI-H-Tumor mit
85,2 % uber der kumulativen TTR. In der Lynch-Syndrom-Subgruppe zeigten sogar alle 20
Tiere ein positives Engraftment nach Xenotransplantation. Im Gegensatz dazu wurde in den
vier Avatargruppen, bei denen keines der Tiere einen palpablen Tumor entwickelt hatte
(Tabelle 7), in drei Fallen ein sporadischer CIN-Tumor transplantiert. Mit 24 von 28 (85,7 %)
erfolgreich angewachsenen Tumoren entsprach der PDX-Erfolg von CIMP-H-Tumoren
ungefahr der MSI-H Gruppe, wobei mit HROC161 in einem Fall keine der NSG-Mause einen
tastbaren Tumor entwickelt hatte. Von HROC50 wurden Tumorfragmente in drei zusatzliche
Tiere transplantiert, um einen PDX-Avatar zu ersetzen, der aufgrund einer Hautlasion Uber
dem Tumor vorzeitig verstorben war. In der Engraftment-Analyse wurden alle sieben Tiere
berucksichtigt.

In Tabelle 8 sind Angaben Uber den Engraftment-Erfolg, molekulare Gruppenzugehdérigkeit
und den MSI-Status von 155 der 159 (HROC245 exkludiert) transplantierten Tumorfragmente
zusammengefasst. Daruber hinaus wurde eine statistische Analyse der Korrelation durch-
geflhrt. Beim Abschnitt MSI-Status findet eine Zuordnung der jeweiligen Tumore zur Kategorie
MSS (mikrosatelliten-stabil) oder MSI statt. DefinitionsgemaR sind Tumore der Subgruppen
MSI-H und Lynch Syndrom mikrosatelliten-instabil und bilden die MSI-Gruppe. Bei den trans-
plantierten CIN- und CIMP-H Tumorfragmenten handelt es sich um MSS-Tumore der HROC-
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Sammlung [12, 120]. Es vergingen durchschnittlich 55 + 35 Tage, bis ein Tumor nach der
Transplantation einen Durchmesser von etwa 6 mm erreicht hatte und das Tier damit in die
Therapiephase ubergehen konnte. Die Engraftmentzeiten (Abb. 11) zwischen den HROC-
Tumoren und molekularen Klassen variierten teils stark und werden in Tabelle 9 statistisch
analysiert. In Bezug auf das molekulare Profil und den MSI-Status zeigten sich statistisch
signifikante Unterschiede. LS-Tumore hatten mit 29 + 10 Tagen die durchschnittlich kurzeste
Engraftmentzeit. Uberdies war der Unterschied zwischen den Engraftmentzeiten von LS und

CIN-Tumoren hoch signifikant (p < 0,0001).

Tabelle 8 Korrelationen zwischen Engraftment-Erfolg und den molekularen Subtypen sowie

dem MSI-Status.

n (%)

molekularer Subtyp
CIN

CIMP-H

MSI-H

LS

MSI-Status
MSS
MSI

XT

80 (51,6)
28 (18,1)

7 (17,4)
20 (12,9)

108 (69,7)
47 (30,3)

PDX-Erfolg p-Wert
ja nein
0,080?
61 (76,3) 19 (23,7)
24 (85,7) 4 (14,3)
23 (85,2) 4 (14,8)
20 (100) 0 (0)
0,066°
85 (78,7) 23 (21,3)
43 (91,5) 4 (8,5)

XT: xenotransplantierte HROC-Tumore, CIN: sporadische chromosomale Instabilitat, CIMP-H: CpG-
Insel-Methylierungsphanotyp, MSI-H: sporadische Mikrosatelliteninstabilitat, LS: Lynch Syndrom, MSS:
mikrosatellitenstabil, MSI: mikrosatelliteninstabil, 2 x2, ® exakter Fisher-Test

100
30% 34%
[s)
18% 19%
2 48%
(1)
XT PDX-Erfolg

— vS
= CIVPH
E= CIN

Abbildung 9 Prozentuale Anteile der CIN- und
CIMP-H Gruppe (MSS) sowie der MSI-Gruppe
(MSI-H + LS) an der Gesamtzahl xenotransplan-
tierter Tumorstiicke (XT, n = 155) und erfolgreich
angewachsener PDX-Tumore (n = 128).
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Tabelle 9 Engraftmentzeit (te) erfolgreich angewachsener PDX-Tumore (n = 128, HROC245
exkludiert). Sie entspricht der Zeitspanne vom Tag der Xenotransplantation bis zum Tag des
Therapiebeginns (nicht eingeschlossen).

te [Tage] M SD p-Wert

molekularer Subtyp 0,0007¢ ***

CIN 65 40

CIMP-H 51 23 |

MSI-H 54 35

LS 29 10 _
M: Mittelwert, SD:

MSI-Status 0,002¢ **

MSS 61 36

MSI 42 29

Gesamt 55 35

Standardabweichung, CIN: sporadische chromosomale Instabilitdt, CIMP-H: CpG-Insel-
Methylierungsphanotyp, MSI-H: sporadische Mikrosatelliteninstabilitdt, LS: Lynch Syndrom, MSS:
mikrosatellitenstabil, MSI: mikrosatelliteninstabil, ¢ einfaktorielle ANOVA und 9 Bonferronis Multiple
Comparison Test, ¢t-Test, * = p < 0,01, ** = p < 0,001, *** = p < 0,0001
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Abbildung 10 Engraftmentzeit (tg) der jeweiligen HROC-Tumorgruppe (n = 35). Sie entspricht der
Zeitspanne vom Tag der Xenotransplantation bis zum Tag des Therapiebeginns (nicht eingeschlossen).
Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung.

6.3 Tumorwachstum

Die Tumorvolumina der 35 HROC-Avatargruppen (Tiere n = 130) werden relativ zum jeweili-
gen Ausgangsvolumen (100 %, horizontale Markierung) zu Beginn der Therapiephase an Tag
0 dargestellt. Die Abszissenachse ist unterteilt in ein Therapiesegment von Tag 0 bis 18 und
ein Nachbeobachtungssegment von Tag 21 bis maximal 91. Grof3tenteils weisen die Therapie-
arme innerhalb einer HROC-Avatargruppe eine unterschiedliche Menge an Werten auf.
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Dies ist der Tatsache geschuldet, dass oft bereits vor Abschluss der Therapie- bzw. Nach-
beobachtungsphase eines der definierten Abbruchkriterien erflllt worden oder der betroffene
Avatar vorzeitig verstorben ist. Die Sortierung wurde nach molekularem Subtyp vorgenom-
men.
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Abbildung 11 Verlauf der Tumorvolumina von HROC32, HROC39 und HROC46. Der HROC32-Avatar
in Panobinostat-Monotherapie und der HROC39-Avatar im Kombinationstherapiearm verstarben
vorzeitig.
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Abbildung 12 Verlauf der Tumorvolumina von HROC62, HROC69 und HROC72Met1. Die Behandlung
der betreffenden HROC62-Avatare erfolgte mit der héheren 5-FU-Dosis von 30 mg/kg KG. Aufgrund
des fehlenden Engraftments einer Maus wurde bei HROC69 kein Kombinationstherapiearm umgesetzt.
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Abbildung 13 Verlauf der Tumorvolumina von HROC80, HROC82 und HROCS86. Aufgrund des
fehlenden Engraftments einer Maus wurde bei HROCB80 kein Kombinationstherapiearm umgesetzt. Im
5-FU-Monotherapiearm von HROC80 wurde die héhere Dosis von 30 mg/kg KG verwendet. Der
HROCS80- und der HROCS86-Avatar in 5-FU-Monotherapie verstarben vorzeitig.
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Abbildung 14 Verlauf der Tumorvolumina von HROC100, HROC103 und HROC103Met1. Aufgrund
fehlender Engraftments wurden bei HROC100 drei und bei HROC103 zwei Therapiearme realisiert.
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Abbildung 15 Verlauf der Tumorvolumina von HROC107, HROC222 und HROC239. Aufgrund

fehlender Engraftments wurden bei HROC107 lediglich zwei Therapiearme umgesetzt. Bei HROC239
verstarb ein Avatar wahrend der 5-FU-Monotherapie vorzeitig.
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Abbildung 16 Verlauf der Tumorvolumina von HROC250 und HROC260. Bei HROC250 verstarb der
Avatar in Kombinationstherapie vorzeitig.
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Abbildung 17 Verlauf der Tumorvolumina von HROC40.
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Abbildung 18 Verlauf der Tumorvolumina von HROC54, HROC60 und HROC92. Die Avatare aller vier
Therapiearme von HROC54 verstarben vorzeitig. Im 5-FU-Monotherapie- und Kombinations-therapie-

arm von HROC54 wurde die héhere 5-FU-Dosis von 30 mg/kg KG verwendet und bei HROC92 eine 5-
FU-Dosisanpassung von 30 auf 20 mg/kg KG ab Tag 7 vorgenommen.



Ergebnisse 41

HROC112VEet1 CIVP-H
800_, ) —— Kontrolle (0,9% NaCl)
Therapie chbeobachtung ——  5FU(20 mglkg KG)
—&— Panobinostat (10 mg/kg KG)

600_| —— Kombination (20 + 10 mg/kg KG)
S
‘g 400
e
T 200 /\/ﬁ

1 M\ﬂ\i{\;‘/;

o

600_, —e— Kontrolle (0,9% NaCl)
Therapie Nachbeobachtung ——  B5FU20 mg/kg KG)

—&— Panobinostat (10 mg/kg KG)
—+— Kombination (20 + 10 mg/kg KG)

LI — [
0 2 4 7 9 1 14 16 18 21 28

Tag

Abbildung 19 Verlauf der Tumorvolumina von HROC112Met1 und HROC183.
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Abbildung 20 Verlauf der Tumorvolumina von HROC24. Der Avatar in Kombinationstherapie verstarb
vorzeitig.
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Abbildung 21 Verlauf der Tumorvolumina von HROC48, HROC48Met1 und HROCS0.
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Abbildung 22 Verlauf der Tumorvolumina von HROCb53 und HROC170. Aufgrund des fehlenden
Engraftments einer Maus wurden jeweils drei Therapiearme umgesetzt.
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Abbildung 23 Verlauf der Tumorvolumina von HROC29.
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5FU(20 mg/kg KG)
Panobinostat (10 mg/kg KG)
Kormbination (20 + 10 mg/kg KG)
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Komrbination (5-FU: Tag 0 - 9: 30
mg/kg KG, ab Tag 11: 20 mg/kg KG;
+10 mg/kg KG)

Abbildung 24 Verlauf der Tumorvolumina von HROC71, HROC113 und HROC285. Im Kombinations-
therapiearm von HROC285 wurde eine 5-FU-Dosisanpassung von 30 auf 20 mg/kg KG ab Tag 11
vorgenommen. Der Avatar in 5-FU-Monotherapie verstarb vorzeitig.
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Abbildung 25 Verlauf der Tumorvolumina von HROC324. Es erfolgte im 5-FU-Monotherapie- und
Kombinationstherapiearm eine 5-FU-Dosisanpassung von 30 auf 20 mg/kg KG ab Tag 7.
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Abbildung 26 Verlauf der Tumorvolumina von HROC245. Aufgrund fehlenden Engraftments wurden
drei Therapiearme realisiert.

Ein Grof3teil der HROC-Avatargruppen zeigte kein oder nur ein geringes Therapieansprechen.
Demgemal sind bei HROC48 und HROC48Met1 (beide MSI-H), HROC53 (MSI-H), HROC100
(CIN), HROC183 (CIMP-H), HROC250 (CIN) sowie HROC260 (CIN) keine Unterschiede zwi-
schen den Volumenverlaufen in den realisierten Therapiearmen und dem Verlauf in der Kon-
trollgruppe zu erkennen. Aufgrund eines reduzierten Allgemeinzustands wurde die Therapie
bei Avataren von HROC40 (Kombinationstherapie, Tag 11), HROC239 (5-FU-Monotherapie,
Tag 7) und HROC285 (5-FU-Monotherapie, Tag 9) pausiert. Zudem verstarben zwolf Tiere
unerwartet.

In manchen Fallen deutete sich zumindest in der Kombinationstherapie ein gewisser Behand-
lungseffekt an. Die Avatare von HROC239 (CIN) und HROC29 (LS) zeigten eine Tumorvolu-
menabnahme und die von HROC222 (CIN) sowie HROC324 (LS) eine Stagnation des Tumor-
volumens unter Kombinationstherapie. Auf eine Therapie mit 5-FU (Mono- und Kombinations-
therapie) reagierten die Tiere von HROC72Met1 (CIN), HROC103Met1 (CIN), HROC112Met1
(CIMP-H) und HROC170 (MSI-H) gegenuber der Kontrolle mit einem verlangsamten Tumor-
wachstum oder einer Stabilisierung des Volumens. Eine Stagnation innerhalb der Behand-
lungsphase ist auch im Panobinostat-Monotherapiearm von HROC24 (MSI-H), HROC245
(n. d.) und HROC285 (LS) zu sehen. Die Volumenverlaufe der mit Panobinostat in Mono- und
Kombinationstherapie behandelten Avatare von HROC32 (CIN) und HROC82 (CIN) zeigten
eine Abnahme unter der Therapie, wobei im Fall von HROC82 die Tumorvolumina wahrend
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des gesamten Beobachtungszeitraums (bis Tag 91) auf dem Ausgangsniveau blieben. In allen
anderen HROC-Gruppen wurde im Allgemeinen ein starkes Tumorwachstum nach Ende der
Therapie verzeichnet.

6.4 Tumorgewichte

Aus den 131 Avataren mit erfolgreichem Engraftment wurden 117 Tumore explantiert. Bei den
13 vorzeitig verstorbenen Mausen (inkl. HROC50-Avatar) erfolgte keine Explantation. Insge-
samt wurde das Gewicht von 108 explantierten Tumoren erfasst. Die Tumorexplantation aus
den Mausen innerhalb einer HROC-Gruppe erfolgte oftmals an verschiedenen Tagen in der
Therapie- oder Nachbeobachtungsphase. Aus Griinden der Vergleichbarkeit werden in Abbil-
dung 28 die Gewichte derjenigen Tumore abgebildet, die innerhalb einer HROC-Gruppe zum
gleichen Zeitpunkt explantiert wurden.

1000,

Kontrolle
5-FU
Panobinostat

Kombination

f&g&f’f CECE LS LSS

Abbildung 27 Tumorgewichte der Tumore einer HROC-Gruppe, die zum gleichen Zeitpunkt explantiert
wurden. HROC-Gruppen n = 18, Kontrolle n = 9, 5-FU n = 16, Panobinostat n = 11, Kombination n = 7.

6.5 Gewichtsverlauf

Die Kopergewichte der Mausavatare (n =130) wurden relativ zum jeweiligen Ausgangs-
gewicht (100 %) zu Beginn der Therapiephase an Tag 0 berechnet. Die Gewichtsverlaufe
samtlicher Tiere eines Therapiearms (Kontrolle n = 35, 5-FU n = 33, Panobinostat n = 31,
Kombination n = 31) wurden zusammengefasst und sind in Abbildung 29 mit Mittelwert +
Standardabweichung dargestellt. Dabei ist die Abszissenachse in ein Therapiesegment von
Tag 0 bis 18 und ein Nachbeobachtungssegment von Tag 21 bis maximal 91 unterteilt.

In allen vier Therapiearmen war ein Gewichtsverlust innerhalb der Therapiephase zu verzeich-
nen. Es zeigte sich ein hoch signifikanter Unterschied bei der behandlungsbedingten Ge-
wichtsabnahme (Tag 2 bis 21). Die Gewichtsreduktion in der Kontrollgruppe war wahrend der
Therapie sehr gering und nahm in der Nachbeobachtungsphase ab Tag 28 stark zu. Im
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Vergleich dazu war der therapieassoziierte Gewichtsverlust im 5-FU- sowie Panobinostat-The-
rapiearm deutlich ausgepragter. Die Avatare in der Kombinationsgruppe zeigten unter der
Therapie die starkste Gewichtsabnahme. Wahrend der Nachbeobachtung nahmen die Tiere
in Mono- und Kombinationstherapie wieder an Gewicht zu und erreichten etwa vier Wochen
nach Therapieende (Tag 49) das ungefahre Ausgangsgewicht. Hierbei ist jedoch zu beachten,
dass nur annahernd die Halfte der Avatare aus den Mono- bzw. der Kombinationstherapie-
gruppe den Tag 42 erreichten (5-FU: 13/33, Panobinostat: 15/31, Kombination: 17/31). Bei der
Kontrollgruppe waren es lediglich zehn der 35 Tiere. Dies erklart auch die grof3e Streubreite
der Werte in der Nachbeobachtung.
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Abbildung 28 Gewichtsverlauf der Tiere im jeweiligen Therapiearm. Dargestellt sind die Mittelwerte +
Standardabweichung. Kontrolle n =35, 5-FU n =33, Panobinostat n =31, Kombination n = 31,
c einfaktorielle ANOVA, *** = p < 0,0001

6.6 Uberlebensanalyse

In Abbildung 30 werden die Uberlebensraten nach Kaplan-Meier dargestellt. Dabei wurden
130 Tiere berucksichtigt, die in die Therapiephase ubergegangen sind. Die Avatare der 5-FU-
Mono- und Kombinationstherapiegruppe werden unabhangig der erhaltenen 5-FU-Dosis
zusammengefasst. In Abbildung 31 wurden die 5-FU-Monotherapie- und Kombinations-
therapie-Avatare exkludiert, die entweder initial (HROC92, HROC285, HROC324) oder
ganzheitlich (HROC54, HROC62, HROC80) mit der héheren 5-FU-Dosis von 30 mg/kg KG
behandelt wurden.

Den beiden Abbildungen ist zu entnehmen, dass das kumulative Gesamtiiberleben im 5-FU-
Monotherapiearm auch nach Ende der Therapiephase (bis Tag 28) etwa dem der Kontrolle
entspricht. Ein Uberlebensvorteil ist bei den Tieren, die mit der angepassten 5-FU-Dosis von
20 mg/kg KG therapiert wurden (Abb. 31), nicht zu erkennen.

Im Panobinostat-Therapiearm Uberlebten alle Versuchstiere die Therapiephase. Wahrend der
Nachbeobachtung zeigen die Avatare im Kombinations- und Panobinostat-Monotherapiearm
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ahnliche und im Vergleich zur Kontrollgruppe tendenziell bessere Uberlebensraten. In beiden
Uberlebensanalysen waren die Unterschiede im Gruppenvergleich (Log-Rang-Test) jedoch
nicht signifikant.
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Abbildung 29 Gesamtiiberlebensanalyse nach Kaplan-Meier. Kontrolle n = 35, 5-FU n = 33, Panobino-
stat n = 31, Kombination n = 31. Log-Rang-Test: p = 0,25.
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Abbildung 30 Uberlebensanalyse Kaplan-Meier mit Exklusion der 5-FU-Monotherapie- und Kombina-
tionstherapie-Avatare, die mit der héheren 5-FU-Dosis von 30 mg/kg KG therapiert wurden. Kontrolle
n =35, 5-FU n = 27, Panobinostat n = 31, Kombination n = 26. Log-Rang-Test: p = 0,26.
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6.7 Expressionsbestimmung ausgewahlter Biomarker

Fur die RNA-Isolation wurde das Material von den 117 explantierten PDX-Tumoren verwendet.
Nach Abschluss der Isolation wurde in 19 Proben (16 %) eine RNA-Konzentration von
< 100 ng/ul gemessen, sodass diese fir die cDNA-Synthese ausgeschlossen wurden (siehe
Anhang, Flussdiagramm). In der Expressionsanalyse wurde folglich das Gewebe von 98
Avataren untersucht. Darunter waren 32 Proben aus der Kontrollgruppe, 23 aus dem 5-FU-
Therapiearm, 22 aus dem Panobinostat-Therapiearm und 21 Proben aus der Kombinations-
gruppe. Die entsprechenden Avatare werden im Anhang tabellarisch aufgeflihrt. Aufgrund
einer zu geringen Expression des Housekeeping-Gens GAPDH (CT-Wert > 26) wurden die
Proben dreier Avatare (HROC32 M6, HROC32 M7, HROC82 M1) bei der Auswertung ganzlich
ausgeschlossen. Des Weiteren konnten bei der Expressionsbestimmung von DPYD in neun
Proben sowie von NRP1 in zwei Proben keine CT-Werte bestimmt werden (im Anhang
gekennzeichnet). Diese wurden in der nachfolgenden Auswertung ebenfalls exkludiert.

In Abbildung 32 sind die Expressionslevel (dCT) der sechs Biomarker in den vier Therapie-
armen mit Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. In der statistischen Auswertung mit-
tels einfaktorieller ANOVA wurden bei keinem der sechs Biomarker signifikant unterschied-
liche Expressionslevel zwischen den Therapiearmen festgestellt.

Der Darstellung ist ebenfalls zu entnehmen, dass bei den Biomarkern CXCR4, DPYD, FGF9
und NRP1 im Vergleich zu DSE sowie IGFBP7 im Mittel deutlich héhere dCT-Werte bestimmt
wurden.

Erganzend wurde eine weitere Auswertung vorgenommen, bei der die Expressionsergebnisse
ungeachtet der Therapiegruppe in Abhangigkeit vom molekularen Subtyp analysiert wurden.
Neben den oben genannten Proben wurden hierbei auch die Proben von HROC245 (moleku-
larer Subtyp n. d.) ausgeschlossen. Bei vier der sechs Biomarker konnten signifikante (FGF9)
bzw. hoch signifikante Unterschiede (DPYD, DSE, IGFBP7) zwischen den molekularen Sub-
typen ermittelt werden (Anhang).
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Abbildung 31 Expressionsbestimmung der Biomarker CXCR4, DPYD, DSE, FGF9, IGFBP7 und NRP1.
Dargestellt sind die Expressionslevel (dCT-Werte) im Tumorgewebe der vier Therapiearme. Eine Nor-
malisierung der Expression wurde mittels GAPDH (Housekeeping-Gen) vorgenommen. CXCR4: Kon-
trolle n = 30, 5-FU n = 22, Panobinostat n = 22, Kombination n =21, DPYD: Kontrolle n = 26, 5-FU
n =19, Panobinostat n = 21, Kombination n = 20, DSE: Kontrolle n = 30, 5-FU n = 22, Panobinostat
n =22, Kombination n = 21, FGF9: Kontrolle n = 30, 5-FU n = 22, Panobinostat n = 22, Kombination
n =21, IGFBP7: Kontrolle n = 30, 5-FU n = 22, Panobinostat n = 22, Kombination n = 21, NRP1: Kon-
trolle n = 30, 5-FU n = 21, Panobinostat n = 21, Kombination n = 21.
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7 Diskussion

Das Verstandnis Uber die molekularen Ablaufe in der Pathogenese ist die Grundlage fur Fort-
schritte in der Behandlung des CRC. Nach der Identifikation von beteiligten Signalwegen er-
weitern bereits zielgerichtete Ansatze die therapeutischen Optionen im metastasierten Krank-
heitsstadium. Ein eindeutiger Benefit ist daraus bislang jedoch nur einer kleinen Patienten-
gruppe vorbehalten [121]. Auch wenn es durch die Etablierung von Screeningprogrammen
gelungen ist, Inzidenz und Mortalitat zu senken [40, 42], war das CRC im Jahr 2020 dennoch
die zweithaufigste krebsbedingte Todesursache weltweit [1].

Praklinische Tumormodelle bilden eine bewahrte Grundlage sowohl fir die Erforschung mole-
kularbiologischer Mechanismen als auch fir die Entwicklung neuer Therapieansatze. Das
PDX-Modell ist aktuell eines der fiuhrenden Tumormodelle, weil zum einen die histopatho-
logische Architektur und das genetische Profil des humanen Primartumors erhalten bleiben
[71] und sich zum anderen Aussagen zum klinischen Verlauf [122] und Therapieansprechen
ableiten lassen [79, 123, 124, 125]. Fur die erfolgreiche Erzeugung von Xenografts ist die Wahl
eines geeigneten Tiermodels und Transplantationsverfahrens essenziell, sodass in der vorlie-
genden Arbeit das Engraftment nach einem etablierten Kryokonservierungsverfahren [69] im
NSG-Mausmodell beurteilt werden sollte. Mit dem Ansatz, das PDX-Modell im Rahmen einer
PCT als Ausgangspunkt fur die Entwicklung neuer Wirkstoffe zu nutzen [73], war es ein weite-
res Ziel der vorliegenden Arbeit, den Effekt von Panobinostat allein und in Kombination mit 5-
FU auf das CRC zu untersuchen. Dabei sollten mitunter PDX-Tumore identifiziert werden, bei
denen die Kombinationstherapie eine synergistische Wirkung zeigt, vergleichbar mit den
Ergebnissen von Fazzone et al. [91, 93] an CRC-Zelllinien. Gleichzeitig sollte die kontrovers
diskutierte Frage geklart werden, welchen Effekt 5-FU auf den MSI-Subtyp hat.

Die toxischen Nebenwirkungen, die wahrend der Behandlung der Mausavatare auftraten und
auch nach der Dosisreduktion von 5-FU zu verzeichnen waren, fuhrten bei nur begrenztem
Therapieerfolg schliellich zum Abbruch der geplanten Studie. Bis zu diesem Zeitpunkt wurde
die im Vorfeld berechnete MindestgroRe der Tierpopulation (Kapitel 5.1) nicht erreicht, sodass
das Studiendesign nach klinischem Vorbild nicht realisiert werden konnte. Demzufolge konnte
auch die statistische Auswertung nicht wie geplant erfolgen.

In den folgenden Abschnitten werden die Ergebnisse diskutiert, wobei der Fokus insbesondere
auf die Aspekte gelegt wird, die den Studienabbruch bedingten.

7.1 Beurteilung des PDX-Erfolgs im NSG-Mausmodell

In diesem Projekt wurden kryokonservierte CRC-Tumore von 37 Patienten (39 HROC Proben)
in 159 NSG-Mause implantiert. Davon entwickelten 131 einen palpablen Tumor nach maximal
sechs Monaten. Damit belduft sich die kumulative ,tumor take rate“ (TTR), also der Anteil der
Tiere, die nach Implantation einen palpablen Tumor entwickelten, auf 82,4 %. Es bestatigt den
in Vorbereitung dieser Studie bestimmten Wert von 80,2 % ab der ersten Passage nach
transienter Kryokonservierung [74].

In der Literatur variieren die Werte fur Transplantationsraten erheblich und erlauben nur unter
Berucksichtigung bestimmter Umstéande einen direkten Vergleich. Zundchst einmal muss
beachtet werden, dass sich die Definition der Engraftmentrate bei verschiedenen Autoren
unterscheidet. Chou et al. [126] beispielsweise beziehen die Erfolgsquote der Xeno-
transplantation auf den Anteil der Patienten, deren Tumor erfolgreich als Xenograft etabliert
worden ist. Demgegeniber wird in dieser Arbeit, analog zu Linnebacher et al. [69] und weiteren
Autoren [124, 127], die beschriebene TTR verwendet. In einem systematischen Review
untersuchten Brown und Kollegen [128] 13 Studien mit PDX-Modellen vom CRC und bezif-
ferten eine mittlere Transplantationsrate von 70 %. Allerdings zeigten die berucksichtigten
Studien deutliche Unterschiede in der Methodik der Xenotransplantation. Demnach haben
neben den tumorspezifischen Eigenschaften, vor allem die Wahl des Mausstamms, die



Diskussion 52

Gewebeverarbeitung, der Transplantationsort und die Anzahl der transplantierten Tumorfrag-
mente einen erheblichen Einfluss auf den Erfolg der Xenotransplantation [75, 80, 128]. Gemalf}
der Annahme, dass die Erfolgsquote mit dem Ausmal} der Immunsuppression des eingesetz-
ten Mausmodells korreliert [129], konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass unter Verwen-
dung des NSG-Mausmodells eine hohere TTR als mit dem Nacktmausmodell NMRI-Foxn1"/nu
(ca. 70 %) bei vergleichbarer Methodik [69, 116] erzielt werden kann. Die fir PDX-Modelle
haufig verwendeten NMRI-Foxn1"/"-Nacktmause weisen aufgrund einer autosomal rezes-
siven Mutation im Foxn1-Gen eine Thymusaplasie auf, die zu einem Mangel an funktionellen
T-Zellen fuhrt. Die Einschrankungen ihres Immunsystems sind somit vergleichsweise weniger
weitreichend, was den Engraftment-Vorteil des NSG-Stamms erklaren kénnte [73, 130].
Dariiber hinaus wurden die Tumorfragmente vor Transplantation in Matrigel® inkubiert, was
Ubereinstimmend mit Gock et al. [116] gewiss dazu beigetragen hat, eine hohe TTR zu
erreichen. Maykel und Kollegen [131] erzielten mit NSG-Mausen sogar eine Engraftmentquote
von 90 %, was darin begrindet liegen kénnte, dass frisches Tumorgewebe transplantiert
wurde. Obwohl in vorherigen Untersuchungen der AG M.O.I [69] ein Unterschied in der TTR
zwischen frischem und kryokonserviertem Gewebe (74 % gegenuber 71 %) festgestellt wurde,
war dieser statistisch nicht signifikant. Es konnte jedoch beobachtet werden, dass die Trans-
plantation von frischem PDX-Gewebe zu einer signifikant kirzeren Zeit bis zum Erreichen
einer definierten TumorgroRe fuhrt [71].

Bedeutend ist auch die Wahl der Transfergeneration. Tumorgewebe, das durch den primaren
Transfer von humanem Material ins immunmodifizierte Tier gewonnen wird, wurde hierbei
anlog zu anderen Kollegen [132] als nullte Generation (fTO) definiert. Nach dem Prinzip ,so
niedrig wie moglich und so hoch wie nétig“ wurden Transfergenerationen von fT1 bis fT4
verwendet. Damit wurde einerseits sichergestellt, dass mindestens eine erfolgreiche Maus-zu-
Maus-Transplantation dieser PDX-Erzeugung vorausging. Andererseits wurde durch eine
niedrige Passagenanzahl die Aufrechterhaltung der biologischen Eigenschaften des humanen
Primarius garantiert, wie es bis zu 14 Transfergenerationen beschrieben wird [72].

Der Engraftment-Erfolg kann Uberdies mit einem orthotopen Ansatz oder durch eine
heterotope Transplantation in die Nierenkapsel gesteigert werden [133]. Auch wenn dieses
Vorgehen angesichts hoherer Erfolgsraten [75] vielversprechend erscheint, liegen die offen-
sichtlichen Nachteile gegeniiber der subkutanen Transplantation in der erschwerten Uber-
wachung des Tumorwachstums, im hdheren praktischen Aufwand sowie in der Gewahr-
leistung des Tierwohls [80, 131]. AuRerdem gibt es Hinweise darauf, dass sich die Lokalisation
von PDX-Tumoren auf die Wachstumskinetik und Chemosensitivitat auswirken kann. Erstad
und Kollegen [134] beobachteten im PDX-Mausmodell, dass orthotope Pankreastumore
schneller wuchsen und signifikant besser auf eine intravendse Chemotherapie ansprachen als
heterotope Tumore, was in praklinischen Arzneimittelstudien bedacht werden sollte.

Der im Rahmen dieser Arbeit erzielte Engraftment-Erfolg ist nicht zuletzt ein Resultat der
langjahrigen Erfahrung und optimierten Methodik der AG M.O.I. Auch andere Arbeitsgruppen
stellten fest, dass der Erfolg bei der Etablierung von Xenografts mit zunehmender Erfahrung
des Teams wachst [126].

Neben methodischen Faktoren beeinflussen tumorspezifische Aspekte den Erfolg von Xeno-
transplantationen. Bei der Erzeugung von Xenografts zeigen Studien zu verschiedenen Tu-
morentitaten, dass Tumore, die klinisch mit einem fortgeschrittenen Stadium und einer gerin-
geren Uberlebensrate einhergehen, im Mausmodell besser anwachsen [122, 135, 136]. Auf
diesem Wege ist von einer Selektion auszugehen, die dazu fihrt, dass aggressivere Tumore
in PDX-Sammlungen haufiger vertreten sind [73, 123]. Verstarkend kommt hinzu, dass bei der
chirurgischen Resektion von kleineren und damit tendenziell prognostisch gunstigeren
Tumoren kein Gewebe flir diese Zwecke Ubrig bleibt. Bei der Betrachtung des molekularen
Profils lassen sich ebenfalls Korrelationen zum Engraftment ableiten. Interessanterweise wirkt
sich der molekulare Subtyp des transplantierten Gewebes auf den PDX-Erfolg aus. Es konnte
beobachtet werden, dass Xenotransplantationen von MSI- gegeniber MSS-Tumoren beim
Magenkarzinom [137] und beim CRC [71] haufiger erfolgreich sind und die Mutationen von
KRAS sowie BRAF positiv mit dem Engraftment korrelieren [120, 125]. Einschrankend muss
allerdings erwahnt werden, dass bei der zitierten Studie [120] der kumulative PDX-Erfolg von
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vier verschiedenen Mausstdmmen ausgewertet wurde. Ein entsprechender Trend zwischen
Anwachsen und Mikrosatellitenstatus lasst sich auch hier feststellen. Im Vergleich zu den
MSS-Tumoren zeigte die Gruppe der MSI-Tumore (MSI-H und Lynch Syndrom) eine hohere
Engraftmentrate (78,7 % gegeniber 91,5 %, p = 0,066). MSI-positive Tumore lielRen sich ge-
nerell am besten transplantieren. Dieser Trend wird in Abbildung 10 besonders deutlich. Es
konnte festgestellt werden, dass die relative Haufigkeit der MSI-Tumore zunahm. Das beob-
achtete Phanomen des besseren Engraftments von MSI-Tumoren kann somit zu einem nicht
zu vernachlassigenden selektiven Faktor flir den Aufbau von PDX-Sammlungen werden.

Als Grund flr das fehlende Engraftment bei allen vier Tieren einer Avatargruppe ist neben
methodischen Fehlern eine nicht ausreichende Vitalitdt des transplantierten Gewebes
denkbar. Im Zuge der Fragmentierung zeigten makroskopisch eher CIN-Tumore ein nekro-
tisches Areal im Zentrum des Tumors. Die nichtvitalen Gewebebereiche sind fur weitere Trans-
fergenerationen ungeeignet und stellen eine Fehlerquelle bei der Erstellung von Tumor-
fragmenten dar. Um weitere Ursachen fur ein Engraftmentversagen zu identifizieren, kann eine
Analyse des Mutationsprofils wegweisend sein. Wie im Falle einer KRAS-, BRAF- oder
PIK3CA-Genmutation kdénnen sich veranderte Signalwege auf das Engraftment im Maus-
modell auswirken [120, 124, 125]. Eine dahingehende Untersuchung der insgesamt 28 En-
graftmentversager aus 13 HROC-Fallen ist in Hinblick auf zukiinftige PDX-Studien sinnvoll.
Kontrar zu den neueren Ergebnissen der AG M.O.l [120] waren die Unterschiede zwischen
den molekularen Subtypen beziiglich des PDX-Erfolgs nicht signifikant. Es ist nicht auszu-
schliel3en, dass die fehlende Signifikanz ein Resultat der partiellen Umsetzung des geplanten
Gesamtvorhabens ist. Bei der Analyse der Engraftmentzeit hingegen wurde ein signifikanter
Unterschied zwischen den molekularen Subgruppen (p < 0,0001) und dem MSS-/MSI-Status
(p < 0,01) deutlich. MSI-Tumore bendtigten weniger Zeit, um die festgelegte Tumorgréfie fir
den Therapiestart zu erreichen. Bei den Tumoren des Lynch Syndroms wurde die kirzeste
Anwachszeit von 29 £ 10 Tagen beobachtet. Im Post-hoc-Vergleich zeigten sie gegenuber
den CIN-Tumoren ein schnelleres Engraftment (p < 0,0001), was bemerkenswerterweise flr
die MSI-H-Gruppe nicht galt. Der Grund fir die unterschiedlichen Engraftmentzeiten und die
Varianz innerhalb der molekularen Gruppen kdnnten ebenjene genannten Faktoren sein, die
Einfluss auf den PDX-Erfolg haben. Zudem kann ein mdglicher Einfluss der verwendeten
Transfergenerationen nicht ausgeschlossen werden. Schon zuvor konnten die AG M.O.I [71,
114] und andere [137] beobachten, dass sich die Zeit bis zur Entwicklung eines palpablen
Tumors mit steigender Passagenanzahl tendenziell verkirzt.

In Zusammenschau mit den Engraftmentraten kann von einer biologischen Uberlegenheit der
MSI-Tumore im Xenograftkontext ausgegangen werden, die mit einer entsprechenden Konse-
quenz fur das Biobanking einhergeht. Aus klinischer Perspektive betrachtet, haben MSI-H-
Tumore dagegen eine gunstigere Prognose und zeigen seltener Lymph- und Fernmetasta-
sierung als MSS-Karzinome [32, 41]. Es wird ein Zusammenhang mit der starken antitumo-
ralen Immunantwort angenommen, die typischerweise bei HNPCC- und sporadischen MSI-H-
Karzinome zu finden ist [11, 28]. Diese wird unter anderem auf die dMMR-induzierte Expres-
sion von sogenannten Frameshift-Peptiden zurlickgefihrt, die als Antigene von zytotoxischen
T-Zellen erkannt werden [138]. Inwiefern der Uberlebensvorteil dabei vom Tumorstadium
abhangt, konnte bislang nicht eindeutig geklart werden [139]. Bei der MSI-L-Gruppe ist die
Abgrenzung zu den MSS-Tumoren umstritten, womit eine klinische Relevanz fraglich bleibt
[26]. Im Vergleich dazu sind CIMP-H-CRCs mit einer schlechten Prognose assoziiert [13, 140].
Die Tatsache, dass dieser Subtyp in den meisten Fallen mit einer BRAF-Mutation einhergeht
[35], unterstreicht das Phanomen eines besseren Engraftments von Tumoren mit prognostisch
ungunstigen Merkmalen.

Nach durchschnittlich zwei Monaten (55 + 35 Tage) erreichten die NSG-Mause die fur den
Therapiestart definierte TumorgréRe. Vor allem vor dem Hintergrund der vier bis acht Monate
[73], die zur PDX-Etablierung Ublicherweise bendtigt werden, kann eine optimierte Latenzzeit
die Hurde fur eine Echtzeitanwendung nehmen. Ausgehend davon, dass eine adjuvante
Chemotherapie beim CRC idealerweise innerhalb von acht Wochen eingeleitet werden sollte,
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weil Verzégerungen ein schlechteres Uberleben bedeuten [41], ist die rechtzeitige Verflgbar-
keit einer denkbar malRRgeschneiderten Strategie entscheidend. Mit dem Zugriff auf ,biolo-
gische Zwillinge” von kolorektalen Patiententumoren aus der PDX-Biobank und einer opti-
mierten Engraftmentzeit besteht die Moglichkeit einer vorausgehenden oder simultanen
individualisierten Arzneimitteltestung unter Einhaltung des engen Zeitrahmens. In dieser Arbeit
wird deutlich, dass die beschriebene Methodik eine reelle Chance bietet, um dieses Ziel zu
erreichen.

Aufgrund der Bildung von Partnerschaften und multiinstitutionellen Netzwerken kann der Fort-
schritt in den Bereichen Charakterisierung von Karzinomen und Entwicklung neuer Therapeu-
tika intensiver vorangetrieben werden. Die Vernetzung verschiedener Zentren mit PDX-Bio-
bank ermdglicht den Austausch von Gewebe und Erfahrungswerten. Dadurch wird den Ar-
beitsgruppen der Zugang zu einem weitaus breiteren PDX-Spektrum gewahrleistet. Die Zu-
sammenarbeit der AG M.O.I mit dem privaten Unternehmen EPO (Experimentelle Pharmako-
logie und Onkologie Berlin-Buch GmbH) ist ein Beitrag flr diesen Prozess. In Kooperation mit
EPO wurden bereits PDX-Therapiestudien mit verschiedenen Tumorentitaten erfolgreich reali-
siert [141, 142, 143, 144].

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass es trotz der unvollstandigen Studienrealisierung
gelungen ist, mit dem NSG-Mausmodell einen tberdurchschnittlich hohen PDX-Engraftment-
Erfolg zu erzielen und Tumorgewebe in groflerem Umfang zu generieren. Eine effiziente
Engraftment-Strategie ist von entscheidender Bedeutung beim Aufbau von PDX-Biobanken.
Es wurde gezeigt, dass mit einer optimierten Methodik [69, 114, 116] die Etablierung einer
umfangreichen PDX-Sammlung umgesetzt werden kann. Die HROC-Xenobank reproduziert
die biologischen Merkmale der urspriinglichen Patiententumore und reprasentiert, unter Be-
achtung der genannten Selektionseinflisse, die Heterogenitat der deutschen CRC-Population
[71]. Der NSG-Mausstamm kann dabei als wertvoller Ausgangspunkt fungieren, um vom Pa-
tienten stammendes Gewebe zu vervielfachen und nachfolgend genomische Analysen und
praklinische Therapiestudien zu realisieren. Ferner kann in Anbetracht der hohen Anwachs-
rate und der daraus resultierenden Minimierung des Tierbedarfs der kostenintensive Aspekt
dieses Modells relativiert werden.

7.2 Analyse des Therapieansprechens und der Toxizitat im NSG-PDX-Modell

Die Zulassungsquoten in der onkologischen Arzneimittelentwicklung sind miserabel. Laut
einer Auswertung der pharmazeutischen Industrie bestanden zwischen 2011 und 2020 nur
5,3 % der onkologischen Wirkstoffkandidaten ab Phase | das FDA-Zulassungsverfahren — bei
einer durchschnittlichen Entwicklungsdauer von 10,3 Jahren [145]. Die Integration von PDX-
Modellen in klinische Studien bietet eine Plattform, um diesen Prozess zu optimieren [73, 79,
130]. Im Mittelpunkt steht die Identifizierung von Respondern und Non-Respondern, auf deren
Grundlage im Nachgang eine rationale Anwendung am Menschen abgeleitet werden kann.
Demgemal sollte das Monitoring des PDX-Tumorwachstums in dieser Studie Aufschluss
daruber geben, ob und welche HROC-Félle eine Sensitivitdt gengenluber den eingesetzten
Substanzen aufweisen. Betrachtet man die Verlaufskurven der Tumorvolumina, zeigt sich ein
Bild, das mit der histopathologischen Einschatzung aus der Zwischenauswertung annahernd
Ubereinstimmt: In der Gberwiegenden Mehrheit der Falle war keine eindeutige Wirksamkeit der
verwendeten Chemotherapeutika zu erkennen. Die Behandlungsgruppen von HROC48 (MSI-
H), HROC183 (CIMP-H), HROC250 (CIN) und HROC260 (CIN) sind mustergultig fir die
beobachtete Chemoresistenz. In diesen Fallen zeigen die Tumorvolumina in den drei Thera-
piearmen annahernd den gleichen Verlauf wie das Kontrolltier. Dies gilt auch fir HROC53
(MSI-H) und HROC100 (CIN), bei denen lediglich eine 5-FU-Monotherapie- und eine Kombi-
nationstherapiegruppe realisiert wurde.

Allerdings kann zumindest anhand der Verlaufskurven einzelner HROC-Avatargruppen ein ge-
wisser Therapieeffekt abgeleitet werden. So zeigten die mit 5-FU (Mono- und Kombinations-
therapie) behandelten Avatare von unter anderem HROC72Met1 (CIN), HROC112Met1
(CIMP-H) und HROC170 (MSI-H) ein gegenlber der Kontrolle verlangsamtes Tumorwachs-
tum oder eine Stagnation des Tumorvolumens innerhalb der Therapiephase. Bei HROC86
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(CIN) waren diese Effekte sogar von einer initialen Abnahme des Tumorvolumens begleitet.
Des Weiteren konnte mit HROC82 (CIN) ein HDACi-Responder identifiziert werden. Unter der
Behandlung mit Panobinostat verblieben hierbei die Tumorvolumina wahrend der gesamten
Therapie- und Nachbeobachtungsphase nahezu auf ihrem Ausgansniveau. Demgegeniber
war bei dem ausschlieBlich mit 5-FU therapierten Tier lediglich ein verlangsamtes Tumor-
wachstum in der Behandlungsphase mit anschlieRender Progression zu verzeichnen.

Um weitere Anhaltspunkte flr das Therapieansprechen zu erhalten, wurde eine Bestimmung
der Tumorgewichte nach Explantation vorgenommen. Doch aufgrund des Umstandes, dass
die Explantationen innerhalb einer HROC-Gruppe mehrheitlich zu unterschiedlichen Zeitpunk-
ten der Therapie- oder Nachbeobachtungsphase erfolgten, ist ein Vergleich der Tumorge-
wichte in diesen Fallen nicht zielfihrend. Eine gleichzeitige Explantation aller Tumore einer
Avatargruppe wurde nur bei HROC48Met (MSI-H) und HROC183 (CIMP-H) durchgefihrt. In
beiden Fallen hatten die Tumore aus dem 5-FU-Monotherapiearm das geringste Gewicht. Bei
Gegenuberstellung der Gewichte muss allerdings auch die TumorgréRe zum Zeitpunkt der
Explantation beachtet werden. So kann das relativ hohe Gewicht des Kombinationstherapie-
tumors von HROC48Met damit erklart werden, dass dieser zum Zeitpunkt der Entnahme
bereits ein vergleichbar groRes Volumen erreicht hatte (1427 mm?3 vs. 585 mm?3 bei Kontrolle,
619 mm?3im 5-FU- und 552 mm? im Panobinostat-Therapiearm). An diesem Beispiel lasst sich
ein weiterer Schwachpunkt bezlglich der Vergleichbarkeit ableiten: Der Zeitpunkt der Tétung
und damit der Tumorenthahme wurde zumeist durch das Abbruchkriterium Tumorgréfe
bestimmt. Infolge der wdchentlichen Messintervalle in der Nachbeobachtungsphase wurden
einige Tumore entsprechend spat (> 900 mm?® Durchmesser) explantiert.
Uberraschenderweise zeigte sich bei den Tumorgewichten von HROC62 (CIN) und HROC324
(LS), dass die Tumore des 5-FU-Monotherapiearms gegeniber den Kontrolltumoren, trotz
etwa gleicher Explantationsgréfie, wesentlich leichter waren. Die Tiere wurden in diesen Fallen
teilweise (HROC324 bis einschlie3lich Therapietag 7) oder ganzheitlich (HROC62) mit der
héheren 5-FU-Dosis von 30 mg/kg KG behandelt. Den Verlaufskurven und der histologischen
Untersuchung war eine entsprechende 5-FU-Wirkung jedoch nicht zu entnehmen.
Angesichts der eingeschrankten Vergleichbarkeit ist der Erkenntnisgewinn durch die Tumor-
gewichtsbestimmung bei der vorliegenden Planung als gering zu bewerten. Fir zukilnftige
Studien stellt der Ansatz von Janakiraman et al. [125] eine geeignete Alternative dar. Nach der
Behandlung von Rektumkarzinom-PDX-Modellen mit einer kombinierten Radiochemotherapie
erfolgten Euthanasie und die anschlieRende Tumorgewichtsbestimmung zu einem festgeleg-
ten Zeitpunkt. Sie konnten damit anhand von Tumorwachstum und Tumorgewicht das hete-
rogene klinische Therapieansprechen von Patienten reproduzieren.

Perspektivisch kdnnte den chemosensitiven HROC-Fallen bei der Planung kunftiger PDX-
Arzneimittelstudien Bedeutung zukommen, vorausgesetzt, dass die festgestellte Wirksamkeit
auch auf histopathologischer Ebene bestatigt werden kann. Die genomische Charakteri-
sierung der Responder und Non-Responder kann im nachsten Schritt bei der Ermittlung
beteiligter Wirk- und Resistenzmechanismen hilfreich sein. Die daraus gewonnenen Erkennt-
nisse lassen sich mit Daten aus parallel laufenden, klinischen Studien kombinieren (,co-clinical
trial“), mit dem Ziel, die Patientenversorgung zu optimieren und zu individualisieren [75, 123].
Mit diesem Ansatz leisteten Pandolfi et al. Pionierarbeit bei der Therapie der akuten Promye-
lozytenleukdmie und konnten beim kastrationsresistenten Prostatakarzinom neue Behand-
lungsstrategien entwickeln [70, 146].

Die Beobachtungen im vorliegenden Projekt legen nahe, dass mit dem vorliegenden Setting
eine wachstumshemmende Wirkung des Standardtherapeutikums 5-FU erzielt werden kann
und, wie im Fall von HROCB82, eine Identifikation von HDACi-Respondern grundsatzlich mog-
lich ist. Dennoch erwiesen sich die toxischen Nebenwirkungen zum Kernproblem der Studie.
In der nachfolgenden Ursachenanalyse sollen mdgliche Grunde hierfur ndher beleuchtet
werden.

Bei retrospektiver Betrachtung lassen sich im Wesentlichen drei Faktoren konkretisieren, die
sich nachteilig auf die Durchfihrung der geplanten Studie ausgewirkt haben.

(I) Erstens waren die gewahlten Dosierungen von 5-FU und Panobinostat ungeeignet, um die
angestrebte Wirkung bei gleichzeitig annehmbarer Vertraglichkeit zu erzielen. Bei den Tieren
in Monotherapie oder im Kombinationstherapiearm wurden oftmals Diarrhoe, Gewichtsverlust
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und Verhaltensstérungen als unerwiinschte Wirkungen beobachtet. Diese kénnen auf die sich
stark Uberschneidenden Toxizitatsprofile beider Wirkstoffe zurtickgeflihrt werden. Sowohl bei
der Behandlung mit 5-FU als auch mit Panobinostat treten vermehrt Myelosuppression mit den
damit verbundenen Konsequenzen (Blutungen und Infektionen) auf. Gleiches gilt fur nicht-
hamatologische Ereignisse, wie Durchfall, Ubelkeit und Erbrechen [54, 90, 147]. Eine 5-FU-
assoziierte Diarrhoe als Ausdruck einer Mukositis wird in der Literatur ausfuhrlich beschrieben
[55, 60, 74]. Auch erhdht Panobinostat die Inzidenz gastrointestinaler Beschwerden. In der
Phase-I1l-Studie PANORAMA 1 waren schwere Durchfalle sogar einer der haufigsten Griinde
fur den Abbruch einer Kombinationstherapie mit Panobinostat bei Patienten mit rezidiviertem
oder rezidiviertem und therapierefraktarem multiplen Myelom [148]. Die Ahnlichkeit der Ne-
benwirkungsprofile erklart das haufige Auftreten von Diarrhoe und den damit einhergehenden
Gewichtsverlust bei den Tieren dieser Studie.

Die Kombination beider Therapeutika fihrte dazu, dass unerwiinschte Ereignisse an Ausmalf
und Haufigkeit zunahmen. Ubereinstimmend war der behandlungsbedingte Gewichtsverlust
bei den Avataren im Kombinationstherapiearm am starksten (Abb. 29). Die Symptome lie3en
sich durch das Bereitstellen von eingeweichtem Futter nur begrenzt kompensieren.
Als Begrindung fur das gestdrte Verhalten (Aggressivitat, sozialer Rickzug, Bewegungs-
stérungen) einiger Tiere sind zum einen 5-FU- [55, 60] oder Panobinostat-vermittelte [148,
149], neurotoxische Effekte und zum anderen eine Schmerzsymptomatik denkbar. Darliber
hinaus konnten stereotype Bewegungen (Kreisen um sich selbst) von mehreren Tieren
festgestellt werden, die in Panobinostat-Monotherapie behandelt wurden.

Betrachtet man die vorzeitig verstorbenen Mausavatare, wird die starke Toxizitat besonders
deutlich (Tabelle 10). Von den zwolf gelisteten Tieren verstarben zehn noch innerhalb der
Therapiephase. Unter den toxischen Todesfallen waren nur zwei Tiere, die ausschliel3lich mit
Panobinostat behandelt wurden, sodass 5-FU diesbezliglich ein groRerer Stellenwert
beigemessen werden kann. Die Avatare im 5-FU-Monotherapiearm von HROC239 und
HROC285 verstarben trotz einer Therapiepause, die aufgrund eines reduzierten Allgemein-
zustands vorgenommen wurde.

Tabelle 10 Auflistung vorzeitig verstorbener Mausavatare

HROC-Avatar Subtyp Therapie 5-FU-Dosierung
24 fT3 M11 MSI-H K B
32 fT3 M4 CIN P B
39 fT2 M2 CIN K B
54 fT2 M1-M4 CIMP-H 5-FU, P, K, Kontrolle A
80 fT3 M19 CIN 5-FU A
86 fT2 M2 CIN 5-FU B
239 fT2 M1 CIN 5-FU B
250 fT3 M4 CIN K B
285 fT1 M2 LS 5-FU A

fTx: Transfergeneration, Mx: Nummerierung der Maus, MSI-H: sporadische Mikrosatelliteninstabilitat,
CIN: sporadische chromosomale Instabilitat, CIMP-H: CpG-Insel-Methylierungsphanotyp, LS: Lynch
Syndrom, K: Kombination, P: Panobinostat, A: Behandlung mit 30 mg/kg KG 5-FU, B: Behandlung mit
20 mg/kg KG 5-FU

Auffallend ist dabei, dass die Dosisreduktion von 5-FU nicht den gewlnschten Erfolg gezeigt
hat. Im Fall von HROC54 verstarben alle vier Avatare mitsamt Kontrollmaus. Die Tiere wurden
in einem gemeinsamen K&fig gehalten, was vermuten Iasst, dass neben therapie-assoziierten
Faktoren auch eine Infektion als Ursache infrage kommen kdénnte.

Die Summe aus starker Toxizitat und geringer wachstumshemmender Wirkung spiegelt sich
in den Kaplan-Meier-Kurven wider. In den Monotherapiearmen und dem Kombinations-thera-
piearm konnten gegenuber der Kontrollgruppe keine statistisch signifikanten Unterschiede im
Gesamtiberleben festgestellt werden. Darlber hinaus konnte durch die Dosisreduktion kein
Vorteil im Gesamtiiberleben erzielt werden (Abb. 31). Uberraschenderweise wurden in der
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Panobinostat-Gruppe keine unerwarteten Todesfalle wahrend der Therapiephase verzeichnet,
obwohl der durchschnittliche Gewichtsverlust in etwa dem der 5-FU-Monotherapiegruppe
entsprach (Abb. 29). Diese Tatsache wird insbesondere durch eine anfangliche Uberlegenheit
des Panobinostat-Therapiearms in der Uberlebensanalyse reprasentiert. Im Zeitraum der
Nachbeobachtung (ab Tag 28) Iasst sich in den Mono- und Kombinationstherapiegruppen ein
positiver Uberlebenstrend gegeniiber dem Kontrollarm erkennen. Dies kann mit einer Er-
holung der Tiere nach Abschluss der Therapie begrindet werden, was sich ebenfalls im Ge-
wichtsverlauf widerspiegelt. Hier scheint der wachstumshemmende Aspekt der Therapeutika
die Toxizitat zu Gberwiegen. Bei den Avataren des 5-FU-Therapiearms kam es bereits drei
Tage nach der letzten Applikation zu einer Gewichtszunahme, wahrend das Gewicht der
Panobinostat- und Kombinationstiere von Tag 18 auf 21 weiter abnahm. Vermutlich ist diese
Beobachtung auf die unterschiedlichen Halbwertszeiten von 5-FU mit 10—-15 min [60] und
Panobinostat mit 37 h [54] zurlckzuflhren, sodass die Erholung der Tiere, die Panobinostat
erhielten, folglich spater einsetzte. Beim Gewichtsverlauf der Kontrolltiere zeigte sich wie-
derum eine zunehmende Gewichtsreduktion in der Nachbeobachtung (Tag 28 bis 49), die als
ein Ausdruck flr das rasante Tumorwachstum gedeutet werden kann, analog zum Gewichts-
verlust bei konsumierender Erkrankung.

In anderen PDX-Therapiestudien [125, 131] wird dagegen von guter Vertraglichkeit und Wirk-
samkeit bei der Behandlung von NSG-Mausen mit 5-FU berichtet, wobei andere Therapie-
schemata verwendet und geringere kumulative Dosen verabreicht wurden. In Kombination mit
einem Pan-HDACIi (Belinostat) dokumentierten auch Tumber et al. [94] toxische Reaktionen
bei der Therapie von PDX-Modellen. Ergebnisse von Maschauer et al. [118] lassen die
Vermutung zu, dass NMRI-Foxn1™™ f{ir eine Panobinostat-Anwendung der geeignetere
Stamm ist. Sie verabreichten den PDX-Avataren eine tagliche Dosis von 10 mg/kg KG fir bis
zu vier Wochen. Jedoch liel3 sich bei den Tieren mit einem CRC-Tumor weder eine wachs-
tumshemmende noch eine antiangiogenetische Wirkung nachweisen. Mause mit hepatozellu-
larem Karzinom zeigten hingegen eine gewisse Sensitivitat gegenliber Panobinostat. Die
PDX-Tumore wurden aber in beiden Fallen nur aus einer Zellkultur generiert, was die
Ubertragbarkeit erheblich einschrénkt.

An dieser Stelle wird zugleich ein grundséatzliches Problem von PDX-Therapiestudien deutlich.
Die Vergleichbarkeit der Ergebnisse ist aufgrund der Verwendung verschiedener Tumor-
modelle, Mausstdmme und Therapieschemata nur bedingt méglich. Dieser Umstand verleitete
zur Durchfuihrung einer PDX-Dosisfindungsstudie [74], in der verschiedene 5-FU-Therapie-
protokolle hinsichtlich ihrer Wirksamkeit und Toxizitat im NSG-Modell verglichen wurden. Da-
bei wurde festgestellt, dass orale Dosierungsschemata mit dem Prodrug Capecitabin von den
NSG-Mausen besser als Therapieregime mit intraperitonealer Applikation vertragen wurden.
Die orale Therapie ging zwar mit einem héheren Applikationsaufwand einher, doch war sie in
Hinblick auf die Balance zwischen antitumoraler Wirksamkeit und Toxizitdt den anderen
Protokollen Uberlegen.

In der adjuvanten Therapie von CRC-Patienten konnte gezeigt werden, dass Capecitabin im
Vergleich zum infusionalen 5-FU/LV eine gleichwertige Wirksamkeit hat, aber mit weniger
Nebenwirkungen verbunden ist [150]. In Kombination mit Oxaliplatin (XELOX vs. FOLFOX),
liegen die Unterschiede eher im Toxizitatsspektrum. Wahrend beim XELOX-Schema haufiger
Diarrhoe, Thrombozytopenien und das Hand-Ful3-Syndrom auftreten, werden beim FOLFOX-
Regime vermehrt Neutropenien und Neuropathien beobachtet [151, 152]. Unter den infusio-
nalen Therapieprotokollen weisen Bolus-Applikationen ein schlechteres Toxizitatsprofil auf
und sind den Dauerinfusionen diesbezliglich deutlich unterlegen [41]. Langsame, intravendse
oder intraperitoneale Infusionen Uber Stunden lassen sich im Mausmodell kaum realisieren.
Mit der Gabe von niedrigdosiertem 5-FU/LV bei verklrzten Applikationsintervallen wurde in
der Dosisfindungsstudie versucht, ein solches Regime nachzubilden. Tatsachlich hatte dies
eine bessere Vertraglichkeit zur Folge. Das Tumorwachstum wurde dagegen nur geringfligig
beeinflusst.

Es konnte auRerdem gezeigt werden, dass NSG- gegeniiber NMRI-Foxn1"/"-M3usen signi-
fikant niedrigere DPYD-Spiegel aufweisen, die sich nach der Behandlung sogar weiter
verringerten. Die beobachtete stammspezifische Arzneimittelempfindlichkeit stellt folglich eine
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Uberzeugende Erklarung fir die starke 5-FU-Toxizitat dar, die sich in dieser Arbeit prasentierte.
Auch ist es wahrscheinlich, dass die weitreichende Immundefizienz der NSG-Méause zu einer
erhdhten Vulnerabilitdt gegentber anderen Chemotherapeutika flhrt. Die dokumentierten
Panobinostat-assoziierten Nebenwirkungen bekraftigen diese Annahme.

Demnach ist (Il) zweitens der NSG-Stamm als weiterer hauptsachlicher Problemfaktor in
diesem Projekt zu bewerten. Der Engraftment-Vorteil dieses Stamms muss gegen die einge-
schrankte Eignung fur experimentelle Chemotherapieansatze abgewogen werden. Demzu-
folge sollten in der Vorbereitung kinftiger Studien im PCT-Format mégliche pharmakogene-
tische Unterschiede zwischen den Mausstammen bericksichtigt werden.

Die Dosierung von Chemotherapeutika erfolgt in der Klinik anhand der Kérperoberflache (BSA)
des Patienten. Obwohl die pharmakokinetische Begriindung und Zuverlassigkeit dieser Me-
thode angezweifelt wird, ist die BSA-basierte Berechnung nach DuBois und DuBois aus dem
Jahr 1916 am weitesten verbreitet [153, 154]. Fur die klinische Einordnung der in diesem Pro-
jekt verwendeten Dosierungen erscheint ein Vergleich zwischen den Spezies naheliegend.
Der GroRRenunterschied zwischen Mensch und Maus |asst sich allerdings nicht proportional in
physiologische Parameter Ubersetzen, weil haufig eine allometrische Beziehung vorliegt [155].
Durch den vergleichsweise schnellen Metabolismus vertragen Mause in der Regel hdhere
Dosen eines Arzneimittels [156]. Umso erstaunlicher ist das Ergebnis, wenn man die in der
aktuellen S3-Leitlinie [41] aufgefihrten 5-FU-Schemata umrechnet. In Tabelle 11 wurde die
wdchentliche Gesamt-5-FU-Dosis gemaf der drei aufgefiihrten, infusionalen 5-FU-/FS-Proto-
kolle, angelehnt an das mittlere Erkrankungsalter beim CRC, fir einen durchschnittlichen 70-
bis unter 75-jahrigen Menschen [157] berechnet. Bei einer Grélle von 170 cm und einem
Gewicht von 77,4 kg wurde eine BSA von 1,89 m? nach DuBois ermittelt.

Tabelle 11 Beispielhafte 5-FU-Dosisberechnung

Infusionales 5-FU-/FS-Schema 5'FU'DOS'S*

pro Woche
LV5FU2:
FS (200 mg/m? als 2-Stunden-Infusion, Tag 1 und 2) + 5-FU (400 mg/m?als | 2 x 1890 mg
Bolus, danach 600 mg/m? als 22-Stunden-Infusion; Tag 1 und 2) 2 2 x 24 mglkg KG
ein Zyklus umfasst zwei Wochen, insgesamt zwdlf Zyklen
5-FU/FS:
FS (500 mg/m? als 1-bis-2-Stunden-Infusion) + 5-FU (2600 mg/m? als 24- 1 x 4914 mg

Stunden-Infusion) einmal pro Woche tber sechs Wochen (Tag 1, 8, 15, 22,
29, 36). Erneuter Beginn der Therapie in Woche 9 (Tag 50), insgesamt zwei
Zyklen.

venose 5-FU-Dauerinfusion: 7 X 567 mg

5-FU als Dauerinfusion (iber insgesamt zwolf Wochen (300 mg/m?/Tag) 2 7 x 7 mg/kg KG

2 1 x 64 mg/kg KG

*Berechnung fiir einen Beispielpatienten (170 cm, 77,4 kg, BSA: 1,89 m?), FS: Folinsdure

Es ist zu erkennen, dass im vorliegenden Projekt eine 5-FU-Dosis verwendet wurde, die nicht
oder nur geringfugig hoéher ist (3 x 20 mg/kg KG pro Woche) als die fur CRC-Patienten ubliche
Dosis und sich in einer klinisch relevanten Gréf3enordnung bewegt. Dabei ist aber zu beruck-
sichtigen, dass infusionales 5-FU beim Menschen mit Folinsdure kombiniert wird, was sowohl
die Effektivitat als auch Toxizitat steigert [54].

Im Fall von Panobinostat wurde sich an der verfugbaren Literatur [93, 117, 118] orientiert und
eine Dosis von 10 mg/kg KG ausgewahlt. Beim Menschen betragt die empfohlene Anfangs-
dosis 20 mg oral als Einzeldosis dreimal wochentlich fir zwei Wochen eines 21-tagigen Zyklus
[158]. Dies lasst sich aber nicht unverandert auf ein Mausmodell Ubertragen, weil pharmako-
kinetischen Unterschiede infolge der GréRendifferenz und Applikationsform bestehen, die bei
der Ermittlung einer tierischen Aquivalenzdosis beriicksichtigt werden missen [155]. Diese
Beispiele veranschaulichen, welche Schwierigkeiten sich bei der Berechnung von Aquivalenz-
dosen zwischen den Spezies ergeben.
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Entsprechend den Ergebnissen der Dosisfindungsstudie empfiehlt es sich deshalb, im Vorfeld
ein geeignetes Therapieregime zu ermitteln. Ein solches Vorgehen birgt ebenfalls die Option,
individuelle Therapieprotokolle und Dosisanpassungen zu evaluieren. So ist aus klinischen
Studien [64, 159] bekannt, dass die Toxizitat von 5-FU von dessen Plasmakonzentration ab-
hangig ist und individualisierte Behandlungsplane die Therapieeffektivitat sowie Vertraglichkeit
steigern kdénnen.

(1) Drittens lasst sich das Monitoring des Tumorwachstums durchaus verbessern. Anders als
beim haarlosen NMRI-Mausstamm wird die Messung der Tumorgréfie bei NSG-Mausen
dadurch erschwert, dass die Konturen des subkutan wachsenden Tumors vom Fell bedeckt
sind. Zugleich erhéhen Bewegungen und Abwehrverhalten die Wahrscheinlichkeit fur Mess-
fehler. Solche Messungenauigkeiten sind auch der wahrscheinliche Grund flr einen sprung-
haften Volumenverlauf, der sich in der Auswertung des Tumorwachstums einiger HROC-
Gruppen prasentiert. Ausgepragt zeigt sich dies vor allem im Panobinostat-Monotherapiearm
von HROC50 (Abb 22), HROC54 (Abb. 19) und HROC86 (Abb. 14) sowie im Kombinations-
therapiearm von HROC71 (Abb. 25) und HROC245 (Abb. 27). Die Messungen wurden bevor-
zugt vom selben Untersucher vorgenommen. Weil dies nicht immer moglich war, kann ein
gewisser Einfluss durch die Interobserver-Variabilitdt angenommen werden.

Eine genauere Abschatzung des Tumorvolumens kann beispielweise durch die Bestimmung
von zwei Tumorachsen erzielt werden, wie es bei Rivera et al. [127] und anderen [94, 124]
Anwendung findet. Dies fuhrt allerdings auch zur Verlangerung des Messvorgangs und der
gelegentlich notwendigen Fixierung. Die Volumenbestimmung ist durch die Messung von
Lange und Breite des PDX-Tumors insbesondere dann deutlich exakter, wenn der Tumor
keine rundliche Form entwickelt. Unter den explantierten Tumoren zeigten einige eine eher
langliche Gestalt, wobei in einem Fall ein hantelférmiger Tumor explantiert wurde (HROC32,
Kontrolltier). Vermutlich wurden hierbei versehentlich zwei zusammenhangende Tumorstiicke
implantiert, die sich als subkutaner Doppeltumor prasentierten. Auch aufgrund dieser Beob-
achtungen wurden PDX-Tumore in nachfolgenden Projekten zweiachsig vermessen.

Bei einer Verfugbarkeit stellt der Einsatz von moderner Kleintierbildgebung eine Alternative
dar. Mithilfe von Mikro-MRT und Hybridverfahren (PET-CT/MRT) kdnnen Tumorvolumina ge-
nauestens bestimmt und gleichzeitig biochemische Prozesse dargestellt werden. Die Mikro-
MRT ist besonders dazu geeignet, das Tumorwachstum unter Therapie zu uberwachen und
Informationen betreffend Tumordifferenzierung, Sauerstoffversorgung und Angiogenese zu
gewinnen [160]. Nachteile sind, dass diese Verfahren eine Allgemeinanasthesie und Fixation
der Tiere voraussetzen, dazu zeitaufwendig und kostenintensiv sind.

Darlber hinaus erreichten im vorliegenden Ansatz einige PDX-Tumore bereits innerhalb der
Therapiephase das zuvor festgelegte Explantationsvolumen von Gber 700 mm?3, womit ein
Abbruchkriterium erfullt wurde. Der Vergleich aller vier Behandlungsarme war deshalb zu
spateren Zeitpunkten nicht mehr maéglich. Infolgedessen wurde das Startvolumen fir weitere
In-vivo-Studien auf = 125 mm?® und das Explantationsvolumen auf = 1500 mm?3 standardisiert.
Das neu festgesetzte, grofere Explantationsvolumen verlangert das Zeitintervall fur die Beob-
achtung der Wachstumsdynamik, wahrend es nur eine geringere Mehrbelastung fir das Ver-
suchstier bedeutet. Als Abbruchkriterium definiert, wird das Tierwohl dahingehend geschutzt,
dass zu hohe Tumorvolumina vermieden werden, die zu Bewegungseinschrankungen und
vermehrtem Stress fuhren.

7.3 Expressionsanalyse der Biomarker

In der Behandlungsstrategie des mCRC sind Informationen uber den RAS- und BRAF-Muta-
tionszustand sowie den Mikrosatellitenstatus essenziell fir die Zusammenstellung der Chemo-
therapie [41]. Im Frihjahr 2022 wurde das therapeutische Spektrum mit der Zulassung von
Pembrolizumab erweitert, sodass der PD1-Inhibitor nun in Erst- und Zweitlinientherapie des
MSI-CRC zum Einsatz kommt [161]. Auch wird der HER2-Status zunehmend bedeutsam und
kann in Zukunft neue Behandlungschancen eréffnen [121, 124, 162, 163]. Diese Entwicklung
verdeutlicht das grole Interesse an therapierelevanten Biomarkern. Dabei ist die Identifikation



Diskussion 60

solcher Marker in zweierlei Hinsicht erstrebenswert: Einerseits kénnen neue zielgerichtete
Ansatze entwickelt und andererseits der Einsatz von Wirkstoffen vermieden werden, gegen
die wahrscheinlich eine Chemoresistenz besteht [70]. Durch eine kombinierte Bewertung
mehrerer Biomarker kann eine bessere Vorhersage erzielt werden [52]. Von einer Abklarung
der erwahnten Faktoren profitiert bisher nur ein kleines CRC-Patientenkollektiv, doch ist das
Vorkommen von angeborenen oder erworbenen Resistenzen gegen Standard- und Zweit-
linienchemotherapeutika weit verbreitet, was die Notwendigkeit neuer therapiebezogener
Indikatoren unterstreicht [78, 92].

In Tabelle 12 sind die Biomarker aufgefihrt, die neben DPYD in der Ex-vivo-Analyse der PDX-
Tumore untersucht wurden. Zudem ist eine Einordnung ihrer Funktion im Kontext des CRC
aufgefihrt.

Tabelle 12 Ausgewéhlte Biomarker und ihre Funktion

Biomarker | Funktion

CXCR4 Beim CRC ist der Chemokin-Rezeptor CXCR4 an der Tumorgenese und Me-
tastasierung sowie in Verbindung mit der Tumormikroumgebung an der Arz-
neimittelresistenz beteiligt [103]. Laut Ottaiano et al. [102] korreliert die
CXCR4-Expression mit dem Ansprechen auf die Erstlinienchemotherapie bei
mCRC-Patienten.

DSE Das DSE-Gen (auch als SART-2 oder DS-epi1 bekannt) kodiert ein Enzym,
das bei der Synthese von Dermatansulfat (DS) eine Rolle spielt und bei einer
Vielzahl von Plattenepithel- und Adenokarzinomen diverser Entitaten nach-
weisbar ist [101, 105]. Kolorektales Tumorgewebe weist erhéhte DS-Werte
auf. Weil Glykosaminoglykane wie DS mit der Genese und Progression von
Tumoren assoziiert werden, stellen die involvierten Enzyme potenzielle Ziele
der Chemotherapie dar [100].

FGF9 FGF9 wird insbesondere in héheren CRC-Stadien Uberexprimiert und als
Akteur im Wnt/B-Catenin-Signalweg mit der Chemoresistenz gegentber der
Standard- und anti-EGFR-Therapie in Verbindung gebracht [52, 98, 99, 104].
IGFBP7 Uber p53 und Signalachsen, wie TGFB/SMAD, ist IGFBP7 in wesentlichen Ab-
ldufen der Onkogenese involviert, darunter Proliferation, Differenzierung und
Metastasierung. Verschiedene Studien belegen ein erhéhtes Expressionslevel
in kolorektalen Karzinomen [112]. Im Gegensatz dazu zeigten Suzuki et al.
[113], dass CIMP-Tumore mit einer epigenetischen Inaktivierung des Gens as-
soziiert sind. Beim NSCLC und der T-ALL wurde ein Zusammenhang mit Che-
moresistenz festgestellt [109, 110]. In einer CRC-PDX-Studie [97] konnte das
Tumorwachstum durch die Behandlung mit rekombinantem IGFBP7 vollstan-
dig unterdrickt werden. IGFBP7 werden multifunktionale, vermeintlich wider-
spruchliche Eigenschaften zugeschrieben, die noch weitgehend unverstanden
sind [111].

NRP1 Die Funktionen von NRP1 betreffen unter anderem die Immunantwort, Zellmi-
gration und Invasion sowie die Angiogenese [108]. Wahrend eine Uber-
expression die Metastasierungsfahigkeit von CRC-Zellen fordert [107], kann
eine gezielte NRP1-Blockade die 5-FU-Chemosensitivitat von Karzinomzellen
erhoéhen [106].

Es wurde untersucht, ob diese Faktoren mit dem beobachteten Therapieansprechen im NSG-
Mausmodell assoziiert werden konnen. Den Ergebnissen der Expressionsbestimmung
(Abb. 32) ist zu entnehmen, dass sich die Expressionslevel der sechs Biomarker zwischen
den vier Behandlungsarmen nicht wesentlich unterscheiden. Auch konnten in der einfakto-
riellen ANOVA keine signifikanten Unterschiede ermittelt werden. Folglich Iasst sich kein Effekt
der Therapeutika 5-FU und Panobinostat auf die ausgewahlten Biomarker feststellen, auf des-
sen Grundlage sich Aussagen zum Therapieansprechen ableiten lassen. Im Durchschnitt
waren die Expressionslevel der Biomarker CXCR4, DPYD, FGF9 und NRP1 im untersuchten
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Gewebe sehr niedrig (hohe dCT-Werte). Angesichts dieser Expressionsergebnisse ist der Ein-
fluss folgender Aspekte in Erwagung zu ziehen.

Analog zum Engraftmentversagen stellt die Verwendung von nekrotischem Gewebe bei der
RNA-Isolation eine naheliegende Fehlerquelle dar. Fur die Isolation wurden sehr kleine
Tumorstlicke (ca. 20 mg) bendtigt, die zuvor durch Zertrimmern des gefrorenen Gewebes
gewonnen wurden. Deshalb kann nicht ausgeschlossen werden, dass auch Tumorfragmente
mit nekrotischen Anteilen verarbeitet wurden. Dieser Verdacht wird durch die Tatsache
gestitzt, dass von den 117 Proben 19 (16 %), aufgrund einer zu geringen Menge an RNA
(< 100 ng/ul), nicht fur die nachfolgende cDNA-Synthese verwendet werden konnten.

Ein weiterer Grund fir die niedrigen Expressionslevel kdnnte darin liegen, dass die
ausgewahlten Biomarker im untersuchten Gewebe schlichtweg nicht oder nur sehr geringflgig
exprimiert wurden. Im Fall von FGF9 zeigen nur etwa 4-6 % aller CRC-Tumorproben eine
vermehrte Amplifikation [104], womit ein Nachweis bei der Anzahl von 34 HROC-Tumoren von
32 Patienten (Anhang) unwahrscheinlich ist.

Studien zur Expression von IGFBP7 im CRC kommen zu unterschiedlichen und, in Bezug auf
die Abhangigkeit vom Tumorstadium, zu teilweise widersprichlichen Ergebnissen. In einigen
Arbeiten wird sogar von fehlender bzw. einer Herunterregulierung der IGFBP7-Exression
berichtet [112]. Der Methylierungsstatus scheint dabei mafRigeblich an der Expressionsregu-
lation beteiligt zu sein [113]. In der erganzenden Expressionsauswertung (Anhang) konnten
bei IGFBP7 hoch signifikante Unterschiede (p = 0,0008) zwischen den molekularen Subtypen
festgestellt werden. Dabei zeigten die CIN- und CIMP-H-Gruppe hdhere Expressionslevel
(niedrigere dCT-Werte) als die MSI-Gruppe (MSI-H und LS), was den Ergebnissen von Suzuki
et al. [113] widerspricht.

Bei den Biomarkern DPYD, DSE und FGF9 wurden in der erganzenden Auswertung ebenfalls
signifikant unterschiedliche Expressionslevel festgestellt. Dies verdeutlicht die molekulare
Heterogenitat von CRC-Tumoren. Weil die Proben jedoch unabhangig von der Therapiegrup-
pe ausgewertet wurden, kann ein therapiebedingter Einfluss nicht ganzlich ausgeschlossen
werden. Deshalb bietet sich eine differenzierte und umfangreiche Untersuchung von unbehan-
delten PDX-Tumoren an, um diese Ergebnisse zu verifizieren.

Es ist auBerdem fraglich, inwiefern CRC-Tumore mit einer Hochregulation der NRP1-Expres-
sion assoziiert sind. Eine vergleichende Analyse des NRP1-Expressionsprofils im CRC-
Tumor- und im gesunden Gewebe ergab, dass die mRNA-Spiegel in CRC-Tumoren niedriger
waren [107].

Fir die Quantifizierung der Expression eines Biomarkers ist die Art des Nachweisverfahrens
auschlaggebend. Eine hohe Transkriptionsaktivitat bedeutet nicht zwangslaufig eine gestei-
gerte Synthese von Proteinen. Vielmehr ist die Translation in eine Verflechtung von Regula-
tionsmechanismen eingebunden, die zu einer starken Diskrepanz zwischen dem Level von
mRNA und dessen Produkt filhren kann. Zum Beispiel ist vom klinisch etablierten Marker
PAI-1 bekannt, dass die quantitative Bestimmung der mRNA-Expression nicht die Antigen-
spiegel im Gewebe des Mammakarzinoms widerspiegelt [164, 165].

Um Aussagen Uber die tatsachliche Expression von aktiven Proteinen zu treffen, sind Immun-
assays folglich die geeignetere Methode. Dies wird vor allem beim Biomarker DPD deutlich.
So war in diesem Projekt die Expressionsbestimmung des DPD Gens (DPYD) nicht ziel-
fuhrend, um Unterschiede im Therapieansprechen festzustellen. In der Dosisvergleichsstudie
[74] hingegen wurden die DPD-Plasmalevel der NSG-Tiere mittels ELISA ermittelt, wodurch
aussagekraftige Ergebnisse erzielt werden konnten. Die Plasmaspiegel wurden mit denen
anderer Laborstdmme verglichen und signifikante Unterschiede zwischen den Stammen
festgestellt. Dieses Vorgehen liee sich in kinftigen Projekten fernerhin auf den Vergleich von
Therapiearmen Ubertragen. Bemerkenswerterweise waren die DPYD-Expressionslevel
zwischen den molekularen Subtypen in der erganzenden Analyse (Anhang) hoch signifikant
(p < 0,0001). Die MSI-H-Gruppe zeigte dabei im Mittel die hdchsten Expressionslevel. In An-
betracht der Tatsache, dass DPD im 5-FU-Metabolismus als Schlisselenzym fungiert, kann
eine erhohte Expression im Tumorgewebe zu einer verstarkten intra-tumoralen Inaktivierung
von 5-FU fuhren und somit zur Chemoresistenz beitragen [166, 167].
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Alternativen zur gPCR sind auch bei der Analyse von CXCR4 und DSE beschrieben. Ottaiano
und Kollegen [102] nutzten ein immunhistochemisches Verfahren, um eine CXCR4-Expres-
sion in CRC-Gewebeschnitten zu quantifizieren. Den Enzymspiegel von DSE (SART-2) be-
stimmten Sasatomi et al. [105] mittels Western Blot, wahrend Kalathas et al. [100] mit Western
Blot und qPCR zwei Verfahren kombinierten, um die Expression der Schlisselenzyme von
Dermatansulfat auf mMRNA- und Proteinebene zu untersuchen.

Reduziert auf die Essenz dieser Erlauterung, ist die Wahl eines geeigneten Nachweisverfah-
rens mindestens genauso entscheidend wie die Auswahl von erfolgsversprechenden Markern.
Auch wenn es in diesem Setting nicht gelungen ist, anhand der ausgewahlten Marker Unter-
schiede im Therapieansprechen zwischen den Therapiegruppen festzustellen, ist das PDX-
Format ein wertvoller Ansatz, um den Weg flir biomarkergesteuerte Arzneimittelentwicklung
zu ebnen [78, 79, 124]. Kiweler und Kollegen [30] zeigten, dass HDAC2 die Apoptoseresistenz
gegeniber 5-FU von MSI-positiven CRC-Zellen in vitro und im NSG-Modell moduliert, und sie
definierten neue pharmakologische Angriffspunkte. Diese Erkenntnis sowie eine mogliche
MSI-H-spezifische Erhéhung der DPD-Expression kénnten die unbeantwortete Frage klaren,
ob der Nutzen einer Standardchemotherapie bei CRC-Patienten mit MSI-Tumoren Uberwiegt.
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8 Zusammenfassung

Das kolorektale Karzinom (CRC) ist die am dritthaufigsten diagnostizierte Krebserkrankung
und die zweithaufigste krebsbedingte Todesursache weltweit [1]. Wie bei anderen Malignomen
handelt es sich hierbei um ein heterogenes Krankheitsbild, bei dem molekulare Subklassen
definiert werden [11, 12, 13]. Unterschiede im molekularen Profil haben klinische Relevanz fir
die Therapie und den Krankheitsverlauf. Sekundarpraventive Programme und personalisierte
Therapiestrategien erwiesen sich zwar als effektive Mittel im Kampf gegen Darmkrebs [40, 53,
121, 168], doch liegt in der chemotherapeutischen Behandlung groRes Optimierungspotenzial.
Der Nutzen einer adjuvanten Chemotherapie in Stadium Il ist umstritten [49, 56]. Zudem wird
ein Grolteil der Patienten in Stadium lll einer unnétigen Behandlungstoxizitat ausgesetzt [47].
Im metastasierten Krankheitsstadium konnte die mittlere Uberlebenszeit durch eine kombinier-
te Anwendung von zytotoxischen und zielgerichteten Wirkstoffen deutlich gesteigert werden,
die Heilungschancen sind jedoch aufderst gering [51, 52, 53]. Im praklinischen Setting ist das
PDX-Modell ein idealer Ausgangspunkt fur die Prifung konventioneller und neuer Chemothe-
rapeutika, weil histologische, genetische und stromale Eigenschaften des humanen Tumors
Uber mehrere Passagen hinweg erhalten bleiben [71, 72]. Klinische PDX-Studien (PCT) repra-
sentieren die Heterogenitat der Patientenpopulation und erzielen Ergebnisse mit hoher klini-
scher Ubereinstimmung [79, 80,122, 123, 124, 125]. Im vorliegenden Projekt wurde das En-
graftment individueller CRC-Tumore der HROC-Kollektion im NSG-Mausmodell analysiert. Im
Stile einer PCT sollten Uberdies das Standardtherapeutikum 5-FU und der Histon-Deacety-
lase-Paninhibitor (HDACIi) Panobinostat (LBH589) auf ihre wachstumshemmende Wirkung hin
untersucht werden. Dabei sollte auch geklart werden, welchen Einfluss die molekularen Sub-
gruppen auf das Engraftment und Therapieansprechen haben und ob ausgewahlte Biomarker
mit der Chemosensitivitat korrelieren. Nach erfolgreichem Engraftment wurden die PDX-Mau-
se randomisiert und einem von vier Behandlungsarmen zugeteilt, bestehend aus Kontroll-
gruppe (0,9 % NaCl), Monotherapie mit 5-FU (Dosisreduktion von 30 auf 20 mg/kg KG i. p.)
bzw. mit Panobinostat (10 mg/kg KG i. p.) und der Kombination beider Wirkstoffe. Die Appli-
kation erfolgte dreimal wéchentlich, insgesamt neunmal. Die TumorgréRe wurde mehrmals
wdchentlich mit einem digitalen Messschieber bestimmt. Aufgrund eines begrenzten Thera-
pieansprechens und der hohen Toxizitat, die im Zuge der Behandlung auftrat und auch nach
der Dosisreduktion von 5-FU zu verzeichnen war, wurde das geplante Vorhaben abgebrochen.
Es folgte die Auswertung der bis dahin erhobenen Daten und die Durchfuhrung einer 5-FU-
Dosisfindungsstudie [74].

Eine optimierte Methodik und die Verwendung des stark immundefizienten NSG-Mausstamms
gewahrleisteten ein effizientes Engraftment des zuvor kryokonservierten Tumorgewebes. Mit
82,4 % konnte eine Engraftmentrate erzielt werden, die die Transplantationsraten anderer
Modelle Ubertraf [69, 116, 128]. Die Transplantation von mikrosatelliteninstabilen (MSI)
Tumoren war gegenlber den Mikrosatellitenstabilen (MSS) tendenziell haufiger erfolgreich
und ihre Anwachszeit signifikant kirzer als die der anderen Subklassen. Folglich sollte eine
mogliche Uberlegenheit von MSI-Tumoren im Kontext des Biobankings berlicksichtigt werden.
Aus den Verlaufskurven einzelner PDX-Gruppen konnte ein gewisser 5-FU-vermittelter
wachstumshemmender Therapieeffekt abgeleitet werden. Mit HROC82 (CIN) wurde ein
potenzieller HDACi-Responder identifiziert. Die folgenden Faktoren wurden als hauptsachliche
Problempunkte bei der Umsetzung dieser Therapiestudie bewertet: das gewahlte Behand-
lungsschema, die sich Uberschneidenden Toxizitatsprofile von 5-FU und Panobinostat sowie
eine vermutlich erhéhte Vulnerabilitdt des NSG-Stamms gegeniiber Chemotherapeutika. Ana-
log zu den Ergebnissen der Dosisfindungsstudie empfiehlt es sich in der Vorbereitung kinftiger
PDX-Studien, stammspezifische pharmakogenetische Eigenschaften zu untersuchen und ein
geeignetes Therapieregime zu ermitteln. Die Expressionsbestimmung der ausgewahlten Bio-
marker fuhrte zu keinem Erkenntnisgewinn hinsichtlich der Chemosensitivitat.

Trotz der unvollstadndigen Studienrealisierung zeigt die vorliegende Arbeit, dass mit dem NSG-
Mausmodell humanes Tumormaterial hochst effizient vervielfacht werden kann. AuRerdem
bietet das beschriebene Vorgehen, bei geeignetem Therapieprotokoll, eine reelle Chance fir
die personalisierte Echtzeitanwendung bei der Behandlung des CRC.
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Das PDX-Modell ist ein wichtiger Ausgangspunkt fur die Tumorforschung, weil histo-
pathologische, genetische und stromale Eigenschaften des humanen Primartumors
erhalten bleiben.

Klinische PDX-Studien (PCTs) konnen den Verlauf und das Therapieansprechen von
Patienten prognostizieren.

Die HROC-Xenobank reproduziert die Heterogenitat der deutschen CRC-Population.

PDX-Modelle kdénnen als Plattform fir die Identifikation von Biomarkern und die bio-
markergesteuerte Arzneimittelentwicklung fungieren.

Der Erfolg von Xenotransplantationen wird durch das Ausmalf} der Immunsuppression
des eingesetzten Mausmodells beeinflusst.

Der NSG-Mausstamm erzielt sehr hohe PDX-Engraftmentraten (> 80 %) und ermdg-
licht die effiziente Vervielfachung von Tumorgewebe fiir das Biobanking.

Die ermittelte Anwachsdauer der HROC-Tumore von durchschnittlich zwei Monaten
(55 £ 35 Tage) ermdglicht eine Echtzeitanwendung personalisierter Therapiestra-
tegien.

Das molekulare Profil von CRC-Tumoren wirkt sich auf die Engraftmentrate und die
Anwachsdauer im PDX-Modell aus.

CRC-Tumore mit MSI-H sind den MSS-Tumoren im Kontext des Xenograftings Uber-
legen, was sich durch eine héhere Engraftmentrate und eine kiirzere Anwachsdauer
zeigt.

Der Engraftmentvorteil von MSI-H-Tumoren kann zu deren Uberreprasentation in PDX-
Sammlungen fiihren.

. Die Chemotherapeutika 5-FU und Panobinostat zeigen eine wachstumshemmende

Wirkung auf individuelle PDX-Tumore im NSG-Mausmodell.

NSG-Mause haben eine erhéhte Empfindlichkeit gegenuber 5-FU, die zu einer starken
behandlungsbedingten Toxizitat flhrt.

Eine Kombinationstherapie von NSG-Mausen mit 5-FU und Panobinostat ist mit einer
erhohten Toxizitat verbunden, weil sich die Nebenwirkungsprofile beider Wirkstoffe
Uberschneiden.

Aufgrund einer wahrscheinlich erhéhten, stammspezifischen Vulnerabilitat gegentber
Chemotherapeutika ist die Eignung des NSG-Mausstamm fur Arzneimittelstudien an-
zuzweifeln.

Bei der Planung von PDX-Studien im PCT-Format sollten ein geeignetes Mausmodell
und Therapieregime ermittelt werden.
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15 Anhang
15.1 HROC-Xenoliste
HROC Alter/
Tumor-ID  Geschlecht

24 fT3 98/m
29 fT4 59/m
32fT3 82/w
39 T2 69/m
40 fT2 69/m
46 T2 66/m
48 fT2 68/w
48Met1 fT2 72/w
50 fT2 67/w
53 fT3 72/w
54 fT2 63/w
59 fT2 76/m
60 fT2 71/m
62 fT2 83/w
69 fT2 62/m
70 fT1 65/w
711fT2 52/m
72Met1 fT2 61/m
80 fT3 72/m
82 fT1 61/m
86 fT2 79/w
92 fT2 60/m
100 fT1 82/m
103 fT2 44/m

103Met1
T2 48/m
107 fT2 74/m

112Met1
T3 79/w
113 fT2 41/w
150 fT2 63/m
161 fT3 82/m
170 fT3 68/w
183 fT2 59/w
222 fT2 79/m
239 fT2 72/w
245 T2 73/m
250 fT3 64/w
260 fT2 79/w
285 fT1 30/w
324 fT2 55/w

Lokalisation

rechtes Kolon
rechtes Kolon
rechtes Kolon
rechtes Kolon
linkes Kolon
rechtes Kolon
Querkolon
Peritoneum
rechtes Kolon
rechtes Kolon
linkes Kolon
rechtes Kolon
rechtes Kolon
rechtes Kolon
rechtes Kolon
rechtes Kolon
rechtes Kolon
Leber
rechtes Kolon
Querkolon
Sigmoid
rechtes Kolon
Sigmoid
Rektum
Leber
Sigma
Leber

rechtes Kolon
Querkolon
rechtes Kolon
rechtes Kolon
rechtes Kolon
Querkolon
Rektum
Rektum
Sigmoid
rechtes Kolon
linkes Kolon
rechtes Kolon

Anhang

TNM

T2, NO, MO, G2, RO, LO, V1
T3, N2, M1, G3, RO, LO, V1
T4, N2, M1, G2, R2, LO, V1
T4, NO, MO, G3, RO, LO, V1
T3, N1, MO, G3, RO, L1, V1
T3, NO, M1, G3, R2, LO, V1
T2, N1, MO, G3, R2, L1, VO

T4, NO, MO, G2, RO, LO, VO
T3, NO, MO, G3, RO, LO, VO
T3, N2, MO, G2, RO, L1, V1
T3, N1, M1, G2, RO, L1, VO
T2, NO, MO, G2, RO, LO, VO
T4,N2, M1, G3, R2, L1, V2
T3, NO, MO, G3, RO, LO, VO
T4, N1, MO, G3, RO, L1, VO
T3, NO, MO, G2, RO, LO, VO
(T3, N2, M1, G2, R1, LO, V1)
T3, N2, MO, G2, RO, L1, VO
T3, NO, MO, G2, RO, LO, VO
T3, N1, MO, G2, RO, LO, V1
T3, N1, M1, G2, R2, LO, V1
T2, NO, MO, G2, RO, LO, V1
T2, N1, MO, G2, RO, LO, VO

T3, N2, M1, G2, R2, L1, VO
(T3, N2, M1, G2, R2, L1, V1)

T4b, N2, MO, G3, RO, L1
T4,N2, M1, G2, RO, LO, VO
T3, NO, MO, G2, RO, LO, VO
T3, NO, MO, G3, RO, LO, VO
T3, N2, MO, G3, RO, L1, VO
T3, NO, MO, G2, RO, LO, VO
T4, N2b, MO, G2, RO, LO, VO
T3, NO, MO, G3, RO, LO, VO
T3, NO, MO, G2, RO, LO, VO
T3, NO, MO, G2, RO, LO, VO
T4b, N2, M1, G2, R2, L1, VO
T3, N2, M1a, G3, R2, L1, VO

uiCcC-
Stadium

(V)
[
[
I[
v
|
[

v
(V)

Il
1\
v
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molekularer
Subtyp
MSI-H
LS
CIN
CIN
CIMP-H
CIN
MSI-H
MSI-H
MSI-H
MSI-H
CIMP-H
CIN
CIMP-H
CIN
CIN
CIN
LS
CIN
CIN
CIN
CIN
CIMP-H
CIN
CIN

CIN
CIN
CIMP-H

LS
CIN
CIMP-H
MSI-H
CIMP-H
CIN
CIN
n.d.
CIN
CIN
LS
LS

Met: Metastase, fTx: Transfergeneration, m: mannlich, w: weiblich, CIN: sporadische chromosomale
Instabilitadt, CIMP-H: CpG-Insel-Methylierungsphanotyp, MSI-H: sporadische Mikrosatelliteninstabilitat,
LS: Lynch Syndrom, n. d.: nicht determiniert
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15.2 Score Sheet Mausbefinden

83

klinisches Modell

metrische und parametrische Kriterien

Score

Definition der Tumorart:
solid, autochton,
Wachstum lokal-
verdrangend bis invasiv

ohne klinischen Befund

verminderte Fellpflege

verandertes (Sozial-)Verhalten (Teilnahmslosigkeit; geringe
Interaktion mit K&afiggenossen)

gesteigerte Abwehrreaktion/BeilRen/Lautdullerungen beim
Ergreifen (z. B. zum Wiegen/Umsetzen)

unphysiologische Kérperhaltung/Fortbewegung (gekriimmt)
Gewichtsreduktion < 15 %

Gewichtsreduktion > 15 %

Ulzeration (Aufbruch) des Tumors

Urin u./o. Kot abweichend in Menge, Farbe und Konsistenz
(starke Diarrhoe)

rektale Blutung/Analprolaps

TumorgréRe = 700 mm?

WWWN N -

w w

Summierter Score 2 6 oder Einzelscore 3 sollten nicht erreicht werden.

Handlungsanweisungen:

Summierter Score 2 6 oder Einzelscore 3: Versuchsabbruch durch Tétung, Gewebeanalyse
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15.3 Flussdiagramm Ergebnisse

Xenotransplantation
HROC-Tumore, n=39

Avatare, n=159

Sty PDX-Erfolg

HROC-Tumore, n=39 | HROC-Tumore, n=35

Avatare, n=158 Avatare, n=131

Therapiestudie
HROC-Tumore, n=35
Avatare, n=130

S Tumorexplantation
o Proben, n=117
Expressions- histopathologische
auswertung Untersuchung
: Proben, n=30




15.4 Avatare Expressionsanalyse

HROC ID

24 M8*
24 M9
24 M10*
29 M5*
29 M6
29 M7*
29 M8
32 M6
32 M7
39 M1*
39 M3
39 M4
40 M1
40 M2
40 M3
40 M4
46 M4
46 M5*
46 M6
46 M7
48 M5
48 M6
48 M7
48 M8
48Met1 M3
48Met1 M4
48Met1 M5
48Met1 M6
50 M5
50 M7
50 M8
50 M9
53 M7
53 M9
53 M10
60 M1**
60 M2
60 M3
60 M4
62 M3
62 M4
62 M5
62 M6
69 M3
69 M4

Therapiearm

Kontrolle
Panobinostat
5-FU
Kontrolle
Kombination
5-FU
Panobinostat
5-FU
Kontrolle
5-FU
Kontrolle
Panobinostat
Kontrolle
Kombination
Panobinostat
5-FU
Kombination
Kontrolle
5-FU
Panobinostat
5-FU
Kontrolle
Kombination
Kontrolle
5-FU
Kontrolle
Panobinostat
Kombination
Kontrolle
Panobinostat
Kombination
5-FU
Kombination
5-FU
Kontrolle
Panobinostat
5-FU
Kontrolle
Kombination
Kontrolle
5-FU
Panobinostat
Kombination
Panobinostat
Kontrolle

Anhang

molekularer Subtyp

MSI-H
MSI-H
MSI-H
LS
LS
LS
LS
CIN
CIN
CIN
CIN
CIN
CIMP-H
CIMP-H
CIMP-H
CIMP-H
CIN
CIN
CIN
CIN
MSI-H
MSI-H
MSI-H
MSI-H
MSI-H
MSI-H
MSI-H
MSI-H
MSI-H
MSI-H
MSI-H
MSI-H
MSI-H
MSI-H
MSI-H
CIMP-H
CIMP-H
CIMP-H
CIMP-H
CIN
CIN
CIN
CIN
CIN
CIN

RNA-Konz. [ng/pl]

193,8
157,32
683,03
745,43

1122

105,9

1564,26
414,43
142,07

177,8

329,54
0
919,47
0
176,03
217,44
412,23
735,52
294,52
846,79
1119,14
994,11
1157,03
951,57
1072,29
1026,25
125,08
962,08
833,36
113,73
917,49
1213,43
158,76
819,84
979,71
829,17
1318,04
1228,75
1333,64
0
901,2
0
1032,5
342,74
1116,74

85



69 M5
71 M5
71 M6
71 M7
71 M9
72Met1 M3
72Met1 M4
72Met1 M5
72Met1 M6
80 M20
80 M21
82 M1
82 M2
82 M3
82 M4
86 M1
86 M3
86 M4
92 M2
92 M3
92 M4
92 M5
100 M1
100 M3
100 M4
103 M3
103 M4
103Met1 M3
103Met1 M4
103Met1 M5
103Met1 M6
107 M5
107 M6
112Met1 M3
112Met1 M4
112Met1 M5
112Met1 M6
113 M1
113 M2
113 M3
113 M4
170 M1
170 M2
170 M4
183 M11
183 M12
183 M13
183 M14
222 M1

5-FU
5-FU
Kontrolle
Panobinostat
Kombination
Panobinostat
5-FU
Kombination
Kontrolle
Panobinostat
Kontrolle
Kontrolle
Panobinostat
Kombination
5-FU
Kontrolle
Panobinostat
Kombination
5-FU
Panobinostat
Kontrolle
Kombination
Kontrolle
Kombination
5-FU
5-FU
Kontrolle
5-FU
Panobinostat
Kombination
Kontrolle
Panobinostat
Kontrolle
Panobinostat
Kontrolle
Kombination
5-FU
Kombination
Kontrolle
Panobinostat
5-FU
5-FU
Kontrolle
Kombination
Panobinostat
Kontrolle
5-FU
Kombination
Panobinostat

Anhang

CIN
LS
LS
LS
LS

CIN

CIN

CIN

CIN

CIN

CIN

CIN

CIN

CIN

CIN

CIN

CIN

CIN

CIMP-H
CIMP-H
CIMP-H
CIMP-H

CIN

CIN

CIN

CIN

CIN

CIN

CIN

CIN

CIN

CIN

CIN

CIMP-H
CIMP-H
CIMP-H
CIMP-H
LS
LS
LS
LS
MSI-H
MSI-H
MSI-H
CIMP-H
CIMP-H
CIMP-H
CIMP-H
CIN

142,22
241,55
644,8
0
0
633,14
0
846,4
284,88
n.v.
337,16
1358,58
0
0
0
120,36
104,62
631,29
345,58
592,55
333,58
262,98
0
732,05
1052,54
700,91
678,21
758,33
932,21
1392,87
1073,08
353,02
868,93
200,86
611,83
243,3
453,93
143,48
1278,38
1057,48
n.v.
1432,11
818,94
1221,04
825,17
0
0
377,98

86



Anhang 87

222 M2** 5-FU CIN 103,07
222 M3* Kombination CIN 122,4
222 M4 Kontrolle CIN 966,38
239 M2 Kontrolle CIN 597,64
239 M3 Panobinostat CIN 817,49
239 M4 Kombination CIN 303,28
245 M1 Kombination n.d. 0
245 M2 Panobinostat n.d. 875,9
245 M4 Kontrolle n.d. 270,65
250 M1 Kontrolle CIN 741,41
250 M2 Panobinostat CIN 605,45
250 M3 5-FU CIN 0
260 M1 5-FU CIN 691,4
260 M2 Kontrolle CIN 590,04
260 M3 Panobinostat CIN 4431
260 M4 Kombination CIN 613,63
285 M1 Kombination LS 578,44
285 M3* Panobinostat LS 195,11
285 M4* Kontrolle LS 1128,05
324 M1 Kontrolle LS 1231,63
324 M2 5-FU LS 1180,43
324 M3 Kombination LS 0
324 M5 Panobinostat LS 455,8

Met: Metastase, Mx: Nummerierung der Maus, CIN: sporadische chromosomale Instabilitat, CIMP-H:
CpG-Insel-Methylierungsphanotyp, MSI-H: sporadische Mikrosatelliteninstabilitat, LS: Lynch Syndrom,
n. d.: nicht determiniert, n. v.: nicht verfigbar, * CT-Werte von DPYD nicht determiniert, ** CT-Werte
von NRP1 nicht determiniert
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15.5 Erganzende Auswertung der Biomarker-Expression

Die Expressionsergebnisse der Biomarker DPYD, DSE, FGF9 und IGFBP7 sind in der nach-
folgenden Abbildung in Abhangigkeit vom molokularen Subtyp dargestellt. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels einfaktorieller ANOVA.

DPYD p<0,0001 DSE p<0,0001
25_ 4_

20

dCcT
dCcT

o
N
L

N 2 2

S o < v [ Q N o4
© o @ v & ®
FGF9 p<0,05 IGFBP7 p=0,0008

20

dCT

T T T T T T T T
> o 2 Ve & R R %
N V & 3 3 X
& ¥ © o\x!g &

DPYD: CIN n =37, CIMP-Hn =17, MSI-Hn =19, LS n =11, DSE: CIN n = 40, CIMP-H n = 17, MSI-H
n=21,LS n=15 FGF9: CIN n =40, CIMP-H n=17, MSI-H n =21, LS n = 15, IGFBP7: CIN n = 40,
CIMP-Hn =17, MSI-Hn=21,LSn=15
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