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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Das kolorektale Karzinom

Das kolorektale Karzinom (KRK) ist eine der hiufigsten Tumorentititen weltweit und mit
hoher Morbiditit und Mortalitit verknipft. Daten aus Deutschland zeigen, dass bosartige
Neubildungen des Dick- und Enddarms im Jahre 2013 als Tumorneuerkrankung unter allen
Krebslokalisationen (ohne nicht-melanotischen Hautkrebs) bei Minnern einen Anteil von
ca. 13,2 Prozent und bei Frauen einen Anteil von ca. 11,8 Prozent haben. Damit liegt
Darmkrebs — Dinndarmtumore ausgenommen — unter allen Tumorneuerkrankungen bei
Minnern mit 33.370 Fillen pro Jahr an dritter Stelle nach Prostata- und Lungenkrebs und
bei Frauen mit 27.210 Fillen pro Jahr nach Brustdriisenkrebs an zweiter Stelle. Insgesamt
zeigte sich in den letzten Jahren ein leichter Rickgang der Inzidenz von Darmkrebs (RKI
2016). In Abbildung 1 ist die rohe Neuerkrankungsrate fir Darmkrebs in Deutschland
dargestellt. Neueste Schitzungen aus den USA fiir das Jahr 2017 gehen von etwa 135.430
neuen Fillen von kolorektalen Karzinomen aus, das entspricht einem Anteil von etwa 8 bis
9 % der zehn hiufigsten Tumorentititen. Klar ausgewiesen werden in den USA Karzinome
des Rektums, welche mit 28 % aller kolorektaler Karzinome fast ein Drittel ausmachen. Aus
diesen neuesten Schitzungen aus den USA ist somit ersichtlich, dass kolorektale Karzinome
beim Mann weiterhin an dritter Stelle der am haufigsten auftretenden Krebsarten, nach dem
Prostatakarzinom und Lungen- und Bronchialkarzinomen, liegen. Interessanterweise zeigen
diese Daten aber auch, dass bei Frauen in den USA der Neuerkrankungsanteil bei
kolorektalen Karzinomen hinter dem von Brustdriisenkarzinomen und der Lungen- und
Bronchialkarzinomen im Gegensatz zu Frauen in Deutschland an dritter Stelle liegt (Siegel

et al. 2017).
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Abbildung 1: Rohe Neuerkrankungsraten fiir Darmkrebs (ICD-10 C18-C21) in Deutschland,
nach Altersgruppen und Geschlecht, 1999 — 2013 (RKI 2016). Die Verwendung der Abbildung
erfolgt nach freundlicher Genehmigung durch Dr. Klaus Kraywinkel, Zentrum fur
Krebsregisterdaten im Robert-Koch-Institut, Berlin.

Insgesamt wird tber die letzten Jahre ein kontinuierlicher Riickgang der Sterberaten beim
Darmkrebs in Deutschland wie auch in anderen Industrienationen beobachtet. Abbildung 2
vergleicht die altersstandardisierten Sterberaten mit den skandinavischen Lindern und den

USA.
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Abbildung 2: Altersstandardisierte Sterberaten fiir Darmkrebs (ICD-10 C18-C21), in
Deutschland, Skandinavien und den USA, nach Geschlecht, 1970 — 2014 (RKI 2016). Die
Verwendung der Abbildung erfolgt nach freundlicher Genehmigung durch Dr. Klaus Kraywinkel,
Zentrum fiir Krebsregisterdaten im Robert-Koch-Institut, Berlin.
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Das Auftreten kolorektaler Karzinome ist auf mehrere Faktoren zurtickzufithren. Zum einen
erhohen allgemein bekannte Risikofaktoren wie Tabakrauchen, Bewegungsmangel,
ballaststoffarme FErnahrung, Alkohol und erhohter Wurst- und Fleischkonsum roten
Fleisches die Wahrscheinlichkeit an Darmkrebs zu erkranken (Chan und Giovannucci 2010).
Eine Elimination dieser Risikofaktoren minimiert das Auftreten eines kolorektalen
Karzinoms. Entsprechend wurden auch die Empfehlungen in den Leitlinien zur Verhttung
des kolorektalen Karzinoms festgelegt (Leitlinie Kolorektales Karzinom 2019). Diskutiert
wird auch ein Zusammenhang zwischen niedrigem sozioOkonomischen Status und dem
erhShten Risiko ein kolorektales Karzinomen zu entwickeln (Doubeni et al. 2012).

Zudem stellen chronisch-entzindliche Darmerkrankungen wie Colitis ulcerosa und Morbus
Crobn in geringem Umfang Risikofaktoren dar (Vagefit und Longo 2005). Auch hereditire
Formen wie das Hereditire Kolorektale Karzinom ohne Po/posis (HNPCC), das Juvenile
Pobhyposis Syndrom oder die MUTYH-assoziierte Po/yposis stellen sowohl grof3e Risikofaktoren
als auch ein erhohtes Lebenszeitrisiko an einem kolorektalen Karzinom zu erkranken dar.
Bei der Familidren Adenomatésen Polposis (FAP) liegt das Erkrankungsrisiko bei 100 %
(Wirtzfeld et al. 2001; Campos et al. 2015). Treten kolorektale Karzinome vermehrt in
Familien auf, spricht man von familidren kolorektalen Karzinomen. Diese sind allerdings
nicht einer hereditiren Form zuzuordnen. So haben Verwandte von Patienten, bei denen
mittels Koloskopie Adenome oder fortgeschrittene Adenome diagnostiziert wurden,
scheinbar signifikant ein erhéhtes Risiko ein kolorektales Karzinom zu entwickeln (Tuohy et
al. 2014). Die weitaus haufigste Form von kolorektalen Karzinomen ist die sporadisch
auftretende, welche etwa 70 % aller kolorektaler Karzinome ausmacht. Eine familidre
Hiufung wird hier nicht beobachtet (Marmol et al. 2017).

Die Unterscheidung zwischen Rektum- und Kolonkarzinom ist klinisch essentiell, da daraus
direkt unterschiedliche prognostische, diagnostische und therapeutische Konsequenzen
resultieren. Allerdings werden die anatomischen Grenzen zwischen Rektum- und
Kolonkarzinomen unterschiedlich definiert. Legt man die Definition des internationalen
Dokumentationssystems zugrunde, sind Karzinome des Rektums solche Tumore, deren
aboraler Rand nach Messung mit dem starren Rektoskop von der Anokutanlinie 16 cm oder
weniger entfernt ist (Fielding et al. 1991). Dariiber hinaus werden Rektumkarzinome noch
den jeweiligen Rektumdritteln zugeordnet. Wiederum ausgehend von der Anokutanlinie
koénnen die Karzinome im unteren Drittel des Rektums (< 6 cm), im mittleren Drittel des
Rektums (6 cm — 12 cm) oder im oberen Drittel des Rektums (12 ¢cm — 16 cm) liegen (Soreide

et al. 1997)
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Hingegen wird in den USA eine andere Definition bevorzugt. Demnach werden Karzinome
bzw. Tumore, die mit dem starren Rektoskop einen Abstand von weniger als 12 cm
ausgehend von der Anokutanlinie haben, dem Rektum zugeordnet. Alle anderen, die mehr
als 12 cm von der Anokutanlinien mit dem starren Rektoskop messen, werden dem Kolon
zugeordnet (Nelson et al. 2001). Letztere haben eine geringere Rezidivrate und werden
deshalb auch wie Kolonkarzinome und nicht wie Rektumkarzinome behandelt (Pilipshen et
al. 1984).

Auf Grundlage der TNM-Klassifikation (Tab.1), welche die Tiefeninvasion des
Primirtumors (T), den Lymphknotenstatus (N) und das Vorhandensein von Fernmetastasen
(M) beinhaltet, werden kolorektale Karzinome standardmil3ig nach Kriterien der UICC in
vier Erkrankungsstadien (Tab.2) eingeteilt. Tab. 1 und Tab. 2 zeigt jeweils vereinfacht die
TNM-Klassifikation und die UICC-Stadieneinteilung aus TINM, Classification of Malignant
Tumonrs, Seventh Edition, Wiley-Blackwell 2009 (Sobin et al. 2009). Die Erkrankungsstadien
wiederum sind nicht nur fir eine exakte Beschreibung der Tumorerkrankung wichtig,

sondern bestimmen regelrecht die Prognoseeinschitzung und vor allem die Therapie.

Tabelle 1: Vereinfachte TNM-Klassifikation der kolorektalen Karzinome nach der aktuellen
UICC-Klassifikation.

Primértumor Regionire Lymphknoten Fernmetastasen
TO Kein Anhalt fur NO | Keine regioniren MO | Keine
Primértumor Lymphknotenmetastasen Fernmetastasen
T1 Tumor infiltriert N1 | Metastasen in 1 bis 3 M1 | Fernmetastasen
Submukosa regioniren vorhanden
Lymphknoten
T2 Tumor infiltriert N2 | Metastasen in 4 oder
Muscularis propria mehr regioniren
Lymphknoten

T3 Tumor infiltriert
durch die Muscularis
propria hindurch in
das subserdse
Fettgewebe oder in
nicht
peritonealisiertes
perikolisches oder
perirektales Gewebe
T4 Tumor infiltriert
direkt in andere
Organe oder
Strukturen und/oder
perforiert das
viszerale Peritoneum
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Tabelle 2: Vereinfachte Stadieneinteilung der kolorektalen Karzinome nach der aktuellen
UICC-Klassifikation.

Stadium T-Stadium N-Status M-Status
I T1, T2 NO MO
1I T3, T4 NO MO
111 Jedes T N1, N2 MO
IV Jedes T N1, N2 M1

So ist die Prognose der Erkrankung abhingig vom Stadium der Erkrankung bei
Erstdiagnose. Im lokalen Stadium liegt die 5-Jahrestiberlebensrate noch bei ca. 90 %. Bei
Lymphknotenmetastasierung liegt sie bereits bei ca. 50 % und fillt im fortgeschrittenen

metastasierten Stadium auf 10 bis 20 % ab (Beets et al. 2017).

1.2 Molekulargenetische Verinderungen beim KRK

Trotz der klinischen Unterschiede zwischen Rektum- und Kolonkarzinomen wurden bisher
in genomischen Untersuchungen noch keine Unterschiede der beiden Tumorentititen
gefunden, die diese molekulargenetisch unterscheiden kénnten (Cancer Genome Atlas Network
2012). Histologisch handelt es sich mit etwa 95 % bei der Mehrzahl der KRKs um
Adenokarzinome, also Karzinome des Driisenepithels (Thrumurthy et al. 2016). Diese Form
kommt bei sporadisch auftretenden KRKs am hiéufigsten vor. Heute weill man, dass der
Entstehung eines Karzinoms eine Vielzahl von genetischen und molekularen Prozessen und
Entstehungsmechanismen zugrunde liegt. Der Begriff Adenom-Karzinom-Sequenz wurde
zum ersten Mal bereits von Jackman und Mayo (1951) in einer Ubersichtsarbeit verwendet.
Dort wurden Ahnlichkeiten von Adenomen und Karzinomen in Bezug auf Lokalisation,
Alters- und Geschlechtsverteilung, Assoziation von synchronen Adenomen und KRKs und
die hohe Anzahl von Karzinomen bei Patienten mit einer FAP beschrieben. Muto et al.
(1975) diskutierten in ihrer Arbeit die Zusammenhinge von polyposen Adenomen und
villdsen Adenomen mit ihrem unterschiedlichen Risiko fir das KRK und wiesen auf das
Potenzial von PriventionsmaB3nahmen und die Erforschung der Atiologie hin. Genetische
Verinderungen der Adenom-Karzinom-Sequenz als Modell wurden von Fearon und
Vogelstein (1990) in ihrer klassischen Publikation genauer beschrieben und bilden bis heute
die Grundlage des Verstindnisses tiber die Sequenz. Sie stellten die Hypothese auf, dass zur
Entstehung eines Adenokarzinoms mehrere molekulare Verinderungen und Schritte
stattfinden, die letztlich zu einem Karzinom fithren. Obwohl im Modell eine mogliche Serie
von genetischen Verinderungen vorgeschlagen wird, ist die Akkumulation der

Veranderungen das wichtigste, nicht die Reihenfolge. Entscheidende Verdnderungen werden
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in der Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen wie p53 und Aktivierung von Onkogenen
wie KRAS' (Kirsten rat sarcoma) ebenso beobachtet wie Hypo- und Hypermethylierungen und
Chromosomendeletionen, welche in einem Zeitraum von etwa 10 bis 15 Jahren zu einer
malignen Entartung von normalem Zellgewebe fihren. Bei der FAP beispielsweise fithren
Keimbahnmutationen zu einer Inaktivierung des Tumorsuppressorgens APC (Adenomatous
Pobhyposis of the Colon), was bereits in jungen Jahren zu einer beschleunigten Entartung
kolorektaler Zellen fithrt und mit einer Penetranz von 100 % zu einem KRK fithrt. Dem
HNPCC liegen Mutationen in DNA-Reparatur-Genen (MSH2, MI.H7, MSH6, PMS?2)
zugrunde, was zur FPolge hat, dass wihrend der Replikation eine verminderte DNA-
Reparatur stattfindet, sich so Mutationen anhdufen und somit die Karzinogenese geférdert
wird. Von der fehlerhaften Reparatur sind u. a. auch DNA-Wiederholungssequenzen wie
z. B. Mikrosatelliten betroffen. So kommt es zur Verdinderung der Anzahl der
Wiederholungssequenzen, was als Mikrosatelliteninstabilitit bezeichnet wird. Aufgrund der
verschiedenen Entstehungswege und damit auch verbundenen Therapieansitze ist eine
genaue molekulare und histopathologische Untersuchung der Gewebeentnahmen
heutzutage unabdingbar (Hata et al. 2015; Baretton und Aust 2011). Dennoch sind die bisher
verfiigbaren Biomarker und Mutationstestungen fiir eine zielgerichtete und individualisierte
Therapie aufgrund der groflen Heterogenitit der KRKs nicht ausreichend, und so gewann
in den letzten Jahren die Identifikation bspw. neuer Biomarker und Differenzierung

verschiedener Mutationen immer mehr Bedeutung,.

1.3  Die Rezeptortyrosinkinasen Epidermal Growth Factor Receptor

und Insulin-like Growth Factor 1 Receptor

Der Epidermal Growth Factor Receptor (EGEFR) gehort als Rezeptortyrosinkinase (RTK) zur
grof3en Familie der EGFR-Familie, welche neben dem EGFR, auch ErbB1 oder HERI1
genannt, noch ErbB2 (HER2/neu), EtbB3 (HER3) und ErbB4 (HER4) beinhaltet (Yarden
und Sliwkowski 2001). Aufgebaut ist der EGFR aus einem transmembranen Glykoprotein
mit einer intrazelluliren Tyrosinkinase und zwei extrazelluliren Ligandenbindungsdomanen
(Carpenter und Cohen 1990). Letztere dienen beide als Bindungsstelle fiir spezielle Liganden,
wodurch es durch die Bindung zu eciner Konformationsinderung und
Transphosphorylierung kommt. Dabei kann der EGFR als Homodimer (EGFR-EGFR)
oder Heterodimer (z. B. EGFR-HER2/neu) votliegen, was eine bessere Stabilitit fir die
Ligandenbindung bedeutet (Rubin und Yarden 2001). Liganden sind z. B. Epidermal Growth
Factor (EGF), Transforming Growth Factor (I GFalpha), Amphiregulin oder Neuregulin (Citri
und Yarden 2000).



Einleitung 7

Extrazelluldre Doméne

4 B A
y \ / \
[ +®
\‘/\';  — —_— \
Trans- und juxtamembranéses | | = o
/ EGF
I

Segment \ -® EGF
Zellmembran v
oy

.“ &
Tyroslnklnase

Monomer Inaktives Dimer /k (‘Aktlves Dimer

Abbildung 3: Schematische Darstellung der drei EGFR Zustinde. Der EGEFR besteht aus einer
extrazelluliren Domine, einem trans- und juxtamembranésen Teil und der Tyrosinkinase. Der
EGEFR kann als Monomer oder Dimer vorliegen. Die Schattierungen zeigen strukturell ungeloste
Teile. Nach Bindung eines Liganden, hier EGF, kommt es zur Konformationsinderung des EGFR-
Dimers und damit zum aktiven Zustand. Abbildung entnommen aus und modifiziert nach Arkhipov
et al. (2013). Mit freundlicher Genehmigung des Elsevier-Verlags.

Durch die Phosphorylierung der Tyrosinkinase des EGFR werden Signalwege in Richtung
Zellkern in Gang gesetzt. Die drei am besten charakterisierten Signalwege sind hierbei der
Mitogen-Activated Protein  Kinase-Signalweg — (MAPK-Signalweg), der Phosphoinositid-3-
Kinase-Signalweg (PI3K-Signalweg) und der Phospholipase C Protein Kinase-Signalweg
(PLC-PKB) (Marmor et al. 2004). Uber vielstufige Signaltransduktionsprozesse werden
beispielsweise die DNA-Transkription eingeleitet, die Proteinbiosynthese induziert und
antiapoptotische Signale aktiviert, resultierend in Zellwachstum, Differenzierung, Migration
und Férderung des Uberlebens der Zellen (Yarden und Sliwkowski 2001).

Mehrere verschiedene boésartige Tumore wie das nicht-kleinzellige Bronchialkarzinom
(NSCLC), das Magenkarzinom, das Mammakarzinom und das KRK weisen Mutationen oder
eine Uberexpression der Rezeptoren der EGFR-Familie auf (Roskoski 2014). Der
Prozentsatz der Uberexpression von EGFR variiert stark von der Tumorart. Bei
Plattenepithelkarzinomen des Kopfes und des Halses und der Lunge finden sich in der
Mehrzahl der Tumore eine Uberexpression des EGFR. Hingegen werden beim KRK Zahlen
vom tiberexprimierten EGFR zwischen 22 % und 75 % angegeben (Shin et al. 1994; Herbst
und Shin 2002). Spano et al. (2005) zeigten in ihrer Arbeit, dass es eine Assoziation zwischen
der Uberexpression vom EGFR und dem Auftreten von lokal fortgeschrittenen KRKs gibt.
Eine andere Arbeit weist darauf hin, dass der EGFR in KRKs gerade mit
Lymphknotenmetastasierung hochreguliert ist (Lu et al. 2012). Eine EGFR-Uberexpression
ist mit einer schlechteren Prognose verbunden und fihrt zu einem niedrigeren

krankheitsfreien Uberleben und Gesamtiiberleben (Nicholson et al. 2001; Guo et al. 2011).
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Bisher gibt es verschiedene Therapieansitze, um Uuber die Hemmung des EGFR
Prozessabliufe der Signalwege zu beeinflussen.

Klinische Bedeutung haben beispielsweise die monoklonalen Antikérper Cetuximab und
Panitumumab. Diese binden kompetitiv an die extrazellulire Domine des EGFR, blocken
die Ligandenbindungsstelle und hemmen so die Tyrosinkinaseaktivitit. Zugelassen sind die
beiden Antikérper zur Behandlung des metastasierten KRKs mit RAS-Wildtyp-Status als
Kombination zu einer Erstlinien-Chemotherapie oder unter gewissen Voraussetzungen zur
Zweitlinientherapie. Fir Cetuximab besteht auBlerdem eine Zulassung zur Therapie von
fortgeschrittenen Plattenepithelkarzinomen in Kombination mit einer Strahlenbehandlung
und bei Rezidiven oder Metastasierungen eines solchen Karzinoms in Kombination mit einer
platin-basierten Chemotherapie. Direkte Tyrosinkinaseinhibitoren wie Gefitinib und
Erlotinib binden kompetitiv mit Adenosin-5-Triphosphat reversibel an der intrazelluliren
katalytischen Domine der EGFR-Tyrosinkinase und hemmen so die Autophosphorylierung
und die weitere Signaliibertragung (Yewale et al. 2013). Aktuell ist Erlotinib als Tarceva® in
Deutschland bei der Erstlinien-Therapie bei lokal fortgeschrittenem oder metastasiertem
NSCLC mit positiver EGFR-Mutation, als Wechsel-Erhaltungstherapie bei lokal
fortgeschrittenem oder metastasiertem NSCLC mit positivem EGFR-Mutationsstatus und
unverindertem Krankheitszustand nach Erstlinien-Chemotherapie und bei Versagen
mindestens einer vorausgegangenen Chemotherapie zugelassen. Aullerdem besteht eine

Zulassung zur Behandlung des metastasierten Pankreaskarzinoms in Kombination mit
Gemcitabin. Die Zulassungsberichte von Tarceva® (Erlotinib), Vectibix® (Panitumumab)

und Erbitux® (Cetuximab) sind tber die homepage der EUROPEAN MEDICINES
AGENCY unter ema.europa.eu aufzurufen und sind im Literaturverzeichnis aufgefihrt.
Eine Weiterentwicklung der Tyrosinkinaseinhibitoren gegen EGFR bildet bspw. Afatinib,
welches irreversibel an der intrazelluliren katalytischen Domine der EGFR-Tyrosinkinase
wirkt (Keating 2010).

Der Insulin-like Growth Factor Receptor 1 (IGF-1R) bildet zusammen mit dem IGF-2R, dem
Insulin-like Growth Factor I 1GF-1) und Insulin-like Growth Factor 1I (1GF-2) und den sechs
IGF-Bindeproteinen das Iusulin-like Growth Factor System. Dieses System hat neben seiner
Funktion im Glukosestoffwechsel eine wichtige Rolle in der Regulation von Zellwachstum
und Zelluberleben (Annunziata et al. 2011). Der IGF-1R gehort wie der EGEFR zu den
Rezeptortyrosinkinasen. Er ist wesentlich in die Prozesse von Tumorgenese,

Tumorzellproliferation und Metastasierung verschiedenster Tumorarten eingebunden

(Baserga 2000).
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Der IGF-1R ist ein Transmembranprotein, aufgebaut aus zwei kovalent gebundenen
Polypeptidketten mit je einer extrazelluliren Alpha-Kette, die zur Ligandenbindung dienen,
und je einer transmembranen Beta-Kette mit der intrazelluliren Tyrosinkinasedomine
(Fujita-Yamaguchi et al. 1986; Ullrich et al. 1986). Der IGF-1R kann entweder Homodimere
(IGF-1R/IGF-1R) oder Heterodimere (IGF-1R/IR) mit dem Insulin-Rezeptor (IR) bilden.
Eine Ligandenbindung mit IGF-1 und IGF-2 fihrt zu einer Konformationsinderung des
Rezeptors und die beiden Beta-Untereinheiten kénnen sich gegenseitig transphosphorylieren

(Siddle et al. 2001). Uber die Aktivierung des Rezeptors werden dann u. a. der MAPK-
Signalweg und der PI3K-Signalweg aktiviert.
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Abbildung 4: Schematischer Aufbau des Insulin-Rezeptors und des IGF-1-Rezeptors. Beide
Rezeptoren bestehen aus zwei kovalent gebundenen Polypeptidketten mit je einer extrazelluliren o-
Kette, die zur Ligandenbindung dienen, und je einer transmembranen -Kette mit der intrazelluliren
Tyrosinkinasedomine. Nach Bindung eines Liganden, z. B. durch IGF-1, kommt es zur
Konformationsinderung und Transphosphorylierung mit Signalkaskadenaktivierung wie den
MAPK-Signalweg oder den PI3K-Signalweg. Abbildung entnommen aus Hawkes und Kar (2004)
und modifiziert nach Hale und Coward (2013) und Hawkes und Kar (2004). Mit freundlicher
Genehmigung des Elsevier-Verlags.

In der Tumorgenese ist das IGF-System und insbesondere der IGF-1R in den letzten Jahren
verstirkt in den Fokus gertickt. Beispielsweise liegt in neuroendokrinen Tumoren des
Gastrointestinaltraktes eine erhéhte Expression von IGF-1R vor (Zhang und Yee 2004).

Andere Daten zeigen, dass die Expression von IGF-1R und IGF-2R in Glioblastoma mulitforme
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verglichen zu gesundem Gehirngewebe erhoht ist und die IGF-1R-Positivitit als ein
unabhingiger prognostischer Faktor mit einem kiirzeren Gesamtiiberleben assoziiert ist.
Deshalb wird IGF-1R als Therapieziel vorgeschlagen (Maris et al. 2015). Im Gewebe
kolorektaler Karzinome und entsprechendem Metastasengewebe wurde in tber 90 % eine
Uberexpression des IGF-1R beobachtet (Hakam et al. 1999). Zahlreiche Hinweise deuten
darauf hin, dass gerade bei der Entstehung des kolorektalen Karzinoms ein aktiviertes IGF-
System eine elementare Rolle spielt (Samani et al. 2007). Der Einfluss des IGF-Systems mit
seinen Rezeptortyrosinkinasen auf die Tumorgenese macht es zu einem interessanten
Therapieziel. Leiphrakpam et al. (2014) zeigten in ihrer Arbeit, dass jeweils der humanisierte
monoklonale Antikérper MK-0646 und der Tyrosinkinaseinhibitor OSI-906 gegen den IGF-
1R bei IGF-1R-abhingigem KRK einen Zelltod hervorriefen und potentielle Kandidaten fiir
eine anti-IGF-1R-Therapie sind. Ein weiterer in der praklinischen und klinischen Erprobung
befindlicher Tyrosinkinaseinhibitor ist AEW541. AEWb541 ist ein sogenanntes kleines
Molekil, das zur Gruppe der Pyrrol(2,3-d)pyrimidine gehort. Es inhibiert selektiv die
Kinaseaktivitit des IGF-1R, in dem es an die Beta-Untereinheit des Rezeptors bindet.
AEW541 ist so optimiert, dass es selektiv zwischen dem naheverwandten Insulin-Rezeptor
und dem IGF-1R unterscheiden kann. Auf zellulirer Ebene ist die Affinitit von AEW541
gegeniiber dem IGF-1R 27-fach hoher als zum Insulin-Rezeptor. AEW541 hemmt sowohl
das IGF-1 vermittelte Zelliberleben als auch substratunabhingig das Wachstum von
Tumorzellen (Garcia-Echeverria et al. 2004). In einer weiteren Arbeit konnte gezeigt werden,
dass in verschiedenen humanen gastrointestinalen Karzinomzelllinien und im Tiermodell mit
AEW541 dber die Blockierung der ERK- (Extracellular Signal-Regulated Kinases) und
Proteinkinase B- (AKT) Aktivierung das Tumorwachstum, die Zellmigration und das
Zelluberleben supprimiert werden konnte (Piao et al. 2008). AEW541 hat sich als
antitumordse Substanz bewiesen und ist somit in der Tumorforschung interessant.

Zwischen dem IGF-1R und EGFR bestehen interessante Interaktionen. An Zelllinien von
Glioblastoma — multiforme konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit einem
Rezeptortyrosinkinase-Inhibitor gegen EGFR zu einer Hochregulation von IGF-1R mit
erhaltener Signalwirkung tber den PI3K-Weg fithrte, resultierend in antiapoptotischer
Wirkung und proinvasivem Effekt. Eine Co-Inhibition von EGFR und IGF-1R verbesserte
deutlich die apoptotische Wirkung und reduzierte das invasive Potential (Chakravarti et al.
2002). In unserer Arbeitsgruppe wurde die Wirkung einer doppelten Inhibition gegen den

EGFR und IGF-1R in kolorektalen Tumorzellen ebenfalls intensiv untersucht.
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Im Vergleich zur Inhibition nur eines Rezeptors, fithrte die gemeinsame Inhibition von
EGFR und IGF-1R zu einem deutlich stirkeren therapeutischen Effekt (Oberthir et al.
2017; Kaulfuf et al. 2009).

14  Der MAPK-Signalweg und der PI3K-Signalweg
Der MAPK-Signalweg und der PI3K-Signalweg sind zwei entscheidende Signalwege in

zelluliren Prozessen wie Zellwachstum, Differenzierung, Migration und Forderung des
Uberlebens der Zellen. Wie im Abschnitt 1.3 beschrieben, werden diese Wege u. a. iiber
Rezeptortyrosinkinasen wie EGFR und IGF-1R induziert.

Schliisselproteine des MAPK-Signalwegs sind RAS, Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase
Kinase RAF, MAP-Kinase-Kinase MEK und Extracellular Signal-Regulated Kinase ERK. Uber
vielstufige intrazellulire Transphosphorylierungs- und Proteininteraktionsprozesse tiber jene
Schliisselproteine werden zellulire Prozesse in Gang gesetzt (Wee und Wang 2017). Am
Ende des MAPK-Signalwegs steht die Proteinkinase ERK. Bis heute konnten mehrere
Isoformen von ERK identifiziert werden. Funktionell wichtig und am bekanntesten sind die
Isoformen ERK1 und ERK2. ERK1 und ERK2 sind Serin/Threonin-Kinasen, die scheinbar
immer gemeinsam aktiviert sind (Lefloch et al. 2009). Eine neuere Arbeit duBert die
Vermutung, dass beide Formen allerdings funktionell als redundant angesehen werden
konnen (Busca et al. 2016). Nachgeschaltet steht ERK mit tber einhundert
zytoplasmatischen und im Zellkern befindlichen Substraten in Wechselwirkung, um ein
gro3es Spektrum an physiologischen und pathologischen Antworten, resultierend in
Zellwachstum, Differenzierung, Migration und antiapoptotischer Wirkung, auszulésen
(Yoon und Seger 2000).

Ein weiterer die Zellabliufe kontrollierender Signalweg ist der PI3K-Signalweg.
Schliisselproteine dieses Signalwegs sind Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase, Proteinkinase B
(AKT) und mammalian target of rapamycin (mTOR). Eine Hyperaktivierung oder Fehlregulation
dieses Signalweges findet sich nicht nur in vielen bosartigen Tumoren — haufig aufgrund von
aktivierenden Mutationen in EGFR — | sondern auch bei Diabetes mellitus, Autismus oder dem
Alterungsprozess (Dibble und Cantley 2015). Der PI3K-Signalweg ist komplex und die
einzelnen molekularen Abliufe noch Gegenstand intensiver Forschung. Initialschritt des
Signalweges ist die Phosphorylierung und somit Aktivierung von PI3K iber entweder
aktivierte Rezeptortyrosinkinasen oder tber bindende GTPasen wie RAS. Die aktivierte
PI3K verursacht dann an der Zellplasmamembran eine Phosphorylierung von
Phosphatidyinositol-4,5-bisphosphat  (PIP2) zu Phosphatidylinositol-1,4,5-trisphosphat
(PIP3). PIP3 wiederum kann AKT binden und aktivieren. AKT ist wie ERK1 und ERK2
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eine Serin/Threonin-Kinase, die mit einer Vielzahl von Substraten insbesondere den
Metabolismus, die Proliferation, die Proteinsynthese, die ZellgréBBe, das Ubetleben, die
Proteinsynthese und die Zellmotilitit beeinflusst (Franke et al. 1997). Sato et al. (2004)
vermuteten in ihrer Arbeit, dass ein ¢rosstalk innerhalb der beiden Signalwege von MAPK

und PI3K existiert.
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Abbildung 5: Vereinfachte Darstellung des MAPK- und des PI3K-Signalwegs. Uber die
Rezeptotyrosinkinasen EGFR und IGF-1R werden die nachfolgenden Signalkaskaden aktiviert,
resultierend in Zellwachstum, Differenzierung, Migration und Zelliiberleben. Modifiziert nach
Heinemann et al. (2013). Mit freundlicher Genehmigung des Elsevier-Verlags.

1.5 Das Onkogen KRAS und KRAS-Mutationen im KRK

Onkogene im Allgemeinen sind Gene, welche zur Zellregulation beitragen und fir das
Zellwachstum mitverantwortlich sind. Finden in Onkogenen Mutationen statt, die zu einer
konstitutiven Aktivierung ihrer Genprodukte fithren, wachsen die Zellen unkontrolliert. Im
Gegensatz zu Tumorsuppressorgenen, die in der Karzinogenese dem Prinzip des ,,/oss of
Jfunction™ unterliegen, erlangen Onkogene durch Mutationen ein ,gain of function, das heil3t ein
Zugewinn ihrer Funktion, das Zellwachstum zu férdern. Das Onkogen KRAS gehort wie
die zelluliren Varianten NRAS und HRAS zur Familie der RAS Onkogene. Lokalisiert ist
das KRAS-Gen im Genom auf Chromosom 12p12.1. Es kodiert fiir ein Protein, welches zur
Superfamilie der kleinen GTPasen zihlt. Uber dieses Protein kénnen Signale durch die
Umwandlung von der inaktiven Guanosindiphosphat (GDP) gebundenen Form in eine
aktive Guanosintriphosphat (GTP) gebundene Form von der Zellmembran in das Innere
der Zelle ibertragen werden. Ein einziger Aminosédureaustausch kann zu einer aktivierenden

Funktion dieses Proteins fihren (Fukushima und Takenoshita 2001). Dieser Weg ist mit
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entscheidend fiir die Kontrolle in Pathogenititsprozessen und Zellentartungsprozessen wie
Angiogenese, Zellproliferation, Apoptose, Zelldifferenzierung und Metastasierung (Fang
und Richardson 2005). Findet durch eine — iblicherweise — Punktmutation im KRAS
Onkogen ein entscheidender Aminosédureaustausch im Protein statt, so fithrt dies zu einer
erfolglosen Hydrolyse der GTPase des GTP zu GDP. Das Protein befindet sich dann in
einem durchgehenden aktiven Zustand. Durch diese kontinuierliche Aktivitit kann eine
konstitutive Aktivierung von nachgeschalteten Signalwegen wie der MAPK-Signalweg oder
der PI3K-Signalweg erklirt werden. Bei dieser Erklirung wird allerdings nicht ausreichend
auf den molekularen Unterschied mit moglicher Relevanz auf die Signalwege zwischen den
zahlreichen und verschiedenen KRAS-Mutationen eingegangen, sondern lediglich zwischen
KRAS-Wildtyp und mutiertem KRAS.

Insbesondere bei der Entstehung des KRK nimmt KRAS eine zentrale Rolle ein. Shirasawa
etal. (1993) zeigten, dass das aktivierte KRAS Protein eine Schliisselrolle in der Tumorgenese
von KRKs spielt. In einer anderen Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Gré3e und das
Gewicht von kolorektalen Tumoren im Xenograft-Mausmodell mit mutiertem KRAS-Gen
deutlich ausgeprigter waren als beim Modell mit nicht-mutiertem KRAS-Gen (Moon et al.
2014). In der weltweit groBangelegten RASCAL Muiti Centre-Studie wurden Informationen
tber den KRAS-Genotyp und dem klinischen Ausgang von Patienten gesammelt und
analysiert. In der 1998 veroffentlichten RASCAL I Studie konnte gezeigt werden, dass
KRAS-Mutationen nicht nur wichtig fiir die Entstehung von KRKs sind, sondern auch fiir
die Tumorprogression. Die Anwesenheit einer KRAS-Mutation steigerte signifikant das
Sterberisiko um 26 %. Aullerdem konnte zum ersten Mal bei einem weitverbreiteten Tumor
schliissig erklirt werden, dass verschiedene Mutationen unterschiedliche Effekte ausiiben.
Jede Mutation von Guanin zu Thymidin, aber nicht die von Guanin zu Adenin oder Cytosin
fihrte signifikant zu einer Erhéhung der Sterberate um 44 %. Die hiufigsten Mutationen
fanden sich demnach im Kodon 12 und 13. Durch Punktmutationen fand der haufigste
Aminosiureaustausch in Kodon 12 von Glycin (G) zu Aspartat (D) statt. Es folgte der
Austausch in Kodon 12 von Glycin zu Valin (V) und in Kodon 13 von Glycin zu Aspartat.
Als einzelne Mutationen untersucht wurden, konnte die Mutation G12V, welche bei unter
10 % der untersuchten Patienten vorkam, als signifikant unabhingiger Risikofaktor fiir ein
Rezidiv und den Tod identifiziert werden. Um diese Punkte genauer untersuchen zu kénnen,
wurden in der RASCAL II Studie zusitzliche Patienten rekrutiert. Dort wurde die Rolle der
KRAS-Mutationen in den verschiedenen Tumorstadien untersucht. Die Ergebnisse der
Studie legen nahe, dass sich die Mutation G12V insbesondere im Stadium C nach Dukes,

entsprechend Stadium III nach UICC, aggressiv verhilt und mit einem 50 % hoéherem
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Rezidiv- und Sterberisiko verbunden ist. Interessanterweise konnte zwischen dem Auftreten
einer G12V Mutation und dem Stadium B nach Dukes, entsprechend Stadium II nach UICC,

dieser Zusammenhang nicht gesehen werden (Andreyev et al. 2001).

1.6  Therapie des kolorektalen Karzinoms

Die Festlegung der Therapie setzt eine exakte klinische, histopathologische und apparative
Diagnostik voraus und richtet sich dann, abgesehen von anderen individuellen Faktoren,
nach dem UICC-Stadium.

Wichtigste Therapieoption des KRK ist die chirurgische Resektion mit Entfernung der
Lymphknoten, bei der eine RO-Situation angestrebt wird, also Entfernung des Tumors im
Gesunden ohne histopathologischen Nachweis von Tumorgewebe im Resektionsrand.
Zwischen den Therapiemal3nahmen des Kolonkarzinoms und Rektumkarzinoms bestehen
deutliche Unterschiede. Beim Kolonkarzinom ist nach einer chirurgischen Therapie
stadienabhingig  eine  adjuvante, also  postoperative  oxaliplatinhaltige  bzw.
fluoropyrimidinhaltige Chemotherapie indiziert. Beim Rektumkarzinom ist im Stadium II
und III nach UICC eine neoadjuvante, also priaoperative Radio- oder Radiochemotherapie
auf 5-Fluorouracil (5-FU) Basis mit oder ohne Folinsiure indiziert. Fir bereits metastasierte
Situationen bestehen verschiedene Chemotherapickombinationen, am hiufigsten mit 5-FU
und Folinsaure, Oxaliplatin und Irinotecan (Leitlinie Kolorektales Karzinom 2019).

Zu den etablierten Behandlungen mit Chemotherapie und Radiotherapie wurden in den
letzten Jahren mit Erfolg gezielt Antikérpertherapien eingesetzt. Dieses Prinzip fand auch
beim KRK mit Antikérpern gegen den EGEFR und Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)
Eingang in die Therapie mit einer deutlichen Besserung der Prognose. Beispielsweise wird
Bevacizumab, ein humanisierter monoklonaler Antikérper mit hoher Bindungskapazitit zu
VEGTF, sowohl in der Erstlinien- als auch Zweitlinien- Therapie beim metastasierten KRK
eingesetzt. Bevacizumab verhindert so die Neovaskularisation des Tumors und fithrt zur
Apoptose der Tumorzellen. Therapien mit Antikérpern gegen EGER zeigen in Kombination
mit herkémmlichen Chemotherapieschemata eine Verbesserung der Prognose. In der EPIC
Studie, einer Phase III Studie, konnte gezeigt werden, dass der gegen EGFR wirksame
Antikérper Cetuximab und Irinotecan gegentiber Irinotecan alleine bei Patienten mit
metastasiertem, EGFR-exprimierenden Kolonkarzinom, die bereits eine oxaliplatinbasierte
Chemotherapie erhalten hatten, signifikant das progressionsfreie Uberleben, die
Ansprechrate (RR) und die Lebensqualitit verbesserte (Sobrero et al. 2008). Van Cutsem et
al. (2007) berichtete in einer anderen Phase III Studie tber ein signifikant lingeres

progressionsfreies Uberleben mit dem gegen EGFR vollstindig humanen monoklonalen
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Antikérper Panatimumab bei Patienten mit progredientem, metastasiertem Kolonkarzinom
nach vorangegangener Chemotherapie mit 5-FU, Oxaliplatin und Irinotecan gegentiber einer
rein supportiven Therapie.

Es zeigte sich allerdings, dass lediglich Patienten mit KRAS-Wildtyp-Status von einer anti-
EGFR-Therapie profitierten, denn nur diese hatten ein signifikant lingeres
progressionsfreies Uberleben (Bokemeyer et al. 2009). Neueste Ergebnisse bestitigen die
letzten Empfehlungen, dass KRKs mit Mutationen in KRAS (Codon 12, 13, 59, 61, 117, 146)
wohl kaum von einer anti-EGFR-Therapie mit monoklonalen Antikérpern profitieren und
deshalb eine Mutationstestung vor dem Einsatz einer solchen bei einem metastasierten KREK
immer stattfinden sollte (Allegra et al. 2016).

Der mechanistische Hintergrund fiir diese Beobachtungen wurde lange Zeit auf die
Hypothese gestellt, dass KRAS-Mutationen zu einer konstitutiven Aktivierung der
Downstream-Signalwege des EGFR fiihren — ohne dies eindeutig bewiesen zu haben. Vor
allem indirekte Beweise wie die oben erwihnte anti-EGFR-Therapie mit bspw. Cetuximab
stitzen diese These. In dieser Arbeit sollte deswegen zu Beginn anhand des biologischen
Verhaltens die Unterschiede zwischen der SW48 KRAS-Wildtyp Zelllinie und den in KRAS
mutierten SW48 KRAS G12V, G12D und G13D Zelllinien herausgearbeitet werden.

1.7  Zielsetzung dieser Arbeit

Das Onkogen KRAS hat als wichtiger Bestandteil der Signalweiterleitung in der
Zellregulation und Karzinogenese des KRK eine enorme Bedeutung. KRAS-Mutationen
fihren zu einer dauerhaften Aktivierung des Signalkaskadensystems und beeinflussen
nachhaltig die Zellregulationen und das biologische Verhalten der Tumore. Dariiber hinaus
sind sie nach dem derzeitigen Wissensstand ein entscheidender Faktor fiir Ansprechen oder
Nichtansprechen von  zielgerichteten  AntikOrpertherapien.  Untersuchungen an
Tumorzelllinien bieten modellhaft FEinblicke in die molekularen Mechanismen der
Tumorentstehung. In der vorliegenden Arbeit wurden die kolorektalen Karzinomzelllinien
SW48 KRAS-Wildtyp (wt), SW48 KRAS-G12V, SW48 KRAS-G12D und SW48 KRAS-
G13D verwendet. KRAS Mutationen in den Kodons 12 und 13 machen ca. 40 % aller KRAS
Mutationen im KRK aus, unter denen wiederum die Mutationen G12D, G12V und G13D
den hochsten Anteil haben (Neumann et. al. 2009). Die o.g. Zelllinien mit einer jeweiligen
KRAS-Mutation wiesen daher ein Allel mit der KRAS-Wildtypsequenz und ein Allel mit der
KRAS-Mutation auf, und waren demnach heterozygot fiir die Mutation.

Das Ziel dieser Arbeit war zu untersuchen, welchen FEinfluss verschiedene KRAS-

Mutationen in der kolorektalen Karzinomzelllinie SW48 auf das Ansprechen einer 5-FU-
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basierenden Radiochemotherapie in der Gegenwart von Rezeptortyrosinkinase-Inhibitoren
haben.

Dazu wurde diese Arbeit in vier Abschnitte aufgebaut:

1) Zunichst wurde in verschiedenen Experimenten untersucht, ob es im Verhalten der KRK-
Zelllinie SW48 mit einer KRAS-Mutation Unterschiede zu der KRK-Zelllinie SW48-KRAS-
wt gibt. Dazu wurden Proliferationsassays angefertigt, um das Wachstumsverhalten der
Zellen zu vergleichen. In Migrationsassays wurde das Einwanderungsverhalten der Zellen

untersucht und in Invasionsassays wurde die Fahigkeit zur Invasion getestet.

2) Nachfolgend wurden Western-Blot-Analysen durchgefithrt, um auf Proteinebene
eventuelle Unterschiede in der Expression von Schlisselproteinen im MAPK- und PI3K-

Kinase- Signalweg der jeweiligen Zelllinien darzustellen.

3) Nachfolgend wurden die Zellen mit den Rezeptortyrosinkinase-Inhibitoren Erlotinib,
einem EGFR Inhibitor, und AEWb541, cinem IGF1-R Inhibitor, behandelt, das
Wachstumsverhalten der Zellen auf diese Inhibition in Proliferationsassays verglichen und

untersucht, ob eine gegenseitige Beeinflussung der dualen Tyrosinkinaseinhibition besteht.

4) Zum Abschluss dieser Arbeit wurden die Zellen einer 5-Fluorouracil basierenden
Radiochemotherapie,  der  gegenwirtigen  Basistherapie  fir  fortgeschrittene
Rektumkarzinome, unter der Gegenwart von oben genannten Rezeptortyrosinkinase-
Inhibitoren ausgesetzt, und ihr Ansprechen auf diese Therapie mittels Koloniebildungsassays

untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 3: Chemikalien und Reagenzien und deren Hersteller

Chemikalie

Hersteller

5-Fluorouracil

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Ampuwa

Fresenius AG, Bad Homburg

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Carl Roth GmBH, Katlsruhe

Dithiothreitol (DTT)

Biomol, Hamburg

Dulbecco’s Phosphat gepufferte

PAN, Aidenbach

Kochsalzlosung (DPBS)

EGF Invitrogen, Waltham, USA

Erlotinib Roche, Mannheim

Ethanol Chemie Vertrieb Hannover, Hannover
Formaldehyde Carl Roth GmBH, Karlsruhe

Hiamalaunlésung sauer nach Mayer

Carl Roth GmbH, Katlsruhe

IGF

Gro Pep, Adelaide, Australien

McCoy’s 5A Medium

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Milchpulver

Carl Roth GmBH, Katlsruhe

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Serva, Heidelberg

NuPAGE™MES Running buffer (20x)

Life Technologies, Darmstadt

NuPAGE™LDS Sample buffer (4x)

Life Technologies, Darmstadt

NuPAGE™ See Blue Plus?2

Life Technologies, Darmstadt

AEW-541

Novartis, Nirnberg

Penicillin/Streptomycin

PAN, Aidenbach

Tris Carl Roth GmBH, Katlsruhe
Triton X-100 Fluka, Deisenhofen
Trypsin/EDTA PAN, Aidenbach

Tween 20

Merck, Darmstadt
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2.1.2 Biochemikalien und Enzyme

Tabelle 4: Biochemikalien und Enzyme und deren Hersteller

Biochemikalie

Hersteller

Fetales Kilberserum (SeraPlus)

PAN, Aidenbach

MatrigelT M

BD Biosience, San Jose, USA

Proteinase K

2.1.3 Gebrauchswaren

Carl Roth GmBH, Katlsruhe

Tabelle 5: Gebrauchswaren und deren Hersteller

Gebrauchsware

Hersteller

6-, 24- oder 96- well- Zellkulturplatten

Sarstedt, Nirnbrecht

Corning Inc., New York, USA

BD BioCoat™" Matrigelm Invasion Chamber

San Jose, USA

Blottingpapier GB 002, 003, 004

Schleicher & Schiill, Dassel

Deckgliser 24x60mm

Menzel Gliser, Braunschweig

Millicell® Hanging Cell Culture Inserts

Billerica, USA

Neubauer iproved Zihlkammer

Hartenstein, Wirzburg

NuPAGE™ 4 — 12 % Bis-Tris Gele

Life Technologies, Darmstadt

Objekttriger Superfrost®Plus

Schiitt, Gottingen

Pipettenspitzen

Sarstedt, Nirnbrecht

Corning Inc., New York, USA

PVDF-Membran

GE Healthcare, Minchen

Reaktionsgefilie

Sarstedt, Nirnbrecht

Zellkulturflaschen

Sarstedt, Nirnbrecht
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2.1.4 Gerite

Tabelle 6: Gerite und deren Hersteller

Gerit

Hersteller

FluorChem® Q

Alpha Innotech, Logan, Utah, USA

Irradiation device 225A

Gulmaymedical, Camberley, UK

Synergy Mx

Bio Tek, Bad Friedrichshall

Accu—jet®

Brand, Wertheim

CO; Inkubator MCO-20AIC

Sanyo, Minchen

Zentrifugen Thermo Scientific, Langensebold; Sigma-
Alderich, Deisenhofen
Elektroblotter Biometra, Gottingen

Elektrophorese power supply PS-304

Life technologies, Darmstadt

Vortexer

2.1.5 Sterilisationsverfahren

Schiitt Labortechnik, Géttingen,
Deutschland

Gebrauchswaren, Losungen und Kulturmedien wurden bei 121° C und 1,5 bar autoklaviert

oder tiber Nacht bei 220°C hitzesterilisiert. Hitzeempfindliche Ldsungen wurden steril

filtriert.

2.1.6 Gebrauchsfertige Reaktionssysteme

Tabelle 7: Reaktionssysteme und deren Hersteller

Reaktionssystem

Hersteller

CellTiter 96" AQuu0us Non-Radioactive Proliferation Assay

(MTS)

Promega, Mannheim

Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail

Roche, Mannheim

Diff-Quick-Firbeset

Eberhard .ehmann
GmbH, Betlin

ECL Plus

GE Healthcare,
Freiburg

PhosSTOP Phosphatase Inhibitor

Roche, Mannheim
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2.1.7 Losungen

In dieser Arbeit wurden die Lésungen fiir den routinemafBigen Gebrauch nach Sambrook

et al. (1989) angesetzt.

Tabelle 8: Losungen/Puffer und deren Zusammensetzung

Loésung /Puffer

Zusammensetzung

Blockpuffer (Western Blot)

1x TBS-Tween
5 % Magermilchpulver

Lysispuffer I fiir Proteine (modified RIPA)

150 mM NacCl

1 mM EDTA

50 mM Tris-HCL, pH 7,4

1 % NP-40

0,25 % Natriumdeoxycholat

Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail
1 % PhosSTOP Phosphatase Inhibitor

10x PBS

1,37 M NaCl

81 mM Na,HPO,
27 mM KCl

14,7 mM KH,PO,

10x TBS

1,37 M NaCl
100 mM Ttris
mit HCI auf pH 7,6

1x TBS-Tween (TBS-T)

1x TBS
0,1 % Tween 20

Transferpuffer Ila (Western Blot)

25 mM Tris pH 8,3
150 mM Glycin
20 % Methanol

20x Turbopuffer

0,2 M NaOH
mit festem H;BO; auf pH 8,0

Waschlésung I (Western Blot)

1x TBS-Tween
2,5 % Magermilchpulver
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2.1.8 Medium fiir eukaryotische Zellkulturen

Das fir die Zellkultur verwendete Medium wurde von der Firma Life Technologies in
Darmstadt erworben. Vor Gebrauch wurde das Medium mit fetalem Kilberserum (FKS)
und einer Antibiotikaprophylaxe (Penicillin/Streptomycin) versetzt. Wird in der Arbeit von
Kulturmedium oder Medium gesprochen, bezieht es sich auf die unten genannte

Zusammensetzung,

Tabelle 9: Zusammensetzung des Mediums fiir die Zelllinie SW48

Zelllinie Zusammensetzung des Mediums
SW48 McCoy’s 5A Medium
10 % FKS

0,1 % Penicillin/Streptomycin

2.1.9 Biologisches Material

2.1.9.1 Eukaryotische Zelllinien
Fiar die Versuche in dieser Arbeit wurden folgende Zelllinien von der Firma Horizon,

Cambridge, United Kingdom kiuflich erworben:

Tabelle 10: Zelllinien und deren Hersteller

Zelllinie Hersteller

SW48 K-Ras parental Humane kolotektale Adenokarzinomzelllinie, Horizon,
Cambridge, United Kingdom
SW48 K-Ras (G12V/+) Humane kolorektale Adenokarzinomzelllinie, Horizon,

Cambridge, United Kingdom
SW48 K-Ras (G12D/+) Humane kolorektale Adenokarzinomzelllinie, Horizon,

Cambridge, United Kingdom
SW48 K-Ras (G13D/+) Humane kolorektale Adenokarzinomzelllinie, Horizon,

Cambridge, United Kingdom
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Die Zelllinie SW48 K-Ras parental ist die Wildtyp-Zelllinie. Von der Firma Horizon wurde

mittels homologer Rekombination diese Zelllinie so verindert, dass jeweils ein KRAS

Wildtyp-Allel gegen eine Mutation ausgetauscht wurde. Dadurch entstanden fir die jeweilige

Mutation heterozygote Zelllinien, dargestellt als (Mutation/+).

2.1.9.2 Antikorper

Tabelle 11: Primidrantik6rper und deren Hersteller

Primérantikérper

Hersteller

AKT

Monoklonaler Antikérper, Kaninchen

Cell Signaling Technologies, Danvers, USA

o- Tubulin
Monoklonaler Antikérper, Maus

Sigma Alderich, Deisenhofen

EGFR

Polyklonaler Antikérper, Kaninchen

Santa Cruz, Heidelberg

ERK

Monoklonaler Antikérper, Kaninchen

Cell Signaling, Technologies, Danver, USA

IGF1-RB

Polyklonaler Antikérper, Kaninchen

Santa Cruz, Heidelberg

pAKT

Monoklonaler Antikérper, Kaninchen

Cell Signaling Technologies, Danver, USA

pERK

Monoklonaler Antikérper, Kaninchen

Cell Signaling Technologies, Danver, USA

Tabelle 12: Sekundirantikérper und deren Hersteller

Sekundirantikorper

Hersteller

Anti-Kaninchen IgG (H+L)

HRP (horse radish peroxidase) konjugiert,

Ziege

Dianova, Hamburg, Jackson

ImmunoResearch

Anti-Maus IgG
HRP konjugiert, Kaninchen

Dianova, Hamburg, Jackson

ImmunoResearch
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Zellkultur eukaryotischer Zellen

Die verwendeten Zelllinien wurden in Zellkulturflaschen (Sarstedt) bei 37°C und 5 % CO»
in einem Inkubator kultiviert. Das verwendete Kulturmedium wurde je nach Zelldichte alle
zwei bis drei Tage gewechselt. Je nach Wachstumsrate wurde der am Kulturflaschenboden
adhirente Zellrasen ein- bis zweimal pro Woche geteilt. Fiir den Teilungsvorgang wurden
die Zellen zunichst mit DPBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen solange in
EDTA/Trypsin bei 37°C und 5 % CO, inkubiert, bis sich alle Zellen vom
Kulturflaschenboden 16sten. Die entstandene Zellsuspension wurde je nach Zelldichte und
Wachstumsrate mit Kulturmedium im Verhiltnis 1: 5 bis 1: 10 verdtiinnt und wieder in Kultur

gebracht.

2.2.1.2 Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl einer bestimmten Zellsuspension erfolgte mit Hilfe einer
Neubauer iproved Zihlkammer. Dazu wurden 10 pl der zu bestimmenden Zellsuspension
auf die Zihlkammer aufgetragen und die Zellen in vier Feldern der Kammer unter einem
Lichtmikroskop ausgezihlt. Der Mittelwert der vier ausgezihlten Felder ergab die Anzahl

der Zellen in 0,1 pl Zellsuspension.

2.2.1.3 Kryokonservierung und Revitalisierung eukaryotischer Zellen

Um die Zellen zu kryokonservieren, wurden zunichst die adhdrenten Zellen wie in Kapitel
2.2.1.1 beschrieben durch Zugabe von EDTA/Trypsin vom Kulturflaschenboden gel6st.
Durch Zugabe von Kulturmedium wurde die Aktivitit des Trypsins gestoppt und die
Zellsuspension in einer Zentrifuge bei 1000 rpm fiir 5 Minuten zentrifugiert, um das restliche
Trypsin zu entfernen. Das entstandene Zellpellet wurde in Kulturmedium resuspendiert, die
Zellsuspension mit 10 % DMSO versetzt und in 2 ml Kryogefil3e pipettiert. Durch die
Verwendung der Einfrierhilfe Mr. Frosty (Thermo Scientific, Langenselbold) wurde die
Zellsuspension in einem auf -80°C gekihlten Gefrierschrank 1°C pro Minute auf -80°C

herunter gekithlt und anschlieBend in fliissigen Stickstoff zur Langzeitlagerung tiberfiihrt.

2.21.4 Uberprijfung der Zellkultur auf Kontamination mit Mykoplasmen

Mit Hilfe des MycoAlert® Mycoplasma Detections Kits wurden routinemaBig ca. alle vier
Wochen die eukaryotischen Zellkulturen auf eine Verunreinigung durch Mykoplasmen-

Bakterien durchgefuhrt. Es wurde lediglich jeweils die Hilfte des Ansatzes verwendet. Bei
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dem Test wird die Aktivitit spezifischer Mykoplasmen-Enzyme durch ATP-Bestimmung vor

und nach Zugabe eines spezifischen Substrates gemessen.

2.2.1.5 Bestimmung der Todesrate mittels des LDH Cytotoxicity Assays

Mittels des LDH Cytotoxicity Assays kann man indirekt die Anzahl sterbender Zellen
messen. Der Assay beruht darauf, dass sterbende Zellen Lactat-Dehydrogenase freisetzen,
die die Reaktion von Lactat zu Pyruvat unter Freisetzung von NADH katalysiert. Die dabei
entstandene Menge an NADH" wird durch ein im Reagenz enthaltendes Salz dargestellt. Die
Farbreaktion kann gemessen werden und stellt proportional die Anzahl sterbender Zellen
dar.

Die Todesrate verschiedener Zelllinien wurde in dieser Arbeit nach einer Behandlung mit
Rezeptortyrosinkinase-Inhibitoren bestimmt. Hierfir wurden 4000 Zellen pro wel/ einer
flachbodigen 96-we/-Platte in 50 ul Kulturmedium ausplattiert und fiir 2h in 37°Cund 5 %
CO; inkubiert, um eine Adhirenz der Zellen zu erreichen. AnschlieBend wurden 50 pl
Kulturmedium mit den jeweiligen Rezeptortyrosinkinase-Inhibitoren in entsprechender
Konzentration in die entsprechenden we/ls zugefithrt. Die Zellen wurden nun far 72 h bei
37°C und 5 % CO. inkubiert. AnschlieBend wurde der Cytotoxicity Assay nach
Herstellerangaben durchgefithrt und die Messung der Farbintensitit mit Hilfe des

Plattenphotometers SynergyMx (Bio Tek, Bad Friedrichshall) durchgefthrt.
2.2.2 Proteinchemische Methoden

2.2.2.1 Isolierung von Gesamtprotein aus Zellkulturen

Zunichst wurden die Zellen in einem swel/ einer 6-wel/-Platte ausplattiert und bis zu einer
Konfluenz von ca. 80 bis 90 % unter Standardbedingungen kultiviert. Zur Isolierung des
Gesamtproteins wurden die Zellen mit ca. 200 pul PBS gewaschen und anschlieBend den
Zellen ca. 150 pl Lysispuffer I pro we// hinzugegeben. Die Menge an verwendetem
Lysispuffer I wurde der Konfluenz der Zellen und dem verwendeten Kulturgefal3 angepasst.
Nach 10-minttiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde das Zelllysat in ein
Reaktionsgefal3 iberfuhrt und die unléslichen Bestandteile durch Zentrifugieren fir 10 min
bei 16000 rpm bei 4°C pelletiert. Der entstandene Uberstand wurde in ein neues
Reaktionsgefal3 pipettiert und die Proteinkonzentration, wie in Kapitel 2.2.2.2 beschrieben,
gemessen. Das Proteinlysat wurde bei -20°C aufbewahrt. Eine Langzeitlagerung erfolgte bei

-80°C.



Material und Methoden 25

2.2.2.2 Konzentrationsbestimmung von Protein nach Bradford

Die Proteinkonzentration der Zellen wurde nach der Methode von Bradford bestimmt
(Bradford 1976). Danach wird ein Coomassie-Brillant-Blau-Farbstoff verwendet, der in
saurer Losung unspezifisch an kationische und unpolare hydrophobe Seitenketten von
Proteinen bindet. Die Stabilisierung des Farbstoffes durch diese Bindung in seine
unprotonierte,  anionische  Sulfatform, fithrt 2zu einer  Verschiebung  des
Absorptionsmaximums von 495 nm zu 595 nm. Durch die Messung einer Standardreihe mit
einem Proteinstandard konnte eine Eichgerade extrapoliert werden. Das wie in Kapitel
2.2.2.1. beschriebene isolierte Proteinlysat wurde mit destilliertem H>O 1: 100 verdiinnt und
es wurden je 50 pl der Verdinnung in drei wells einer 96-wel/-Platte pipettiert. Die funffach
konzentrierte Roti®-Nanoquant-Farbstoff-Losung (Carl Roth, Katlsruhe) wurde mit
destilliertem H»O auf einfach verdiinnt und es wurden je 100 ul Farbstoff-Losung zu der
Proteinlésung in die zu messenden we//s hinzugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 5 min
bei Raumtemperatur wurde die Extinktion mit dem Plattenlesegerit SynergyMx (BioTek,
Friedrichshall) gemessen und die Proteinkonzentration mit dem dazugehdrigen PC-

Programm Gene5 berechnet.

2.2.2.3 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Um die Proteine ihrer Grofle nach aufzutrennen, wurde die Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese mit Hilfe des NuPAGE®-Systems der Firma Life
Technologies (Darmstadt) durchgeftihrt. Den Proteinen wurde "4 Volumen 4x LDS Sample
Buffer (NuPAGE®, Life Technologies, Darmstadt), der zuvor mit 10 % DTT versetzt
wurde, hinzugefligt und die entstandene Mischung wurde fiir 10 Minuten bei 70°C inkubiert.
Unverziiglich danach wurden die Proben auf ein NuPAGE® 4 - 12 % Bis-Tris Gel geladen.
Ein gefirbter Marker (NuPAGE® See Blue Plus2, Life Technologies, Damrstadt) als
GroBlenstandard wurde mitgefithrt. Die anschlieBende Elektrophorese wurde fiir ca. 2 h,
unabhingig vom Molekulargewicht des zu untersuchenden Proteins, bei 160 V und 160 mA
in MES-Puffer durchgefihrt.

2.2.2.4 Transfer von Proteinen auf PVDF-Membran

Fir die Ubertragung der Proteine von dem Polyacrylamidgel auf eine PVDF-Membran
wurde ein sog. Sewzi-dry-Blot angewendet. Dafiir wurde eine zugeschnittene PVDF-Membran
fir 10 sec. in 100 % Methanol aktiviert und direkt danach fir 10 min in Transferpuffer Ila
dquilibriert. Fir den Semi-dry-Blot wurden drei in Transferpuffer Ila getrinkte Whatman-
Filter auf die Anode des Elektroblotter gestapelt, gefolgt von der dquilibrierten PVDF-

Membran und dem proteinenthaltenen Polyacrylamidgel. Zum Schluss wurden wiederum
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drei in Transferpuffer Ila getrinkte Whatman-Filter auf das Gel gelegt, die Kathode
geschlossen und der Transfer der Proteine auf die Membran bei 25 V und 220 mA fir ca.
90 min durchgefihrt.

2.2.2.5 Inkubation von membrangebundenen Proteinen mit Antikérpern

Fir die Inkubation von membrangebundenen Proteinen mit Antikérpern wurde die PVDF-
Membran zunichst in Blockpuffer I fiir ca. eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, um
unspezifische Bindungen der Proteine zu binden. Danach wurde die Membran in TBS-T
geschwenkt und mit in TBS-T verdinnten, gewiinschten primiren Antikérpern tiber Nacht
bei 4°C inkubiert. Um ungebundene Antikérper zu entfernen, wurde die Membran zweimal
fir je 15 min in Waschl6sung I gewaschen. Hiernach wurde die Membran fir zwei Stunden
in mit Blockpuffer I verdiinntem, sekundirem Antikorper bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurde die Membran dreimal fiir je 15 min in Waschlésung I gewaschen und
einmal fir 5 min in TBS-T geschwenkt. Frisch angesetzte ECL-Prime-Detektionslésung (GE
Healthcare, Freiburg) wurde auf die Membran gleichmiBig verteilt, um unter Verwendung
des Detektionsgerites FluorChem® Q. (Alpha Innotech, Logan, USA) die Signale zu

detektieren.

Tabelle 13: Primirantikérper und Verdiinnung

Primirantikorper Verdiinnung
AKT 1: 3000

a- Tubulin 1: 20000
EGFR 1: 2000

ERK 1: 3000
IGF1- R8 1: 2000
pAKT 1: 2000
pERK 1: 3000

Tabelle 14: Sekundarantikérper und Verdiinnung

Sekundirantikérper Verdiinnung
Anti-Kaninchen IgG (H+L) 1: 10000/ 1: 20000
Anti-Maus IgG 1: 40000
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2.2.3 Analyse wichtiger Signalkaskadenproteine und deren
Phosphorylierungsstatus nach verschiedenen Wachstumsstimulationen der

Zelllinien

Um Unterschiede in der Expression der verschiedenen Signalkaskadenproteine und deren
Phosphorylierungsstatus der Zelllinien zu analysieren, wurden vor der in Kapitel 2.2.2
beschriebenen Methode die Zelllinien auf unterschiedliche Weise mit Wachstumsfaktoren
stimuliert.

Fir diese Methode wurde die zu untersuchende Zelllinie in einem we// einer 6-wel/-Platte
ausplattiert und in Standardwachstumsmedium bei 37°C und 5 % CO; bis zu einer
Konfluenz von 70 — 80 % inkubiert. Vor der Stimulation mit der jeweiligen Substanz wurden
die Zellen kurz mit 200 ul PBS gewaschen und tber Nacht bei 37°C und 5 % CO; einem
FKS-freien Kulturmedium ausgesetzt (Serumentzug). Folgende Schemata wurden fiir die

Stimulation angewendet:

Tabelle 15: Beschreibung des Stimulationsschemas steady state. Alle untersuchten Zelllinien
wurden fir 48 h mit 10 % FKS behandelt. AnschlieBend wurden die Proteine sofort isoliert.

Substanz FKS
Konzentration 10 %
Stimulationszeit 48 h

Tabelle 16: Beschreibung des Stimulationsschemas mit verschiedenen FKS-
Konzentrationen. Alle untersuchten Zelllinien wurden fiir 10 min mit den in der Tabelle
beschriebenen FKS-Konzentrationen stimuliert. AnschlieBend wurden die Proteine sofort isoliert.

Substanz FKS
Konzentration in % 0 0,1 1 5 10
Stimulationszeit in min 10

Tabelle 17: Beschreibung des Stimulationsschemas mit verschiedenen Stimulanzien. Alle
untersuchten Zelllinien wurden fiir 10 min mit den in der Tabelle eingesetzten Substanzen stimuliert.
Anschlieend wurden die Proteine sofort isoliert.

Substanz FKS | FKS EGF IGF EGF/IGF

Konzentration 0% | 10% | 100 ng/ml 1 nM 100ng/ml/1nM

Stimulationszeit in min 10
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Tabelle 18: Zeitliches Stimulationsschema der Zellen mit FKS fiir die Western-Blot-Analyse.
Die Proteine der untersuchten Zellen wurden nach der Stimulation mit 5 % FKS nach
unterschiedlichen Zeitpunkten isoliert.

Substanz FKS
Konzentration 5%
Stimulationszeit 0 min 10 min 30 min 1h 4 h 8h

2.2.4 Funktionelle Analysen eukaryotischer Zellen

2.2.4.1 Migrationsassay

Mittels des In-vitro-Zellmigrationsassays (Millicell® 8.0 um hanging PET inserts, Millipore,
Billerica, USA) wurde das Migrationsverhalten der Zellen gegen einen FKS-Gradienten
untersucht. Dafiir wurde in ein we/ einer 24-wel/-Platte 500 pl Medium mit einer
Konzentration von 20 % FKS gegeben. Die Inserts wurden fiir 10 min in serumfreiem
Medium bei 37°C und 5 % CO, vorinkubiert und anschlieBend in die entsprechenden wells
mit dem Medium gestellt. Dann wurden pro we// je 4000 Zellen in 500 ul 5 % FKS-haltigen
Medium in die Inserts iberfihrt. Die Zellen wurden fir 24 h bei 37°C und 5 % CO;
inkubiert. AnschlieBend wurden die in der Innenseite der Inserts verbliebenden Zellen mit
Wattestibchen entfernt und die Zellen, die durch die Membran migriert sind, unter
Verwendung des Diff Quick Firbesets (Eberhard Lehmann GmbH, Berlin) fixiert und
gefirbt. Mit einem Skalpell wurden die Membranen aus den Inserts gelost und auf
Objekttrigern in Ol fixiert. Fiir die Auswertung wurden unter einem Mikroskop die
migrierten Zellen in jeweils fiinf zufillig eingestellten Feldern in 40-facher Vergrof3erung

gezihlt und deren Mittelwert berechnet.

2.2.4.2 Invasionsassay

Im In-vitro-Zellinvasionsassay (BioCoat™ Matrige]™ Inasions Chambers, BD Biosience, San
Jose, USA) wurde die Invasivitit der Zelllinien untersucht. Die porenenthaltenden
Membranen der Inserts sind mit lamininreicher Extrazellulirmatrix (Matrigel™) beschichtet,
die eine Basalmembran iz vitro darstellt. Nur invasive Zellen haben die Fihigkeit diese zu
durchdringen und auf die Unterseite der Membran zu gelangen. In ein we// einer 24-wel/-Platte
wurden 500 ul Medium mit einer Konzentration von 20 % FKS gegeben. Die Inserts wurden
fir 10 min in serumfreiem Medium bei 37°C und 5 % CO,vorinkubiert und anschlieBend in
die entsprechenden we//s mit dem Medium gestellt. Dann wurden pro we// je 4000 Zellen in
500 pl 5 % FKS-haltigen Medium in die Inserts iiberfithrt. Die Zellen wurden fir 48 h bei

37°C und 5 % CO, inkubiert. AnschlieBend wurden die in der Innenseite der Inserts
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verbliebenen Zellen mit Wattestabchen entfernt und die Zellen, die durch das Matrigel™
und durch die Membran migriert sind, unter Verwendung des Diff Quick Farbeset fixiert
und gefirbt. Mit einem Skalpell wurden die Membranen aus den Inserts gelost und auf
Objekttrigern in Ol fixiert. Fir die Auswertung wurden unter einem Mikroskop fiinf zufillig
eingestellte Felder in 40-facher VergréBerung eingestellt, die migrierten Zellen gezihlt und

der Mittelwert berechnet.

2.2.5 Analyse der Proliferationsrate im CellTiter 96® Non-Radioactive Cell

Proliferation Assay nach Rezeptortyrosinkinase-Inhibitorbehandlung

Im CellTiter 96® Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega, Mannheim) lisst sich
die Proliferationsrate von Zellen messen. Dieser Assay beruht darauf, dass aktive
Mitochondrien lebender Zellen schwach gefirbte Tetrazoliumsalze (MTS) in intensiv
gefirbte Formazanderivate umwandeln. Fine Messung der Farbintensitdt lisst einen
Riickschluss auf die Proliferationsrate der Zellen zu.

In dieser Arbeit wurde die Proliferationsrate der Zelllinien vor und nach einer Behandlung
mit verschiedenen Rezeptortyrosinkinase-Inhibitoren bestimmt.

Dazu wurden 4000 Zellen pro wel/ einer flachbodigen 96-we//-Platte in 50 pl Kulturmedium
ausplattiert. Nach Adhirenz der Zellen (2 h) bei 37°C und 5 % CO, wurden 50 pl
Kulturmedium mit den jeweiligen Rezeptortyrosinkinase-Inhibitoren in entsprechender
Konzentration in die entsprechenden we/ls zugefithrt. Die Messung des Nullwertes und die
weiteren Arbeitsschritte erfolgten nach Herstellerangaben. Weitere Messungen erfolgten
nach 24 h, 48 h und 72 h. Die Messung erfolgte mit Hilfe des Plattenphotometers SynergyMx
(Bio Tek, Bad Friedrichshall).

2.2.6 Analyse des Verhaltens der Zelllinien im Koloniebildungsassay nach einer 5-
FU-basierten Radiochemotherapie in Gegenwart von Rezeptortyrosinkinase-

Inhibitoren

Fir den Koloniebildungsassay wurden die Zellen in unterschiedlicher Zellzahl in einer 6-we//-
Zellkulturplatte —ausplattiert. Die ausplattierte Zellzahl richtete sich nach der
Bestrahlungsdosis. Tabelle 19 zeigt die pro we// ausplattierte Zellzahl bei verschiedener

Bestrahlungsdosis.



Material und Methoden 30

Tabelle 19: Darstellung der pro well ausplattierten Zellzahl bei verschiedener

Bestrahlungsdosis.
Dosis in Gy Zellzahl pro well
0 1000
1 2000
2 4000
3 8000
4 12000

Das Standard-Kulturmedium fir die Ausplattierung wurde entweder mit 0,5 pg/pl Etlotinib,
0,5 uM AEW541 oder einer Kombination aus beiden Substanzen versetzt. Die Kontrolle
wurde mit DMSO versetzt.

Die Zellen wurden nach der Ausplattierung fiir 8 h bei 37°C und 5 % CO; inkubiert.
Darauthin wurden den Zellen im unteren Triplett der 6-we//-Platten 3 pM 5-FU hinzugeftgt.
Die Zellen wurden fiir weitere 16 h bei 37°C und 5 % CO; inkubiert. AnschlieBend wurden
die Zellen mit 0 Gy, 1 Gy, 2 Gy, 3 Gy und 4 Gy bestrahlt. Abbildung 6 zeigt schematisch
den zeitlichen Ablauf des Versuchsaufbaus der Koloniebildungsassays.

gesamt 24h 5-FU

16h 5-FU
08:00 16:00 —— 08:00 16:00

5|
rg |

Ll T T T
° ° ° Mediumwechsel CFA
zu Normalmedium mit

den entsprechenden
RTKIs

Zellen setzen 3uM 5-FU zu Bestrahlung
den Zellen geben mit entsprechender Gy-Zahl

Abbildung 6: Zeitlicher Ablauf der Koloniebildungsassays (CFAs). Nach der Ausplattierung
der Zellen wurden die Zellen mit einer 5-FU basierten Radiochemotherapie behandelt. Das Standard-
Kultutrmedium war mit den Rezeptortyrosinkinase-Inhibitoren (RTKIs) Etlotinib und/oder
AEWb541 versetzt. Am Tag 15 wurde der Versuch beendet und ausgewertet.



Material und Methoden 31

Fiar die Bestrahlung wurde das Bestrahlungsgerit Xstrahl RS225 A (Gulmay medical,
Camberley, England) verwendet. Die Bestrahlung der Zellen erfolgte bei in Tab. 20

aufgefithrten Einstellungen.

Tabelle 20: Einstellungen fiir die Bestrahlung

Rohrenspannung: 220 kV
Rohrenstrom: 15 mA
Temperatur: 23,3°C
Filter 5: 0,5 mmCu

Durch diese Einstellung entsprach die Tischhéhe von 500mm im Bestrahlungsgerit
1Gy/min. Nach der Bestrahlung wurden die Zellen fiir weitere 8 h bei 37°C und 5 % CO,
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen kurz mit 2 ml PBS gewaschen und neu
angesetztes Standard-Kulturmedium mit den entsprechenden Inhibitoren, jedoch ohne 5-
FU, auf die Zellen gegeben. Die Zellen wurden nun fiir 15 Tage bei 37°C und 5 % CO;
inkubiert. Ein routinemilBig 2x woéchentlicher Mediumwechsel gewihrte eine konstante
Konzentration von FKS und den zugesetzten Inhibitoren. Nach Ablauf der 15 Tage wurde
das Medium vorsichtig entfernt, die Zellkolonien kurz mit 200 ml PBS gewaschen und
anschlieBend fir 10 min mit 100 ml Ethanol fixiert. Die Zellkolonien wurden mittels einer
Himalaunl6sung fiir ca. 5 min gefirbt und getrocknet. SchliefSlich wurden die Kolonien auf
einem Lichttisch manuell ausgezihlt. Dabei wurden nur die Zellkolonien ab einer GréB3e von
ca. 50 Zellen gezihlt.

Fir die Auswertung wurde nun die Plattierungseffizienz berechnet, um die Anzahl der

entstandenen Zellkolonien gegen die Anzahl der ausplattierten Zellen zu normalisieren:
Plattierungseffizienz (PE) = Koloniezahl/Anzahl ausplattierter Zellen

Die Berechnung der Uberlebensraten SF 1 bis 3 erfolgte folgendermaflen:

SF1 = PE x (1/PE der 0 Gy Kontrolle)

SF2 = PE x (1/ PE der 0 Gy DMSO Kontrolle)

SE3 = PE x (1/ PE der Wildtyp 0 Gy DMSO Kontrolle)

Mithilfe der SF3 konnte der Therapieeffekt auf die verschiedenen Therapieschemata und der

verschiedenen Zelllinien verglichen werden.
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2.3  Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Experimente erfolgte in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Tim
Beif3barth, Medizinische Statistik, Universititsmedizin Gottingen.
Die verwendeten statistischen Verfahren sind im jeweiligen Abschnitt des Ergebnisteils

angegeben.
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3  Ergebnisse

3.1 Einfluss der KRAS-Mutationen auf die Proliferation, Migration
und Invasion der KRK-Zelllinie SW48

Zur Charakterisierung der SW48-Zelllinien mit unterschiedlichem KRAS-Mutationsstatus
wurde zunichst im Proliferationsassay das Wachstumsverhalten der KRK-Zelllinien SW48
KRAS-wt, SW48 KRAS-G12V, SW48 KRAS-G12D und SW48 KRAS-G13D ermittelt. Die
Zellen wurden tGber 72 Stunden unter Standardbedingungen in 10 % FKS-haltigem Medium
inkubiert. Nach 24, 48 und 72 Stunden wurde der Zellumsatz mithilfe eines colorimetrischen
(MTT) Assays gemessen und daraus das Wachstum der Zellen ermittelt (Abb. 7). Keine der

Zelllinien zeigte ein signifikant verandertes Wachstumsverhalten.
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Abbildung 7: Wachstumsverhalten der Zelllinien SW48 KRAS-Wildtyp (wt), SW48 KRAS-
G12V (G12V), SW48 KRAS-G12D (G12D) und SW48 KRAS-G13D (G13D). Die Zelllinien
wurden fiir 72 Stunden inkubiert und alle 24 Stunden wurde ein MTT-Assay durchgefiihrt.
Dargestellt wurde die Zunahme der Proliferation tiber die Zeit von drei unabhingigen Experimenten.
Keine der Zelllinien zeigte eine signifikant verinderte Proliferation. Dargestellt sind Boxplots
berechnet aus den relativen Proliferationswerten der Kontrollen von sechs unabhingigen
Experimenten.

Um die Migrationsfihigkeit der verschiedenen SW48 KRAS-Zelllinien zu vergleichen, wurde
ein Transwell-Migrationsassay durchgefihrt. Dabei wurden die Zellen entlang eines FKS-
Gradienten zur Migration durch eine PET-Membran angeregt. Nach 24 Stunden wurden die
durchgewanderten Zellen fixiert, mittels HE gefirbt, im Lichtmikroskop ausgezihlt und

quantitativ ausgewertet. Es wurden funf unabhingige Experimente durchgefiihrt (Abb. 8).
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Es ist zu erkennen, dass die Zelllinien SW48 KRAS- wt, SW48 KRAS-G12D und SW48
KRAS-G13D nur eine geringe Migrationsfahigkeit zeigen. Ebenso ist kein signifikanter
Unterschied zwischen den Zelllinien mit den KRAS-Mutationen G12D, G13D und dem
Wildtyp zu beobachten. Hingegen zeigt die Zelllinie SW48 KRAS-G12V eine signifikant um
das 6-fache (p = 0,0071) erhéhte Migrationsfahigkeit.
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Abbildung 8: Einfluss der verschiedenen KRAS-Mutationen auf das Migrationsverhalten der
KRK-Zelllinie SW48. Mithilfe eines Transwell-Migrationsassays wurde das Migrationsverhalten der
dargestellten Zelllinien im Vergleich zur Wildtyp-Kontrollzelllinie (wt) untersucht. Es ist zu erkennen,
dass die KRK-Zelllinie SW48 KRAS-G12V signifikant (p = 0.0071) die héchste Migrationsfahigkeit
besaB3. Die Ergebnisse aus fiinf unabhingigen Experimenten wurden im Boxplot dargestellt. Mit
einem Wilcoxon-Test wurde jeweils der Vergleich zum Wildtyp durchgefiihrt.

Um die Invasivitit der verschiedenen SW48 KRAS-Zelllinien zu vergleichen, wurde ein
Matrigel-Invasionsassay durchgefiihrt. Die Zellen wurden entlang eines FKS-Gradienten zur
Invasion durch eine mit lamininreicher Extrazellulirmatrix beschichteten PET-Membran
angeregt. Nach 48 Stunden wurden die eingewanderten Zellen fixiert, mittels HE gefirbt
und im Lichtmikroskop ausgezihlt. Es wurden sieben unabhingige Experimente
durchgefiihrt. Aus Abbildung 9 ist zu entnehmen, dass SW48 KRAS-G12V, SW48 KRAS-
G12D und SW48 KRAS-G13D im Vergleich zu SW48 KRAS-wt ein signifikant hoheres
Invasionsverhalten aufwies. Dabei zeigte die Zelllinie SW48 KRAS-G12V eine um das 10-

fach erhohte Invasivitat.



Ergebnisse 35

P-Wert (Wilcoxon Test): 0,0017 0,0017 0,042
C —_——
2 Ll
E l
c 154 '
[} '
< [
() 1
2
E L]
2
o 10
<
‘©
@
E ——
= . ‘
-§ 5 e
S -
S . X
o —_—— °
|
— —
0 -

wit G12v G12D G13D

Abbildung 9: Einfluss der verschiedenen KRAS-Mutationen auf das Invasionsverhalten der
KRK-Zelllinie SW48. Mithilfe eines Matrigel-Invasionsassay wurde das Invasionsverhalten der
dargestellten Zelllinien im Vergleich zur Wildtyp-Kontrollzelllinie (wt) untersucht. Es ist zu erkennen,
dass die KRK-Zelllinie SW48 KRAS-G12V die hochste Invasivitit aufwies. Die KRK-Zelllinien
SW48 KRAS-G12D und SW48 KRAS-G13D wiesen eine niedrigere Invasivitit als die KRK-
Zelllinien SW48 KRAS-G12V auf, dennoch auch eine signifikant héhere Invasionsfihigkeit im
Vergleich zu SW48 KRAS-wt. Im Boxplot dargestellt sind die Ergebnisse aus sieben unabhingigen
Experimenten. Mit einem Wilcoxon Test wurde jeweils der Vergleich zum Wildtyp durchgeftihrt.

3.2 Einfluss von KRAS-Mutationen auf die Expression von EGFR
und IGF-1R und auf den Phosphorylierungsstatus intrazelluldrer

Proteine in der KRK-Zelllinie SW48

Western-Blot-Analysen ~ wurden  durchgefthrt, um das Expressionslevel der
Transmembranrezeptoren EGFR und IGF1-R und den Phosphorylierungsstatus der
nachfolgenden Signalwegskomponenten ERK und AKT in den KRK-Zelllinien SW48
KRAS-wt, SW48 KRAS-G12V, SW48 KRAS-G12D und SW48 KRAS-G13D zu
vergleichen. Es konnten keine Unterschiede im Expressionslevel der Transmembranproteine
EGFR und IGF1-R und der intrazelluliren Proteine ERK und AKT gezeigt werden (Abb.
10). Obwohl postuliert wird, dass KRAS-Mutationen zu einer konstitutiven Aktivierung der
nachfolgenden Signalwege tiber AKT und ERK fihren, zeigten die Western-Blot-Analysen
keinen Unterschied im Phosphorylierungsstatus von ERK und AKT zwischen der wt-
Kontrollzelllinie und den KRK-Zelllinien SW48 KRAS-G12V, SW48 KRAS-G12D und
SW48 KRAS-G13D.
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Abbildung 10: Expression der Transmembranproteine EGFR und IGF-IR und der
intrazelluldren Proteine ERK und AKT sowie deren Phosphorylierungsstatus in den KRK-
Zelllinien SW48 KRAS-wt, SW48 KRAS-G12V, SW48 KRAS-G12D und SW48 KRAS-G13D.
Das Gesamtprotein der Zelllinien wurde nach 48 Stunden Zellwachstum in 10 % FKS-haltigem
Wachstumsmedium isoliert und mittels Western Blot analysiert. Es waren keine Expressions- und
Aktivitdtsunterschiede fiir die oben dargestellten Proteine zwischen den einzelnen Zelllinien zu
erkennen. a-Tubulin diente als Kontrolle fiir das gleichmifige Beladen des Gels.

Nachfolgend wurden von KRAS downstream liegende Ziele wie ERK und AKT nach
verschiedener Zellstimulation mittels Western-Blot-Analyse untersucht. Dazu wurden die
Zellen tber Nacht einem Serumentzug ausgesetzt, anschlieBend mit 10 % FKS, 100 ng/ml
Epidermal Growth Factor (EGF) und 1 aM Insulin-like Growth Factor IGF) fir 10 min stimuliert
und Gesamtprotein isoliert. Die Aktivierung von AKT und ERK wurde mittels Western-
Blot-Analyse mit phosphorylierungsspezifischen Antikérpern nachgewiesen (Abb. 11).
Sowohl bei der Zelllinie SW48 KRAS-wt als auch bei den Zelllinien SW48 KRAS-G12V,
SW48 KRAS-G12D und SW48 KRAS-G13D rief EGF die stirkste Phosphorylierung von
ERK hervor. Ein Unterschied der Phosphorylierung lie sich zwischen den getesteten
Zelllinien nicht nachweisen. Auch bei der Stimulierung mit FKS und IGF lie$3 sich in der
Phosphorylierung von ERK kein Unterschied zwischen den getesteten Zelllinien erkennen.
Die Kombination aus EGF und IGF zeigte in der Western-Blot-Analyse bei allen getesteten
Zelllinien die gleiche Intensitit wie die alleinige Stimulation mit EGF.

Bei allen getesteten Zelllinien zeigte pAKT bei der Stimulation mit FKS einen sehr
schwachen Phosphorylierungsstatus, wohingegen die Stimulation mit EGF und IGF eine
deutliche Phosphorylierung von AKT hervorriefen. Dabeti ist zusitzlich zu erkennen, dass
es geringe Unterschiede bei der alleinigen Stimulation mit EGF zwischen den verschiedenen

SW48 KRAS-Zelllinien gab.
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Abbildung 11: Einfluss der verschiedenen KRAS-Mutationen auf die Aktivierbarkeit von
ERK und AKT. Die KRK-Zelllinien SW48 KRAS-wt, SW48 KRAS-G12V, SW48 KRAS-G12D
und SW48 KRAS-G13D wurden nach Serumentzug tiber Nacht fiir 10 min mit FKS, EGF, IGF und
EGF/IGF stimuliert, als Kontrolle wurde DMSO verwendet. AnschlieBend wurde Gesamtprotein
isoliert und eine Western-Blot-Analyse durchgefiihrt. Aktiviertes ERK und AKT wurde mithilfe
phosphorylierungsspezifischer Antikérper nachgewiesen. Zur Kontrolle wurde sowohl Gesamt-
ERK und -AKT als auch «-Tubulin detektiert. Bei der Stimulation der verschiedenen Substanzen war
kein Unterschied im Phosphorylierungsstatus von ERK zwischen den getesteten Zelllinien zu
erkennen. EGF erwies sich als stdrkstes Stimulanz. Die Stimulation mit EGF und IGF fiihrten zu
einer statken Phosphorylierung von AKT, wobei die Zelllinie SW48 KRAS-G12D bei EGF eine
deutlich schwichere Aktivierung von AKT zeigte.

Um zu Gberprifen, ob die SW48 KRAS-Zelllinien einen Unterschied in der Stimulierbarkeit
von ERK und AKT aufweisen, wurden sie nach Serumentzug tiber Nacht mit aufsteigenden
FKS-Konzentrationen (0 %, 1 %, 5 %, 10 % und 20 %) stimuliert und anschlieend mittels
Western Blot analysiert (Abb. 12). Mit aufsteigenden Konzentrationen von FKS nahm die
Intensitit der Phosphorylierung von pERK zu. Allerdings lie sich zwischen der wt-
Kontrollzelllinie und den KRK-Zelllinien mit Mutationen in KRAS kein Unterschied im
Phosphorylierungsstatus von ERK erkennen. Im Phosphorylierungsstatus von AKT war
durch den Einsatz von verschiedenen FKS- Konzentrationen keine Verinderung zu
beobachten. Auch hier waren keine Unterschiede zwischen der wt-Kontrollzelllinie und den

Zelllinien mit Mutation in KRAS zu beobachten.
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Abbildung 12: Einfluss der verschiedenen KRAS-Mutationen auf die Aktivierbarkeit von
ERK und AKT durch Stimulation mit FKS. Die KRK-Zelllinien SW48 KRAS-wt, SW48 KRAS-
G12V, SW48 KRAS-G12D und SW48 KRAS-G13D wurden nach Serumentzug tiber Nacht fir
10 min mit FKS in aufsteigenden Konzentrationen (0 %, 1 %, 5 %, 10 % und 20 %) stimuliert, als
Kontrolle wurde DMSO verwendet. Anschlieend wurde Gesamtprotein isoliert und einer Western-
Blot-Analyse unterzogen. Aktiviertes ERK und AKT wurde mithilfe phosphorylierungsspezifischer
Antikérper nachgewiesen. Zur Kontrolle wurde sowohl Gesamt-ERK und -AKT als auch a-Tubulin
detektiert. Mit aufsteigenden Konzentrationen fithrte FKS zu einer leichten Zunahme der
Phosphorylierung von ERK. AKT konnte durch Zugabe von FKS nicht aktiviert werden. Ebenfalls
war kein Unterschied zwischen der wt-Kontrollzelllinie und den verschiedenen KRAS mutierten
Zelllinien zu erkennen.

Um zu uberpriifen, zu welchem Zeitpunkt nach der Zellstimulation mit FKS die stirkste
Phosphorylierung von ERK und AKT vorliegt, wurden die KRK-Zelllinien nach FKS-
Entzug entweder fiir 10 min, 30 min, 1 Stunde, 4 Stunden oder 8 Stunden mit FKS stimuliert
bzw. als Kontrolle unstimuliert belassen (0 min). Mit dem anschlielend isolierten
Gesamtprotein wurde eine Western-Blot-Analyse durchgefithrt (Abb. 13). Bei der wt-
Kontrollzelllinie und der KRK-Zelllinien SW48 KRAS-G13D war die stirkste
Phosphorylierung von ERK nach der 10-minitigen FKS-Stimulation nachzuweisen. Bei der
Zelllinie SW48 KRAS-G12V und SW48 KRAS-G12D war die stirkste Phosphorylierung
von ERK nach einer 30-miniitigen FKS-Stimulation zu beobachten. Eine Phosphorylierung
von AKT war lediglich bei der Zelllinie SW48 KRAS-G13D nach 1 h, 4 h und 8 h Stimulation
mit FKS zu beobachten.
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Abbildung 13: Einfluss der verschiedenen KRAS-Mutationen auf die Aktivierbarkeit von
ERK und AKT durch Stimulation mit FKS. Die KRK-Zelllinien SW48 KRAS-wt, SW48 KRAS-
G12V, SW48 KRAS-G12D und SW48 KRAS-G13D wurden nach Serumentzug iiber Nacht fir
0 min, 10 min, 30 min, 1 Stunde, 4 Stunden und 8 Stunden mit FKS stimuliert, Gesamtprotein isoliert
und einer Western-Blot-Analyse unterzogen. Aktiviertes ERK und AKT wurde mithilfe
phosphorylierungsspezifischer Antikérper nachgewiesen. Zur Kontrolle wurde sowohl Gesamt-
ERK und -AKT als auch a-Tubulin detektiert. Die Zelllinien SW48 KRAS-wt und SW48 KRAS-
G13D zeigten nach einer 10-mintitigen Stimulation die stirkste Phosphorylierung von ERK.
Hingegen war bei den Zelllinien SW48 KRAS-G12V und SW48 KRAS-G12D die stirkste
Phosphorylierung von ERK nach einer 30-mintitigen Stimulation zu beobachten. FEine
Phosphorylierung von AKT war lediglich bei der Zelllinie SW48 KRAS-G13D nachl Stunde, 4
Stunden und 8 Stunden Stimulation mit FKS zu beobachten.

3.3 Einfluss von KRAS-Mutationen in der KRK-Zelllinie SW48 auf die
Behandlung mit den Rezeptortyrosinkinase-Inhibitoren Erlotinib

und AEW541

Im Folgenden wurde untersucht, welchen Einfluss KRAS-Mutationen in der KRK-Zelllinie
SW48 auf die Therapie mit den Rezeptortyrosinkinase-Inhibitoren Erlotinib und AEW541
ausiiben und ob es einen Unterschied zwischen der wt-Kontrollzelllinie und den Zelllinien
mit Mutation in KRAS gibt. Dazu wurden gleiche Zellzahlen der Zelllinien SW48 KRAS-wrt,
SW48 KRAS-G12V, SW48 KRAS-G12D und SW48 KRAS-G13D ausplattiert, mit
verschiedenen Konzentrationen Erlotinib, AEW541 bzw. der Kombination aus beiden
behandelt und die Proliferation nach 24, 48 und 72 Stunden mithilfe eines MTT-Assays
gemessen. In der Abbildung 14 ist jeweils das relative Wachstum zur nichtbehandelten
Kontrolle fiir jede Zelllinie unter der Behandlung mit entweder AEW541 (Abb. 14A),
Erlotinib (Abb. 14B) oder der Kombination aus AEW541 und Erlotinib (Abb. 14C)
dargestellt.

Die Behandlung der SW48 KRAS-Zelllinien mit AEW-541 (Abb. 14A) zeigte keinen
signifikanten Unterschied in der Proliferation bei Behandlung mit verschiedenen

Konzentrationen. Auch bei der Behandlung mit Erlotinib (Abb. 14B) und der Kombination
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von AEW541 und Erlotinib (Abb. 14C) spielte die eingesetzte Konzentration keine Rolle.
Allerdings zeigte sich fur alle drei Behandlungen eine signifikant negative Wirkung auf die
Zellproliferation aller Zelllinien Gber die Zeit. Zusitzlich wurde beobachtet, dass die Zelllinie
SW48 KRAS-G12D nach 72 Stunden signifikant weniger sensitiv auf die Behandlung mit
Erlotinib ansprach. Hingegen reagierte die Zelllinie SW48 KRAS-G13D nach 72 Stunden
signifikant sensitiver auf eine Behandlung mit Erlotinib (Abb. 14B). Aullerdem ist zu
erkennen, dass die Zelllinie SW48 KRAS-G13D nach 72 Stunden signifikant sensitiver auf

die Kombinationsbehandlung mit AEW-541 und Erlotinib reagierte als die anderen

getesteten Zelllinien (Abb. 14C).

A AEW541
-+
1,0 T [
= Eéﬁé EE -
< Bet
£ 06 -
§ '
[2 g '
2 : -
£ 04 - -
&
Koeffizienten mit signifikantem P-Wert -
Koef P-Wert
Dauer 48 h|- 0,3 | 0,013
Dauer 72 h[0,43 | 0,00048
0,2 A '
-
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5388%388%388%388%388%388
[OBNOENO) [OBNOENO] [OBNORENO] O oo O 0o o [OBNORNO]
1uM 10 uM 1uM 10 uM 1uM 10 uM
24h 48h 72h
B Erlotinib
1’0 4 E -+ -
' 1 el I
S Q . . L=
- '
_ 05 &
S o g . -
o ! ' ' he ' !
QL i " ) )
S 0,6 1 ' -
£ I |..
] [
= o -~ =+
® Koeffizienten mit signifikantem P-Wert -~ \ -+
0]
4 Koef __P-Wert +
0,4 1 |Dauer48h -0,26 0,0018
Dauer 72 h -0,43 | 4,1e”7
G12D, Dauer 72 h 0,38 | 0,0033
G13D, Dauer 72 h -0,34 | 0,0092
-
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
388388388388 F388%388
O 0o (OO [OBNORNV] [OANORNG) O o0 o0 [OBNORNO]
1 pg/ul 10 pg/ul 1 g/l 10 pg/ul 1 pg/ul 10 pg/ul

24h 48h 72h



Ergebnisse 41

Cc Kombination (AEW541, Erlotinib)
1,0 1 -
b= M
-~
0,8 4 i‘@ é Q P ' - =
QE T - - -
c -+ -
(e} - - E* . ]
= ha o = '
= o 15 . N .
Q ' ' ' ' '
% -5 - a . -, - ! ! - -
o -~ ' R
° DA -+ -+ .
2 0,4 -~
©
© : ;
x Koeffizienten mit signifikantem P-Wert -+ -~ \
Koef  P-Wert -
Dauer 48 h 0,32 | 0,008 -
Dauer 72 h -0,72 | 3e?
G13D, Dauer 72 h -0,43 | 0,024 '
0,2 1 -
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
$288F3088F388F38833883388
O oo [OBNORNG] o oo o 0o o oo [OBNOGRNV]

TuUM,1ug/pl - 10uM,10pg/pl - 1uM,1ug/ul - 10uM,10pg/pl - 1pM,1ug/ul - 10uM,10ug/ul

24h 48h 72h

Abbildung 14: Relative Proliferation der KRK-Zelllinien SW48 KRAS-wt, SW48 KRAS-G12V,
SW48 KRAS-G12D und SW48 KRAS-G13D nach Behandlung mit AEW541 (A), Erlotinib (B)
und der Kombination von AEW541 und Erlotinib (C). Die dargestellten Zelllinien wurden mit
den angegebenen Konzentrationen der Inhibitoren behandelt und nach 24, 48 und 72 Stunden das
Zellwachstum im MTT-Assay gemessen. A) Es zeigte sich, dass eine Behandlung mit AEW541 eine
signifikant negative Wirkung auf das Zellwachstum aller Zelllinien nach 48 Stunden und 72 Stunden
Behandlung unabhingig von der Konzentration hatte. B) Die Behandlung mit Erlotinib zeigte auf
alle getesteten Zelllinien tiber die Zeit (48 Stunden und 72 Stunden) eine signifikant negative Wirkung
auf das Zellwachstum. Die Zelllinie SW48 KRAS-G12D reagierte nach 72 Stunden Behandlung
signifikant weniger sensitiv. Hingegen erwies sich die Zelllinie SW48 KRAS-G13D als signifikant
sensitiver auf diese Therapie. C) Ebenfalls zeigte eine Kombinationstherapie auf alle Zelllinien
signifikant eine negative Wirkung tiber die Zeit (48 und 72 Stunden). Hier erwies sich die Zelllinie
SW48 KRAS-G13D als signifikant sensitiver tiber 72 Stunden Behandlungszeit. Die Abbildungen
zeigen Boxplots mit den relativen Proliferationswerten aus drei unabhingigen Experimenten. Als
statistischer Test wurde ein lineares Modell mit den logarithmischen relativen Proliferationswerten
als abhingige Variable und mit Replikat, Konzentration, Zelllinie und Behandlungszeit als
Einflussgrofen sowie den Interaktionstermen aus Konzentration, Zelllinie und Behandlungszeit
gefittet. In den Tabellen wurden nur Koeffizienten (Koef) mit signifikanten P-Werten angegeben.

3.4 Der Einfluss der KRAS-Mutationen in KRK-Zellen auf eine 5-FU-
basierende kombinierte Radiochemotherapie in Anwesenheit von

Rezeptortyrosinkinase-Inhibitoren
Die KRK-Zelllinien SW48 KRAS-wt, SW48 KRAS-G12V, SW48 KRAS-G12D und SW48
KRAS-G13D wurden im folgenden Experiment mit einer 5-FU-basierenden kombinierten
Radiochemotherapie in Anwesenheit der RTK-Inhibitoren Erlotinib und AEWS541

behandelt und mittels Koloniebildungsassays miteinander verglichen. Das dem Versuch
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zugrundeliegende Therapieschema ist der Abbildung 6 in Material und Methoden Punkt 2.2.6
zu entnehmen.

In Abbildung 15 wurde zunichst die Uberlebensrate der verschiedenen KRAS-mutierten
Zelllinien bezogen auf den Wildtyp ohne Bestrahlung dargestellt. Es ist zu erkennen, dass
die Zelllinien mit KRAS-Mutationen im Uberleben ohne RCT keine signifikanten
Unterschiede zum Wildtyp aufwiesen, womit eine Vergleichbarkeit der nachfolgenden

Experimente gewihrleistet war.
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Abbildung 15: Vergleich der Uberlebensrate der Zelllinien SW48 KRAS-wt, SW48 KRAS-
G12V, SW48 KRAS-G12D und SW48 KRAS-G13D in Anwesenheit von DMSO, ohne
kombinierte Radiochemotherapie. Die Zelllinien mit KRAS-Mutationen wiesen im Uberleben
ohne RCT keine signifikanten Unterschiede zum Wildtyp auf. Die Uberlebensraten der dargestellten
Zelllinien aus drei unabhingigen Experimenten wurden auf die Zelllinie SW48 KRAS-wt bezogen
und in einem Boxplot dargestellt. P-Werte wurden durch einen Einstichproben t-Test auf den
logarithmierten Uberlebensraten berechnet.



Ergebnisse 43

In Abbildung 16 wurden die Uberlebensraten nach der Behandlung einer kombinierten
Radiochemotherapie mit der Kontrollsubstanz DMSO (Abb. 16A), den RTK-Inhibitoren
AEW541 (Abb. 16B), Erlotinib (Abb. 16C) und deren Kombination (Abb. 16D)
zusammengefasst dargestellt und der Effekt von den verschiedenen Zelllinien, 5-FU und
Bestrahlung fiir jede Behandlung einzeln betrachtet. Die Uberlebensraten standen relativ zur
Kontrollprobe SW48 KRAS-Wildtyp unter DMSO und 0 Gy. Unter DMSO (A), AEW541
(B) und Erlotinib (C) hatten alle Behandlungsdosen von 1Gy bis 4Gy signifikant einen
negativen Effekt auf das Uberleben aller getesteten Zelllinien. Hingegen zeigte die
Behandlung mit 5-FU keine signifikanten Unterschiede. Die Betrachtung des Einflusses des
Mutationsstatus von KRAS auf die Behandlung mit RTK-Inhibitor zusitzlich zu der
kombinierten RCT zeigte, dass lediglich die Zelllinie SW48 KRAS-G12V unter Erlotinib
signifikant sensitiver reagierte (Abb. 16C). Die Zelllinie SW48 KRAS-G12D erwies sich als

signifikant resistenter unter einer Kombinationstherapie (Abb. 16D).
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D Kombination (AEW541, Erlotinib)
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Abbildung 16: Uberlebensraten nach einer kombinierten Radiochemotherapie mit entweder
DMSO (A), AEW541 (B), Erlotinib (C) oder der Kombination aus AEW541 und Erlotinib
(D). Betrachtet wurde der Effekt der Rezeptortyrosinkinaseinhibitoren auf die verschiedenen
Zelllinien SW48 KRAS-wt, SW48 KRAS-G12V, SW48 KRAS-G12D und SW48 KRAS-G13D, 5-
FU und die Bestrahlung. Es ist zu sehen, dass unter DMSO (A), AEW541 (B) und Exlotinib (C) die
Bestrahlungsdosen von 1Gy bis 4 Gy signifikant einen negativen Effekt auf die Koloniebildung aller
getesteten Zellen hatten. Dabei weist der absteigende Koeffizient darauf hin, dass je stirker die Dosis
desto stirker der negative Effekt auf das Uberleben der Zellen war. Allein SW48 KRAS-G12V
reagierte signifikant sensitiver auf eine kombinierte RCT unter Erlotinib (C). Unter einer
Kombinationstherapie (D) hatten die Bestrahlungsdosen 2 Gy bis 4 Gy einen signifikant negativen
Effekt auf das Wachstum der getesteten Zellen. Die Zelllinie SW48 KRAS-G12D erwies sich
darunter als signifikant resistenter als die anderen Zelllinien. Abgebildet wurden Boxplots mit den
Ubetlebensraten aus drei unabhingigen Experimenten (Koloniebildungsassay). Als statistischer Test
wurde ein lineares Modell mit den logarithmischen relativen Uberlebensraten als abhingige Variable
und mit Replikat, Zelllinie, 5-FU und Bestrahlung als Einflussgroen sowie den Interaktionstermen
aus Zelllinie, 5-FU und Gy gefittet. In der Tabelle wurden nur Koeffizienten mit signifikanten P-
Werten angegeben.

In den Abbildungen 17 und 18 wurden die Uberlebensraten nach Bestrahlung mit und ohne
5-FU zusammengefasst dargestellt und der Behandlungseffekt von den RTK-Inhibitoren
AEW541, Erlotinib und der Kombinationstherapie betrachtet. Dargestellt wurden
Uberlebensraten der Zelllinien SW48 KRAS-wt, SW48 KRAS-G12V, SW48 KRAS-G12D
und SW48 KRAS-G13D relativ zur Kontrollprobe SW48 KRAS-wt unter DMSO
Behandlung bei 0 Gy ohne 5-FU.

Die Abbildung 17 zeigt die Behandlung der Zelllinien SW48 KRAS-wt, SW48 KRAS-G12V,
SW48 KRAS-G12D und SW48 KRAS-G13D mit 1 Gy (A), 2 Gy (B), 3 Gy (C) und 4 Gy
(D) ohne 5-FU in Anwesenheit von DMSO, AEW541, Erlotinib und der Kombination aus
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AEW541 und Erlotinib. Hier zeigte sich ein signifikant negativer Effekt auf das Uberleben
aller Zelllinien bei 1 Gy, 2 Gy, 3 Gy und 4 Gy unter AEW541 und der Kombination aus
AEW541 und Erlotinib. Die Kombinationstherapie stellte sich als sensitiver dar als die
alleinige Behandlung mit AEW541. Erlotinib alleine zeigte keinen signifikanten Effekt auf
das Uberleben der Zellen. Die Zelllinie SW48 KRAS-G12D reagierte bei allen Strahlendosen
signifikant weniger sensitiv auf die Behandlung mit AEW541 alleine als auf die Kombination
aus AEW541 und Erlotinib. Hingegen erwies sich die Zelllinie SW48 KRAS-G13D bei 1 Gy,
2 Gy und 3 Gy als signifikant sensitiver auf eine Kombinationsbehandlung aus AEW541 und

Erlotinib.
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Abbildung 17: Uberlebensraten nach der Behandlung mit 1 Gy (A), 2 Gy (B), 3 Gy (C) und 4
Gy (D) ohne 5-FU in Anwesenheit von DMSO, AEW541, Erlotinib und einer
Kombinationstherapie aus AEW541 und Erlotinib. Die Behandlung bei 1 Gy (A), 2 Gy (B), 3
Gy (C) und 4 Gy (D) hatte sowohl mit AEW541 als auch mit der Kombination aus AEW541 und
Erlotinib signifikant einen negativen Einfluss auf das Ubetleben aller getesteten Zelllinien. Die
Kombinationstherapie hatte mit einem hoheren negativen Koeffizienten einen stirkeren Effekt als
die alleinige Therapie mit nur AEW541. Die Zelllinie SW48 KRAS-G12D reagierte bei der
Behandlung mit 1 Gy (A), 2 Gy (B), 3 Gy (C) und 4 Gy (D) sowohl in Anwesenheit von AEW541
und als auch von der Kombinationstherapie signifikant mit einem positiven Koeffizienten und somit
resistenter als alle anderen getesteten Zelllinien. Hier wiederum wies die Kombinationstherapie einen
hoheren Koeffizienten als AEW541 auf und war somit resistenter. Bei der Zelllinie SW48 KRAS-
G13D sprach die Kombinationsbehandlung bei 1 Gy (A), 2 Gy (B) und 3 Gy (C) signifikant
sensitiver an als bei allen anderen getesteten Zelllinien. Bei allen Bestrahlungsdosen hatte Erlotinib
alleine keinen signifikanten Behandlungseffekt. Die Ubetlebensraten der dargestellten Zelllinien aus
drei unabhingigen Experimenten wurden auf die Zelllinie SW48 KRAS-wt unter der Behandlung 0
Gy ohne 5-FU und DMSO bezogen und in einem Boxplot dargestellt. Als statistischer Test wurde
ein lineares Modell mit den logarithmischen relativen Ubetlebensraten als abhingige Variable und
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mit Replikat, Zelllinie und Behandlung als Einflussgréien sowie den Interaktionstermen aus Zelllinie
und Behandlung gefittet. Es wurden nur Koeftizienten mit signifikanten P-Wert in der Tabelle
angegeben. P-Werte wurden durch einen Finstichproben t-Test auf den logarithmierten
Uberlebensraten berechnet.

Die Abbildung 18 zeigt die 5-FU-basierte kombinierte Radiochemotherapie mit 1 Gy (A), 2
Gy B), 3 Gy (C) und 4 Gy (D) in Anwesenheit von DMSO, AEW541, Erlotinib und der
Kombination aus AEW541 und Erlotinib. Es zeigte sich ein signifikant negativer Effekt auf
das Uberleben aller Zelllinien bei 1 Gy, 2 Gy, 3 Gy und 4 Gy unter AEW541 und der
Kombination aus AEW541 und Erlotinib. Erlotinib alleine zeigte hier ebenfalls keinen
signifikanten Effekt auf das Uberleben der Zellen. Die Zelllinie SW48 KRAS-G12D reagierte
bei allen Bestrahlungsdosen signifikant weniger sensitiv auf die Behandlung mit AEW541
alleine und die Kombination aus AEW541 und Etlotinib. Die Zelllinie SW48 KRAS-G13D
erwies sich bei allen Bestrahlungsdosen als signifikant sensitiver auf eine

Kombinationsbehandlung aus AEW541 und Erlotinib.
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Abbildung 18: Uberlebensraten nach einer 5-FU-basierenden kombinierten
Radiochemotherapie mit 1 Gy (A), 2 Gy (B), 3 Gy (C) und 4 Gy (D) in Anwesenheit von
DMSO, AEW541, Erlotinib und einer Kombinationstherapie aus AEW541 und Erlotinib. Die
Ubetlebensraten der dargestellten Zelllinien aus drei unabhingigen Expetimenten wurden auf die
Zelllinie SW48 KRAS-wt unter der Behandlung 0 Gy ohne 5-FU und DMSO bezogen und in
Boxplots dargestellt. Die Behandlung bei 1 Gy (A), 2 Gy (B), 3 Gy (C) und 4 Gy (D) hatte sowohl
mit AEW541 als auch mit der Kombination aus AEW541 und Exlotinib signifikant einen negativen
Einfluss auf das Uberleben aller getesteten Zelllinien. Die Kombinationstherapie hatte mit einem
hoheren negativen Koeffizienten einen stirkeren Effekt als die alleinige Therapie mit nur AEW541.
Die Zelllinie SW48 KRAS-G12D reagierte bei der Behandlung mit 1 Gy (A), 2 Gy (B), 3 Gy (C)
und 4 Gy (D) sowohl in Anwesenheit von AEW541 als auch von der Kombinationstherapie
signifikant mit einem positiven Koeffizienten und somit resistenter als alle anderen getesteten
Zelllinien. Hier wiederum wies die Kombinationstherapie einen héheren Koeffizienten als AEW541
auf und war somit resistenter. Bei der Zelllinie SW48 KRAS-G13D sprach die
Kombinationsbehandlung bei 1 Gy (A), 2 Gy (B), 3 Gy (C) und 4 Gy (D) signifikant sensitiver an
als bei allen anderen getesteten Zelllinien. Bei allen Bestrahlungsdosen hatte Erlotinib alleine keinen
signifikanten Behandlungseffekt. Als statistischer Test wurde ein lineares Modell mit den
logarithmischen relativen Ubetlebensraten als abhingige Variable und mit Replikat, Zelllinie und
Behandlung als Einflussgrofien sowie den Interaktionstermen aus Zelllinie und Behandlung gefittet.
Es wurden nur Koeffizienten mit signifikantem P-Wert in der Tabelle angegeben. P-Werte wurden
durch einen Einstichproben t-Test auf den logarithmierten Ubetlebensraten berechnet.
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Zielsetzung dieser Arbeit war, den Einfluss verschiedener KRAS-Mutationen in der
kolorektalen Karzinomzelllinie SW48 auf das Ansprechen einer 5-Fluorouracil basierenden
Radiochemotherapie in der Gegenwart von Rezeptortyrosinkinaseinhibitoren zu
untersuchen.

Der Hypothese folgend, dass KRAS-Mutationen zu einer dauerhaften Aktivierung des
Signalkaskadensystems fithren und nachhaltig die Zellregulationen und das biologische
Verhalten der Tumore beeinflussen, wurden zu Beginn dieser Arbeit die kolorektalen
Karzinomzelllinien SW48 KRAS-wt, KRAS-G12V, KRAS-G12D und KRAS G13D in
Proliferations-, Migrations- und Invasionsassays miteinander verglichen.

In den durchgefiihrten Proliferationsassays konnten keine signifikanten Unterschiede im
Wachstumsverhalten der KRAS-wt Zelllinie und den KRAS-mutierten Zelllinien gesehen
werden. Im Migrationsverhalten zeigten sich jedoch signifikante Unterschiede. Die Zelllinie
SW48 KRAS-G12V zeigte gegentiber den Zelllinien SW48 KRAS-wt, SW48 KRAS-G12D
und SW48 KRAS G13D ein signifikant stirkeres Migrationsverhalten. Zur Beurteilung der
Zellaggressivitit wurden die Zelllinien in Invasionsassays miteinander verglichen. Hier zeigte
sich ein signifikanter Unterschied zwischen einerseits allen getesteten KRAS-mutierten
Zellen gegeniiber der Wildtyp-Zelllinie und andererseits zwischen den Zelllinien mit
verschiedenen KRAS-Mutationen. Die SW48-Zellen mit der Mutation G12V zeigten ein
invasiveres Verhalten als die Zelllinien mit den Mutationen G12D und G13D.

Weiter sollten anhand von Western-Blot-Analysen Unterschiede im Expressionslevel der
Rezeptortyrosinkinasen EGFR und IGF-1R, den nachgeschalteten Signalwegskomponenten
ERK und AKT als wichtige Vertreter des MAPK- und PI3K-Signalweges, und deren
Phosphorylierungsstatus als Aktivitdtszustand detektiert werden. Hier konnten zwischen der
KRAS-Wildtyp-Zelllinie und den KRAS-mutierten Zelllinien keine Unterschiede sowohl im
Expressionslevel von EGFR, IGF-1R, ERK und AKT als auch im phosphorylierten
Aktivierungszustand pERK und pAKT gesehen werden. Nachfolgend wurden die Zellen
mit unterschiedlichen Stimulanzien (1), mit aufsteigenden Konzentrationen von FKS (2) und
unterschiedlichen FKS-Expositionszeiten (3) behandelt und der Phosphorylierungszustand
als Aktivititsparameter von ERK und AKT in Western-Blot-Analysen untersucht.

1) Als Stimulanzien wurden FKS, EGF und IGF eingesetzt. Es konnte bei der Stimulation
der verschiedenen Substanzen kein Unterschied im Phosphorylierungsstatus von ERK

zwischen den Zelllinien erkannt werden. Insgesamt zeigte sich hier EGF als stirkste
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Stimulanz. FKS rief im Vergleich zu der Kontrolle bei der Phosphorylierung von AKT keine
starkere Intensitdt hervor, hingegen zeigte sich unter EGF, mit Ausnahme bei G12D, und
IGF bei der Phosphorylierung von AKT eine ausgeprigte Intensitit.

2) FKS fihrte in aufsteigenden Konzentrationen zu einer Zunahme der Phosphorylierung
von ERK. FKS, auch in hoher Konzentration, konnte allerdings nicht zu einer Aktivierung
von AKT fithren. Ein Unterschied zwischen KRAS-wt und den KRAS-mutierten Zellen
konnte in diesem Versuch nicht gesehen werden.

3) Die Zellen wurden zeitlich aufsteigend mit 10 % FKS stimuliert. Die Wildtyp-Zelllinien
und Zellen mit der KRAS-G13D-Mutation zeigten nach der 10-miniitigen Stimulation die
starkste Intensitit der Phosphorylierung von ERK. Bei den beiden anderen getesteten
Zelllinien (KRAS-G12V und KRAS-G12D) wurde nach 30 min die stirkste Stimulation
detektiert. AusschlieBlich bei der Zelllinie KRAS-G13D konnte eine Stimulation nach 1, 4
und 8 Stunden bei der Phosphorylierung von AKT gesehen werden.

Nach den Untersuchungen des biologischen Verhaltens wurden die Zellen mit den
Rezeptortyrosinkinaseinhibitoren AEW541(1), Erlotinib (2) und deren Kombination (3) in
niedriger und hoher Dosierung behandelt und die Wirkung der Behandlung auf die
verschiedenen Zelllinien anhand von Proliferationsassays untersucht.

1) AEW541 inhibierte das Zellwachstum aller Zelllinien nach 48 Stunden und 72 Stunden in
beiden Dosierungen (1 uM und 10 uM) signifikant.

2) Erlotinib zeigte ebenfalls in beiden Dosierungen (1 pg/pl und 10 pg/pl) eine signifikant
negative Wirkung auf das Zellwachstum aller Zelllinien. Allerdings reagierte die KRAS-
G12D-Mutation nach 72 Stunden auf die Behandlung signifikant weniger sensitiv. Die
Mutation KRAS-G13D reagierte auf die 72-stindige Behandlung hingegen signifikant
sensitiver als die anderen Zelllinien.

3) Unter der Kombinationstherapie mit AEW541 und Erlotinib zeigte sich auf alle Zelllinien
eine signifikant negative Wirkung. Die Mutation KRAS-G13D reagierte hier nach 72
Stunden Behandlungszeit signifikant sensitiver als die tibrigen Zelllinien.

Aus klinischen Daten ist ersichtlich, dass es beim KRK zwischen den verschiedenen KRAS-
Mutationen bzw. gegeniiber dem KRAS-Wildtyp groe Unterschiede in der Prognose und
Tumorprogression und somit unterschiedliche therapeutische Konzepte gibt. Zum
Abschluss der Arbeit wurden deshalb in Koloniebildungsassays die Zelllinien einer
kombinierten Radiochemotherapie unterzogen. In diesen Versuchen sollte modellhaft eine
neoadjuvante Therapie beim fortgeschrittenen Rektumkarzinom simuliert werden und
Unterschiede auf das Ansprechen der verschiedenen Therapieoptionen zwischen der SW48

KRAS-wt Zelllinien und den SW48 KRAS-G12V, SW48 KRAS-G12D und SW48 KRAS-



Diskussion 53

G12D untersucht werden. Zusitzlich sollte der Einfluss der
Rezeptortyrosinkinaseinhibitoren AEW541 und/oder Etlotinib im Rahmen der
Radiochemotherapie untersucht werden. Zu Beginn der Versuchsreihe mit den
Koloniebildungsassays wurde die Uberlebensrate zwischen den Zelllinien SW48 KRAS-wt,
SW48 KRAS-G12V, SW48 KRAS-G12D und SW48 KRAS-G13D in Anwesenheit von
DMSO ohne kombinierte Radiochemotherapie verglichen. Die Zelllinien mit KRAS-
Mutationen zeigten im Uberleben ohne RCT keine signifikanten Unterschiede zum Wildtyp.
In den folgenden Koloniebildungsassays wurden folgende Fragen untersucht:

1.) Wie wirkt sich der Effekt der RTK-Inhibitoren auf die verschiedenen Zelllinien, das 5-
FU und die Bestrahlung aus.

2.) Wie wirkt die Bestrahlung ohne 5-FU auf die RTK-Inhibitoren und die verschiedenen
Zelllinien.

3.) Wie wirkt die auf 5-FU basierte kombinierte Radiochemotherapie auf die RTK-
Inhibitoren und die verschiedenen Zelllinien.

Zu 1.): Sowohl unter der Kontrolle mit DMSO als auch unter der Therapie mit AEW541
und Erlotinib hatten die Bestrahlungsdosen von 1 Gy bis 4 Gy einen signifikant negativen
Effekt auf die Koloniebildung aller Zelllinien. Lediglich die KRAS-G12V-Mutation reagierte
signifikant sensitiver auf eine kombinierte RCT und Erlotinib. Die Bestrahlungsdosen von 2
Gy bis 4 Gy hatten unter der Kombinationstherapie einen signifikant negativen Effekt auf
das Zelliberleben. Unter dieser Kombinationstherapie war die KRAS-G12D-Mutation
signifikant resistenter als die tibrigen getesteten Zelllinien.

Zu 2.) Die Radiotherapie hatte mit AEW541 und der Kombination aus AEW541 und
Erlotinib signifikant einen negativen Einfluss auf das Uberleben aller getesteten Zelllinien.
Die Kombinationstherapie zeigte einen stirkeren Effekt als die alleinige Therapie mit nur
AEW541. Die Zellen mit der KRAS-G12D-Mutation reagierten bei allen Bestrahlungsdosen
unter AEW541 und unter der Kombinationstherapie signifikant resistenter als alle anderen
getesteten  Zelllinien. Die  Zelllinie SW48 KRAS-G13D  sprach auf die
Kombinationsbehandlung von 1 Gy bis 3 Gy signifikant sensitiver an als alle anderen
Zelllinien. Bei allen Bestrahlungsdosen hatte Erlotinib alleine keinen signifikanten
Behandlungseffekt.

Zu 3.) Die 5-FU basierte Radiochemotherapie hatte bei allen Bestrahlungsdosen sowohl mit
AEW541 als auch mit der Kombination aus AEW541 und Erlotinib einen signifikant
negativen Einfluss auf das Uberleben aller getesteten Zelllinien. Die Kombinationstherapie
hatte hier einen stirkeren Effekt als die alleinige Therapie mit nur AEW541. Die Zelllinie
SW48 KRAS-G12D reagierte bei allen Bestrahlungsdosen sowohl unter AEW541 als auch
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unter der Kombinationstherapie resistenter als alle anderen getesteten Zelllinien. Hier
wiederum war die Kombinationstherapie weniger effektiv als AEW541. Bei den Zellen mit
KRAS-G13D-Mutation sprach die Kombinationsbehandlung bei allen Bestrahlungsdosen
signifikant besser an als bei allen anderen getesteten Zelllinien. Auch unter der kombinierten

Radiochemotherapie hatte Erlotinib alleine keinen signifikanten Behandlungseffekt.

4.2  Das biologische Verhalten der verschiedenen Zelllinien in vitro

verglichen mit klinischen Daten

Im Hinblick auf das Wachstumsverhalten, gemessen in Proliferationsassays, zeigten die
SW48 KRAS-G12V-, SW48 KRAS-G12D- und SW48 KRAS-G13D-Zelllinien verglichen
mit der Wildtypzelllinie SW48 KRAS keinen Unterschied.

Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu wissenschaftlichen Erkenntnissen, dass KRAS-
Mutationen zu einer unkontrolliert nachfolgenden konstitutiven Aktivierung der Signalwege
fihrt und u. a. das Wachstum der Zellen férdert (Marshall 1991; Guerra et al. 2003; Tuveson
et al. 2004). Die KRAS-Mutationen in den kolorektalen Karzinomzelllinien SW48 liegen
jeweils auf einem Allel vor, so dass die Zellen somit heterozygot fir die entsprechende
Mutation sind. Die jeweilige KRAS-Mutation in den Zelllinien wurde tber homologe
Rekombination eingefiigt, um eine stabile Expression vom endogenen Promotor und somit
eines entsprechenden KRAS-Proteins zu gewahrleisten. Vartanian et al. (2013) zeigten in
ithrer Arbeit, dass trotz KRAS-Mutation (G13D) und unterschiedlicher Stimulation mit FKS
und EGF bei insgesamt erhohter RAS-GTPase-Aktivitit keine Intensititsunterschiede in der
Expression von KRAS-gebundenem GTP zwischen der SW48 KRAS-Wildtypzelllinie und
der SW48-Zelllinie mit der KRAS-Mutation G13D vorlagen. Dieser Versuch lisst zunichst
daran zweifeln, dass die heterozygot vorliegende KRAS-Mutation der Zelllinie SW48 KRAS-
G13D einen stindigen aktiven Zustand einnimmt bzw. die vorhandene Menge an GTP nicht
an der KRAS Isoform, sondern an den anderen RAS Isoformen bindet. In
Proliferationsassays beobachteten sie bei der Zelllinie SW48 mit KRAS-Mutation (G13D)
allenfalls einen geringfiigicen Wachstumsunterschied zu den KRAS-Wildtyp-Zellen. Eine
Aussage Uber signifikante Wachstumsunterschiede wurden hier allerdings nicht getatigt. Des
Weiteren ist erkennbar, dass der Wachstumsunterschied erst nach tiber ca. 100 Stunden im
Wachstumsmedium auftrat. In unserem Proliferationsversuch lag die maximale
Expositionszeit bei 72 Stunden. Zu prifen ist, ob sich durch eine noch lingere
Inkubationszeit auch Wachstumsunterschiede zwischen den Wildtypzellen und den bei uns

getesteten KRAS-mutierten Zellen zeigen lassen.
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Histopathologische Untersuchungen von verschiedenen soliden Tumoren einschlief3lich des
Kolonkarzinoms deuten darauf hin, dass durch KRAS-Mutationen noch vor einer
gesteigerten Proliferation eine ausgeprigte Metaplasie einsetzt (Kiyokawa und Minato 2014).
Interessanterweise zeigten sich in unseren In-vitro-Experimenten im Gegensatz zu den
Proliferationsassays im Migrations- und Invasionsassay signifikante Unterschiede zwischen
den getesteten Zelllinien. Als Modell fir die Zellmotilitit diente der Migrationsassay. Im
Assay werden diejenigen Zellen, die sich erfolgreich entlang eines FKS-Gradienten durch
eine porenreiche PET-Membran bewegten, gefirbt und ausgezihlt. Hier prisentierte die
Zelllinie SW48 KRAS-G12V als einzige der getesteten mutierten Zelllinien einen
signifikanten Migrationsunterschied gegentiber der Wildtypzelllinie. Auffallend war
insbesondere, dass sich die Zelllinie SW48 KRAS-G12V auch im Invasionsassay als aktivste
Zelllinie zeigte, wobei hier auch die Zelllinien SW48 KRAS-G12D und -G13D eine
signifikant gesteigerte Invasivitit gegeniiber der Wildtypzelllinie zeigten. Die lamininreiche
Extrazellulirmatrix im Invasionsassay, durch die die Zellen infiltrieren mussen, sollte hier die
Basalmembran eines Hohlorganes simulieren. So zeigten Monticone et al. (2008) in ihrer
Arbeit, dass in mit KRAS-G12V transfizierten Colo741-Zellen eine Deregulierung
verschiedener Gene nachgewiesen werden konnte, was zu einer Hemmung der Apoptose
und durch Interleukin-8 verstirkten Angiogenese fithrte, resultierend in einem aggressiveren
Phinotyp. Rachagani et al. (2011) beschrieben in einem Nacktmausmodell, dass in den
Miusen mit orthotoper Transplantation von KRAS-G12D  ausgeschalteten
Pankreaskarzinomzelllinien eine niedrigere Inzidenz von Metastasen auftrat. Die KRAS-
G12D ausgeschalteten Zellen zeigten 7z vitro ebenso eine signifikante Abnahme der Motilitit,
Invasion und Proliferation. Zellen mit einer KRAS-G12V-Mutation scheinen ein etwas
hoéheres lymphogenes Metastasierungspotential zu haben als diejenigen mit einer KRAS-
G13D-Mutation. Nach orthotoper Injektion von SW48 KRAS-G12V und KRAS-G13D
Zelllinien in das Coecum von Miusen war der Prozentsatz der Tiere, die
Lymphknotenmetastasen entwickelten, mit KRAS-G12V hoher als mit KRAS-G13D
Mutation (Alamo et al. 2015). Genannte Arbeit erhirtet unsere erzielten In-vitro-Ergebnisse
im Migrations- und Invasionsassay, wonach die kolorektale Karzinomzelllinie SW48 KRAS-
G12V ein signifikant stirkeres Migrations- und Invasionsverhalten als die tibrig getesteten

Zelllinien aufzeigte.
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Tabelle 21: Vereinfachte Darstellung der Ergebnisse des Migrations- und Invasionsassays
der SW48-Zellen im Vergleich mit experimentellen Arbeiten in der Literatur.
Zeichenerklirung: - bedeutet kein Unterschied des Zellverhaltens. Pfeil nach oben: Stirkere

Aggressivitit. Pfeil nach unten: Schwichere Aggressivitit. Je mehr Pfeile, desto aggressiver verhalten
sich die Zellen

KRAS-wt KRAS-G12V | KRAS-G12D | KRAS-G13D
Migrationsassay: - 1 - -
Invasionsassay: - 111 1 1
Literatur
(Moticone et al. 2008) U
Literatur
(Rachagani et al. 2011) !
Literatur
(Alamo et al. 2015) LA 1]

Aus Patientendaten ist immer deutlicher zu sehen, dass Metastasenbildung, Prognose und
Therapieansprechen abhingig vom KRAS-Mutationsstatus ist. Allerdings wird der Effekt
der einzelnen KRAS-Mutationen auf das Tumorstadium, Prognose und Therapieansprechen
noch kontrovers in der Literatur diskutiert.

Li¢vre et. al (2008) veroffentlichten eine Arbeit, in der Tumorgewebe von 89 Patienten mit
metastasiertem KRK, die ein Therapieversagen auf eine Irinotecan basierte Chemotherapie
hatten und folglich mit Cetuximab behandelt wurden, auf eine KRAS-Mutation untersucht
wurde. Analysiert wurde der Zusammenhang zwischen KRAS-Mutationen und
Tumoransprechen, progressionsfreiem Uberleben und Gesamtiiberleben. Das Ergebnis war,
dass Patienten mit einer KRAS-Mutation signifikant ein niedrigeres progressionsfreies
Uberleben hatten. Als die Daten der 89 Patienten mit Patientendaten einer vorherigen Studie
zusammengefihrt wurden, zeigten die Ergebnisse, dass der KRAS-Mutationsstatus ein
unabhingiger prognostischer Faktor war, der mit dem Gesamtiberleben und
progressionsfreien Uberleben assoziiert war. Eine gréBere zusammengefasste Analyse von
finf randomisierten Studien mit insgesamt 1239 Patienten zeigte ebenfalls ein niedrigeres
progressionsfreies Uberleben (PFS) und Gesamtiiberleben (OS) bei Patienten mit KRAS-
Mutation. Diese Studie betrachtete auch die verschiedenen KRAS-Mutationen und deren
Unterschiede in Bezug auf OS und PFS. Hervorzuheben war hier die KRAS-G12C Mutation,
welche signifikant mit einem niedrigeren OS gegentiber den nicht mutierten KRAS Trigern
assozilert war (Modest et al. 2016).  Aus noch unverbffentlichten Daten eines
Patientenkollektivs (n = 318) unserer Arbeitsgruppe gemeinsam mit Prof. Dr. med. J.
Gaedcke, Universititsmedizin Gottingen, ging hervor, dass der Anteil von KRAS-
Mutationen im Rektumkarzinom mit 40,2 % (n = 128) gegeniiber den 59,8 % (n = 190) mit
dem KRAS-Wildtyp wie erwartet bei den in der Literatur beschriebenen Zahlen liegt. Die
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drei héiufigsten Mutationen waren demnach die Mutation G12D mit 10,7 % (n = 34), gefolgt
von der Mutation G13D mit 7,2 % (n = 23) und G12V mit 5 % (n = 16). In den iibrigen
17,3 % Patienten (n = 55) fanden sich seltene Mutationen in den Exons 2, 3 und 4 des KRAS-
Gens. In der Differenzierung der drei haufigsten KRAS-Mutationen (G13D, G12D und
G12V) stellte sich die Mutation G12V als signifikant mit der am schlechtesten Prognose dar.
Imamura et al. (2012) ver6ffentlichten Daten eines Patientenkollektivs, wonach die
Patienten, die an einem kolorektalen Karzinom mit KRAS-Mutation in Kodon 12 und
BRAF-wt erkrankt waren, gegentiber Patienten mit KRAS-wt und BRAF-wt eine signifikant
hohere Mortalitit aufwiesen. Patienten mit einer Mutation in Kodon 13 hatten keine
signifikant schlechtere Prognose gegentiiber den Patienten mit KRAS-wt und BRAF-wt.
Unter den getesteten KRAS-Mutationen zeigte die KRAS-Mutation G12V eine signifikant
hoéhere kolorektale Krebs-spezifische Mortalitit im Vergleich zu den KRAS-wt Fillen. In
einer retrospektiven Studie an 841 Patienten mit einem NSCLC war die KRAS-Mutation
G12V sowohl mit einem schlechteren Uberleben assoziiert als auch mit einem kiirzeren
rezidivireien Zeitraum (Renaud et al. 2015). In mehreren unabhingigen Arbeiten erwies sich
somit die KRAS-Mutation G12V als die prognostisch ungiinstigste Mutation. Andere
Arbeiten identifizierten KRAS-Mutationen in Kodon 13 aggressiver als Mutationen in
Kodon 12. So legten Daten aus einem populationsbasiertem Patientenkollektiv mit 1018
Patienten mit einem metastasierten KRK nahe, dass es einen signifikanten Unterschied
zwischen dem KRAS-Wildtyp und den in Kodon 12 und Kodon 13 mutierten Tumoren
hinsichtlich einer Lymphknotenmetastasierung und Organmetastasierung gibt. In diesem
Kollektiv erwiesen sich die metastasierten KRKs mit einer Mutation in Kodon 13 im
Gegensatz zu den in Kodon 12 mutierten KRKs als klinisch aggressiver in Form eines
vermehrten Auftreten von lokoregioniren Metastasen und Fernmetastasen (Modest et al.
2011).

Die Daten aus unseren Migrations- und Invasionsassays stehen im Gegensatz zu eben
genannter Publikation, wonach Mutationen in Kodon 13 als aggressivere Mutation
beschrieben wurden. Weshalb einzelne KRAS-Mutationen sich im biologischen Verhalten
erheblich und signifikant unterschiedlich verhalten, bedarf weiterer Differenzierung auf
molekulargenetischer Ebene. Die unterschiedlichen und teilweise auch kontriren Daten
zeigen auch, dass es weitere noch aussagekriftigere Studien geben und weiterhin verstarkt
auf den individuellen KRAS-Mutationsstatus geachtet werden muss und nicht nur auf die
Unterscheidung KRAS-Mutation oder KRAS-Wildtyp. Die Gruppe der KRK ist also
offensichtlich heterogen und in Abhingigkeit vom KRAS-Status klinisch unterschiedlich.
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4.3 Der Einfluss von KRAS-Mutationen auf die Aktivitit der

nachfolgenden Signalkaskaden MAPK und PI3K
KRAS hat eine Schlisselstellung in der Regulierung von Zellfunktionen und in der

Karzinogenese von soliden Tumoren und dem kolorektalen Karzinom im Speziellen.
Mutationen in KRAS beeinflussen in unterschiedlicher Weise das biologische Verhalten von
Tumorzellen und gelten als prognostische Marker fir das Ansprechen einer zielgerichteten
Antikoérpertherapie. Akzeptiert ist, dass Patienten mit einem Wildtyp-Status in KRAS von
ciner anti-EGFR-Therapie mit Cetuximab und Panitumumab profitieren. Kolorektale
Karzinome mit KRAS-Mutation zeigen auf diese Therapie kein Ansprechen.
Dementsprechend gelten die aktuellen therapeutischen Empfehlungen.

Eine molekularbiologische Erklirung fir eine Tumor- und Karzinomentwicklung, aber auch
fir Entwicklungsstorungen, findet man in den durch RAS-Mutationen nachfolgend
liegenden, angeblich konstitutiv aktivierten Signalkaskaden. So ist bekannt, dass
Keimbahnmutationen, die die Komponenten des RAS-RAF-MEK-ERK-Signalweges
beeinflussen, einer Gruppe von Entwicklungsstorungen wie dem Noonan-Syndrom, dem
Costello-Syndrom und dem kardio-fazio-kutanen Syndrom zugrunde liegen (Schubbert et al.
2007). Der Einfluss von somatischen Mutationen in KRAS auf den MAPK-Signalweg in der
Karzinogenese verschiedener Tumorentititen wird in der Literatur weiter kontrovers
diskutiert. In einer Arbeit von Lee et al. (2016) wurde in Pankreaskarzinomzellen mit KRAS-
Mutation die Signalgebung von EGFR zum MAPK-Signalweg untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass die Signalgebung tiber eine EGF-Stimulierung selektiv iber den EGFR (HER1)
auftrat. Uber das Ausschalten aller RAS-Isoformen konnte iiber die EGF-Stimulation die
Phosphorylierung von ERK nicht blockiert werden. Die Autoren konnten somit zeigen, dass
die EGFR-vermittelte Signalweitergabe in KRAS-mutierten Pankreaskarzinomzellen nicht
dem klassischen MAPK-Signalweg folgt. In unserer Arbeit mit den SW48-Zellen wurden die
von KRAS downstream liegenden Ziele wie ERK nach Zellstimulation mittels Western-Blot-
Analyse untersucht. Bei der Stimulation mit EGF konnte mit phosphorylierungsspezifischen
Antikérpern eine Aktivierung von ERK nachgewiesen werden. Sowohl beim KRAS-Wildtyp
als auch den KRAS-Mutanten rief EGF eine starke Phosphorylierung von ERK hervor. Ein
Unterschied der Phosphorylierung lie3 sich zwischen der SW48 KRAS-Wildtyp Zelllinie und
den SW48 KRAS-mutierten Zelllinien hier nicht erkennen. In bereits zitierter Arbeit von
Vartanian et al. (2013) konnte im Phosphorylierungsstatus von ERK nach EGF-Stimulation
verglichen zu unseren Ergebnissen ebenso kein Unterschied zwischen den KRAS Wildtyp-
Zellen und KRAS-mutierten Zellen gesehen werden. Eine erweiterte Stimulation zu EGF

mit IGF iber IGF-1R-vermittelte Signalkaskaden konnte bei den Zellen mit KRAS-
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Mutation gegentber den Wildtyp-Zellen keine gesteigerte Aktivitit von ERK erkennen
lassen. Ein Zusammenhang zwischen KRAS-Mutationen in KRK-Zelllinien im Kontext
einer verstirkten Migration- und Invasion aufgrund einer gesteigerten MAPK-
Signalverstirkung konnte somit nicht gezeigt werden. Die Vermutung liegt nahe, dass es
einen Signalweiterleitungsumweg ausgehend von KRAS gibt, der nicht primir tber ERK
lauft. In unseren Western-Blot-Analysen konnten im  Expressionslevel der
Transmembranproteine EGFR und IGF-1R und der intrazelluliren Proteine ERK und AKT
keine Unterschiede zwischen der kolorektalen Karzinomzelllinie SW48 mit und ohne KRAS-
Mutation gesehen werden. Auch in der Aktivitit des MAPK- und des PI3K-Signalweges,
gemessen am Phosphorylierungsstatus von ERK und AKT unter Wachstumsbedingungen
mit FKS, konnte zwischen den KRAS-Wildtypzellen und KRAS-mutierten Zellen kein
Unterschied gesehen werden.

Diese Ergebnisse hinterfragen die Gbliche Ansicht, dass eine KRAS-Mutation ursachlich fir
eine konstitutive Aktivierung des MAPK-Signalweg ist. Im Kontext einer Publikation von
Blaj et al. (2017) stellt sich umso mehr die Frage, inwieweit Mutationen in KRAS einen
Einfluss auf die MAPK-Signalgebung in kolorektalen Zellen haben. In dieser Publikation
konnte gezeigt werden, dass in den kolorektalen Karzinomzelllinien SW48, HT29,
COLO320 und RKO mit KRAS-Wildtyp eine Stimulation mit EGF zu einer starken
Phosphorylierung von ERK und mutmallichen Aktivierung des MAPK-Signalwegs fihrte.
Eine Blockierung des EGFR mit Cetuximab und zusitzliche Stimulation mit EGF
verhinderte hingegen eine Phosphorylierung von ERK in oben genannten kolorektalen
Karzinomzelllinien. In den kolorektalen Karzinomzelllinien SW480 mit KRAS-G12V
Mutation, LOVO mit KRAS-G13D-Mutation, DLLD-1 mit KRAS-G13D-Mutation und
HCT116 mit KRAS-G13D Mutation fanden sich unerwarteterweise die gleichen Antworten
auf eine kombinierte Stimulation mit EGF und EGFR Blockierung mit Cetuximab.

Diese Ergebnisse relativieren unsere Erwartung an die von uns durchgefithrten Western-
Blot-Versuche, in denen keine Aktivititsunterschiede zwischen den KRAS-Wildtypzellen
und KRAS-mutierten Zellen zu sehen waren. Die RAS-Wildtyp Isoformen, die in
kolorektalen Karzinomzellen mit heterozygot vorliegenden KRAS-Mutationsstatus
verbleiben, koénnten somit fiir die Regulation des MAPK-Signalwegs nach aktuellem
Kenntnisstand eine herausgehobene Rolle spielen.

Dass in der Zellregulierung kolorektaler Karzinome der PI3K-Signalweg eine Rolle spielt,
wurde in den Abschnitten 1.3. und 1.4. dargelegt. Uber eine Stimulation mit IGF tber den
IGF-1R  konnte in unseren Western-Blot-Analysen keine Phosphorylierung des

Schliisselproteins AKT im PI3K-Signalweg nachgewiesen werden. In oben genannter Arbeit
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von Vartanian et al. (2013) konnte bei den SW48-Zelllinien ebenfalls nur eine schwache
Phosphorylierung von AKT in Western Blots erzielt werden. Hier wurde die Aktivitit von
AKT mit einer Stimulation mit EGF sowohl in der SW48 KRAS-Wildtyp-Zellinie als auch
der SW48 KRAS-G13D Zelllinie erzielt. In unseren Western-Blot-Analysen rief eine
Stimulation mit EGF und IGF sowohl in den Wildtyp-Zelllinien als auch in den KRAS-
mutierten Zelllinien eine Phosphorylierung von AKT hervor. Eine Aktivititssteigerung von
AKT konnte als Ausnahme bei zeitlicher Stimulierung mit FKS nach 1, 4 und 8 h bei der
Zelllinie SW48 KRAS-G13D beobachtet werden. Warum die Mutation G13D sensibler auf

eine Stimulation reagiert, bleibt weiter zu priifen.

Hypothese b= Ergebnis Y Literatur
(aus Lee et al. 2016 und Vartanian et al. 2013)
Stimulation der RTKs Stimulation der RTKs EGF Stimulation
(EGF und IGF) (EGF und IGF) / \
KRAS-mut KRAS-wt KRAS-mut KRAS-wt KRAS-mut RAS-Isoform |—
KRAS-wt
ERK/AKT 111 erijaxr ! erk/akT | ErK/AKT | erk | er |

Abbildung 19: Gegeniiberstellung der Literatur und unserer Ergebnisse auf die KRAS-
Stimulations-Hypothese. Die Hypothese besagt, dass eine Stimulation mit Wachstumsfaktoren bei
KRAS-mutierten Zellen im Gegensatz zu KRAS-wt-Zellen zu einer Aktivitdtssteigerung der
Signalwegskomponenten ERK und AKT fiihrt. Das Ergebnis unserer Western-Blot-Analysen zeigte,
dass nach Zellstimulation mit EGF und IGF keine Aktivitdtssteigerung von ERK und AKT gesehen
wurde. Lee et al. (2016) zeigten, dass nach Ausschalten aller RAS-Isoformen nach Zellstimulation die
Phosphorylierung von ERK nicht blockiert werden konnte. In Experimenten von Vartanian et al.
(2013) konnte wie in unseren Ergebnissen kein Unterschied im Phosphorylierungsstatus von ERK
nach EGF-Stimulation zwischen den KRAS-wt Zellen und KRAS-mutierten Zellen gesehen werden.
Die Literatur bestitigt unsere Ergebnisse, die die Hypothese nicht stiitzen konnten.

4.4  Der Einsatz von Rezeptortyrosinkinase-Inhibitoren unter einer 5-
FU-basierenden Radiochemotherapie beim KRAS-mutierten
KRK

Nach den Erkenntnissen des unterschiedlichen biologischen Verhaltens der SW48 KRAS-

Zelllinien sollte in dieser Arbeit untersucht werden, ob und wie die kolorektalen

Karzinomzellen mit verschiedenen KRAS-Mutationen auf eine Therapie mit

Rezeptortyrosinkinase-Inhibitoren unter einer 5-FU-basierenden Radiochemotherapie

reagieren. In der aktuellen Leitlinie KRK wird empfohlen, bei Tumoren des unteren und
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mittleren Rektumdrittels in den UICC-Stadien II und IIT (¢T3/4 und/oder cN+) eine
neoadjuvante Radiochemotherapie oder Kurzzeit-Radiotherapie durchzufithren. Die
Radiochemotherapie sollte orales Capecitabine oder infusionales 5-FU beinhalten (Leitlinie
kolorektales Karzinom 2019). Auf diesem Prinzip aufbauend wurde das den Versuchen
abschlieBende  Zellmodell — unserer  Arbeitsgruppe  unter  Beinhaltung  der
Rezeptortyrosinkinase-Inhibitoren Erlotinib und AEW541 gestaltet. Der Versuchsaufbau ist
aus Teil 2 der Arbeit, Material und Methoden in Punkt 2.2.6., Abbildung 6, detailliert zu
entnehmen. In den aktuellen Empfehlungen zur Behandlung des metastasierten KRKSs
finden sich als zielgerichtete Therapien gegen den EGF-Rezeptor die monoklonalen
Antikérper Cetuximab und Panitumumab. Aus mehreren randomisierten Studien geht
hervor, dass der zusitzliche Einsatz dieser Antikorper auf der Basis einer 5-FU-basierenden
Chemotherapie zu einer signifikanten Effektivititssteigerung in Bezug auf die
Gesamtansprechrate, das progressionsfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben fithrt
(Douillard et al 2013; Heinemann et al. 2014; Bokemeyer et al. 2015). Der Einsatz der
zielgerichteten Antikérper gegen den EGFER ist aktuell nur bei KRAS-Wildtyp-Tumoren
empfohlen. Im Zuge der Etablierung der monoklonalen Antikérper Cetuximab und
Panitumumab wurde hauptsichlich auf die Unterscheidung KRAS-Wildtyp und KRAS-
Mutation Wert gelegt, ohne die einzelnen KRAS-Mutationen weiter zu differenzieren.

Als Therapieoption zur Hemmung von Tumorwachstum stehen Rezeptortyrosinkinase-
Inhibitoren zur Verfiigung. Diese sind gegenwirtig noch kein Therapiestandard beim
fortgeschrittenen KRK. Die aktuellen deutschen Empfehlungen der S3-Leitlinie
Kolorektales Karzinom sehen den Multikinase-Inhibitor Regorafenib in spateren
Therapielinien bei mit Chemotherapie und Antikérpern vorbehandelten Patienten vor.
Grundlage hierfiir war die CORRECT-Studie, die einen Uberlebensvorteil von 6,4 Monaten
bei mit Regorafenib behandelten Patienten gegeniiber 5 Monaten einer Placebo-Gruppe
zeigte. Jedoch wurde der Einsatz von Regorafenib aufgrund seiner Toxizitit kritisch bewertet
(Grothey et al. 2013). So kann nach aktueller Leitlinie Regorafenib eingesetzt werden (S3-
Leitlinie Kolorektales Karzinom 2019). Eine 2017 ver6ffentlichte Cochrane-Analyse hatte
als Ergebnis, dass die Zugabe von Rezeptortyrosinkinase-Inhibitoren gegen EGFR zur
Standardtherapie beim metastasierten KRK bei einem molekular unselektierten Patientengut
keinen Nutzen zeigte. Anzumerken ist hier, dass diesen Daten bisher nur begrenzte
Datensitze zugrunde liegen und keine Metaanalysen vorliegen (Chan et al. 2017).

Die in unseren Experimenten gewihlten Zelllinien SW48 KRAS-wt, SW48 KRAS-G12V,
SW48 KRAS-G12D und SW48 KRAS-G13D gewihrleisteten eine stabile Expression vom

endogenen Promotor und somit eines entsprechenden KRAS-Proteins (siche Teil 4.3.).
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Die Verwendung dieser Zelllinien hatte den Vorteil, dezidiert die Unterschiede und
Wirkungen der einzelnen KRAS-Mutationen herausarbeiten zu koénnen ohne dabei auf
andere tumorbiologische FEinflisse eingehen zu miussen. Die Zelllinien und sehr gut
etablierten Methoden in unserer Arbeitsgruppe waren daher geeignet, um Unterschiede
zwischen den ecinzelnen Zelllinien mit und ohne KRAS-Mutation herauszuarbeiten,
Unterschiede auf ein Ansprechen der Therapien zu sehen und eine Vergleichbarkeit
herzustellen.

Tabelle 22 fasst zunidchst noch einmal die FErgebnisse der durchgefithrten
Proliferationsassays und Koloniebildungsassays vereinfacht zusammen. Des Weiteren ist
darin zum Vergleich mit unseren biologischen Experimenten eine Aufstellung relevanter
klinischer Studien zusammengefasst.

Tabelle 22: Vereinfachte Zusammenfassung der Ergebnisse der durchgefiihrten
Proliferationsassays, der Koloniebildungsassays und eine Auswahl von Literaturergebnissen.
a) Bei der Kontrolle zeigten die Zelllinien SW48 KRAS-wt, SW48 KRAS-G12V, SW48 KRAS-G12D
und SW48 KRAS-G13D keinen Unterschied im Wachstumsverhalten. b) Alle Zelllinien reagierten
sensitiv (+) auf eine Therapie mit Erlotinib; KRAS-G13D (+++) und KRAS-G12V (++) reagierten
gegeniiber den anderen Zellen noch sensitiver. ¢) Unter AEW541-Behandlung zeigten sich alle
Zelllinien sensitiv auf die Therapie. d) Die Kombinationstherapie wirkte auf alle Zelllinien; hier
reagierte KRAS-G13D sensitiver gegeniiber den anderen Zelllinien. Zeichenerklirung: + bedeutet,
dass die Zelllinien sensitiv auf die entsprechende Therapie reagierten. Je stirker das Ansprechen,
desto hoher die Anzahl der (+)-Zeichen; * bedeutet kein Unterschied untereinander. Die Bedeutung
der Pfeile ergibt sich aus dem jeweiligen Text.

KRAS- KRAS- KRAS- KRAS-
wt G12V G12D G13D
Proliferationsassays
a) Kontrolle * * * *
b) Etlotinib ++ ++ + +++
) AEW541 + + + +
d) Etlotinib/ AEW541 + + + i

Koloniebildungsassays
5-FU-basierende kombinierte RCT ++ ++ + +++
unter Hinzunahme von RTKIs

Literatur

Schanzer et al. 2016: Eine doppelte
Hemmung gegen den EGFR und
IGF-1R zeigte kein Ansprechen bei
SW48-Zellen

Bai et al. 2018:
Mutationen in Kodon 12 assoziiert
mit schlechterem Ubetleben l l
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Literatur

KRAS-
wt

KRAS-
G12V

KRAS-
G12D

KRAS-
G13D

Imamura et al 2012: KRAS-
Mutation G12V mit signifikant
hoherer kolorektaler Krebs

spezifischer Mortalitit im Vergleich
zu den KRAS-wt Fillen.

Osumi et al. 2015: Trend zum
besseren progressionsfreien
Ubetleben in der Gruppe mit
KRAS-Mutation G13D im
Rahmen einer Irnotecan-
basierenden Chemotherapie unter
Hinzunahme von Cetuximab

De Roock et al. 2010: KRAS-
Mutation G13D bei Patienten mit
metastasiertem KRK im Vergleich
zu anderen KRAS-Mutationen
unter einer Cetuximab-Therapie
mit besserem PFS und OS
assozilert

Tejpar et al. 2012: Analyse aus
Datensitzen der CRYSTAL- und
OPUS-Studie. Patienten mit einer
KRAS-G12V-Mutation ohne Profit
von einer Chemotherapie in
Kombination mit einetr Cetuximab-
Therapie gegeniiber einer
Chemotherapie alleine. Patienten
mit einer KRAS-G13D- Mutation
mit signifikant besserem PFS und
Tumoransprechen ohne einen
Vorteil im medianen Uberleben

Gajate et al. 2012: Patienten mit
einem metastasierten KRK und
KRAS-Mutation G13D profitieren
nicht von einer Cetuximab-

Therapie

Rowland et al. 2016: (Metaanalyse
von acht randomisierten
kontrollierten Studien) Kein
signifikanter Unterschied zwischen
der KRAS-Mutation G13D und
anderen KRAS-Mutationen auf
eine anti-EGFR-Therapie

Als Rezeptortyrosinkinase-Inhibitoren zur Hemmung des MAPK- und PI3K-Signalwegs
wurden von uns Erlotinib gegen den EGFR und AEW541 gegen den IGF-1R verwendet.
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Die inhibitorische Wirkung des Rezeptortyrosinkinase-Inhibitors AEW541 gegen den IGTF-
1R konnte von Hopfner et al. (2006) an den kolorektalen Karzinomzelllinien HT-29 und
HCT-116 Zellen gezeigt werden. AEW541 bewirkte eine zeit-und dosisabhingige
Wachstumshemmung der Zellen. Zusitzlich bewirkte die AEW541-Behandlung eine
Dephosphorylierung von ERK und AKT und eine Expressionsminderung von Cyclin D1
als Hinweis auf einen Zellzyklusarrest. Cunningham et al. (2008) zeigten in ihrer Arbeit, dass
kolorektale Karzinomzelllinien mit niedriger EGFR- und IGF-1R-Expression auf eine
alleinige Inhibition mit dem monoklonalen Antikérper ICR62 gegen EGFR oder dem
Rezeptortyrosinkinase-Inhibitor AEW541 gegen IGF-1R relativ resistent wirkten. Die
Kombination der beiden Substanzen &dulBlerte sich bei der Hemmung von einigen
Karzinomzelllinien (Colo13-, CCL235- und CCL244-Zellen) jedoch als additiv, bei anderen
allerdings antagonistisch.

Die Aktivitit des PI3K- und MAPK-Signalwegs wird hauptsichlich tiber den EGFR und
IGF-1R induziert. Histopathologische Untersuchungen an fortgeschrittenen KRKs weisen
hiufig eine Koexpression von EGFR, IGF-1R und HER-2 auf (Cunningham et al. 2000).
Dartber hinaus interagieren die beiden Rezeptoren Gber ¢rosstalk Mechanismen miteinander,
was diese RTKSs zu interessanten Therapiezielen machen (van der Veeken et al. 2009; Xue et
al. 2012; Oberthiir et al. 2017). Die Existenz eines crosstalk Mechanismus zwischen dem
EGFR und IGF-1R im KRK wurde bisher in verschiedenen Arbeiten diskutiert (Burgaud
und Baserga 1996; Roudabush et al. 2000; Ahmad et al. 2004; Hu et al. 2008). In Vorarbeiten
unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass die gleichzeitige Inhibition des EGFR
und IGF-1R in den kolorektalen Karzinomzelllinien DILD-1 und Caco-2 zu einer
verminderten Proliferationsrate und einer gesteigerten Todesrate der Zellen fiihrte (Kaulfull
et al. 2009).

Ein neu erprobter bispezifischer Antikérper namens XGFR* gegen den EGFR und IGF-1R
bewirkte am Beispiel des Pankreaskarzinoms sowohl in In-vive- als auch in In-vitro-Modellen
eine starke Signal- und Tumorwachstumshemmung. Interessanterweise zeigte dieser
Antikérper als doppelte Hemmung gegen den EGFR und IGF-1R an 9 von 13 getesteten
KRK-Zelllinien, darunter die Zelllinie SW48, kein Ansprechen auf diese Therapie (Schanzer
et al. 2016). Die doppelte Hemmung mit Erlotinib und AEW541 zeigte an der SW48 KRAS-
Zelllinie in unseren Proliferationsassays hingegen ein Therapieansprechen.

KRAS-G12V und G12D-Mutation im KRK:

Eine kirzlich publizierte Arbeit von Bai et al. (2018) identifizierte neben der KRAS-Mutation
G12V die KRAS-Mutation G12D bei Patienten mit metastasiertem KRK als ungtinstig mit

negativer Prognose. Weitere Studien von Imamura et al. (2012) und Raynaud et al. (2015)
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(siche Punkt 4.2)) identifizierten KRAS-G12V fiir das Uberleben der Patienten als
prognostisch ungunstigste Mutation.

KRAS-G13D-Mutation im KRK:

Insbesondere die Rolle der KRAS-Mutation G13D im KRK wird bei der Behandlung mit
einer anti-EGFR-Therapie in der Literatur unterschiedlich betrachtet und bewertet.
Interessanterweise stiitzen einige Studien die Ergebnisse unserer Proliferationsassays,
wonach die Zellen mit KRAS-Mutation G13D auf eine Hemmung der EGFR-Tyrosinkinase
mit Erlotinib signifikant sensitiver als die tibrigen KRAS-Mutationen reagierten. Osumi et al.
(2015) zeigten anhand eines Patientenkollektiv, dass sich im Gegensatz zu der univarianten
Analyse immerhin in der multivarianten Analyse ein Trend zum besseren progressionsfreien
Uberleben in der Gruppe mit KRAS-Mutation G13D im Rahmen einer Irnotecan-
basierenden Chemotherapie unter Hinzunahme von Cetuximab darstellen lieB3. De Roock et
al. (2010) zeigten in einer Arbeit, dass die KRAS-Mutation G13D bei Patienten mit einem
metastasierten KRK im Vergleich zu anderen KRAS-Mutationen unter einer Cetuximab-
Therapie ein besseres PFS und OS aufwiesen. Ahnliche Ergebnisse lieferte Tejpar et al.
(2012), die die aktualisierten gepoolten Datensitze der CRYSTAL- und OPUS-Studie
analysierten. Von den untersuchten Patienten wiesen 39 % (533 Personen) eine KRAS-
Mutation auf, von denen wiederum 16 % eine KRAS-G13D-Mutation und 23 % eine KRAS-
G12V-Mutation aufwiesen. Wihrend Patienten mit einer KRAS-G12V-Mutation nicht von
einer Chemotherapie in Kombination mit einer Cetuximab-Therapie gegentiber einer
Chemotherapie alleine profitierten, zeigten Patienten mit einer KRAS-G13D- Mutation ein
signifikant besseres PFS und Tumoransprechen ohne einen Vorteil im medianen Uberleben.
Unsere 7z vitro ethobenen Ergebnisse weisen, verglichen mit klinischen Daten, in der
Tendenz der ahnlichen Ergebnisse eine interessante Gemeinsamkeit auf. Die Beobachtungen
in vitro filhren so zu einem Beweis, dass der Unterschied in der Prognose in der Arbeit von
Tejpar et al. (2012) in den unterschiedlichen KRAS-Mutationen zu suchen ist und nicht in
anderen molekularen Unterschieden. Die Ergebnisse unserer Proliferationsassays, wonach
die KRAS-Mutation G13D als insgesamt sensitiver ansprechende Mutation zu werten ist,
werden durch zuletzt genannte Publikationen ebenso unterstitzt.

Im Gegensatz dazu konnte Gajate et al. (2012) an einem Patientenkollektiv von 110
Patienten zeigen, dass Patienten mit einem metastasierten KRK und KRAS-Mutation G13D
nicht von einer Cetuximab-Therapie profitierten. Auch eine Metaanalyse von acht
randomisierten kontrollierten Studien liel erkennen, dass es keinen signifikanten
Unterschied zwischen der KRAS-Mutation G13D und anderen KRAS-Mutationen auf eine
anti-EGFR-Therapie gab (Rowland et al. 2016). Die Anwendung einer anti-EGFR-Therapie
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mit Cetuximab koénnte bei verschiedenen mutierten KRAS-Formen mdéglicherweise sogar
einen negativen prognostischen Effekt haben. Wihrend bei Patienten mit KRAS-Mutationen
im Kodon 13 gegeniiber Patienten mit KRAS-Wildtypform kein signifikanter Unterschied
im medianen OS gesehen wurde, wiesen Patienten mit Mutationen im Kodon 12 unter einer
Therapie mit Cetuximab ein deutlich schlechteres medianes OS auf (Liang et al. 2015). Die
Ergebnisse unserer molekularbiologischen Experimente im Kontext mit bisher erhobenen
klinischen Daten zeigen die Kontroverse des noch unklaren biologischen Verhaltens und
Ansprechen auf die Therapie der unterschiedlichsten KRAS-mutierten KRKs sehr gut.
Insgesamt tberraschten die unterschiedlichen Ergebnisse unserer Experimente insofern,
dass eine in der Signalkaskade oberhalb liegende Inhibition theoretisch und nach aktuellem
biologischen Verstindnis keinen Einfluss auf KRAS-mutierte Zellen haben miisste.

Es bleibt fraglich, warum insbesondere die SW48 KRAS-G13D Zelllinie in unseren
Experimenten sensitiver auf eine Rezeptortyrosinkinase-Inhibitoren Therapie alleine und mit
einer 5-FU-basierenden Radiochemotherapie und die Zelllinie SW48 KRAS G12D Zelllinie
weniger sensitiv reagierte. Aus klinischen Daten und Studien, die in Tabelle 22 aufgefthrt
sind, geht hervor, dass die Prognose beim KRAS-G13D mutiertem KRK besser ist als bei
anderen KRAS-Mutationen. In unseren Therapieversuchsrethen sprach die Zelllinie mit
KRAS-G13D Mutation passend dazu auch sensitiver an. Die Zelllinie mit der KRAS-G12V-
Mutation, die sich im biologischen Experiment als aggressivste Zelllinie prisentierte, sprach
auf die Therapieversuchsreihen ebenso wie die KRAS-wt- und KRAS-G12D-Mutation in
vergleichbarer Weise an.

Die Ergebnisse unserer Experimente zeigen, dass das Konzept des Ausschaltens von
Signalkaskaden beim KRAS-mutierten KRK auf einer noch nicht vollstindig verstandenen

Signaliibertragung und Resistenzentwicklung beruhen.

4.5 KRAS im Kontext andetrer Biomarker beim KRK
KRAS-Mutationen sind zum Zeitpunkt der Diagnosestellung bei ca. 40 % aller KRKs

nachzuweisen und bilden die Primirresistenz gegentiber einer anti-EGEFR-Therapie (Sforza
et al. 2016). Dennoch treten bei KRAS-Wildtyp KRKs eine signifikante Anzahl von
sogenannten Non-respondern auf, die nicht auf eine anti-EGFR-Therapie ansprechen bzw.
nach initialem Ansprechen im Verlauf einer Therapie moglicherweise eine Resistenz
entwickeln (van Cutsem et al. 2011; Bokemeyer et al. 2012; Heinemann et al. 2014,
Schwartzberg et al. 2014). Neben der KRAS-Mutationstestung sind u. a. aktuell noch NRAS-
Mutationen und BRAF-Mutationen als Vorhersagemarker relevant und werden

routinemiBig getestet (Douillard et al. 2013; Sorich et al. 2015). Das gleichzeitige Vorliegen
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einer RAS- und einer BRAF-Mutation ist sehr selten und wird aktuell als sich ausschliefend
akzeptiert. Unter den BRAF-Mutationen ist insbesondere die BRAF-V600OE Mutation mit
einer sehr schlechten Prognose assoziiert (Tran et al. 2011). Beim Nachweis einer BRAF-
VG600E Mutation wird in der Leitlinie KRK gegenwirtig aufgrund der eingeschrinkten
Datenlage auf niedrigem Empfehlungsgrad eine intensivierte Chemotherapie wie z. B. mit
dem FOLFOXIRI-Regime und Bevacizumab empfohlen (Leitlinie KRK 2019). Zwei
Metaanalysen diskutieren kontrir den FEinsatz von anti-EGFR Substanzen bei BRAF-
Mutationen. In der Analyse von Pietrantonio et al. (2015) konnte durch die Zugabe von
Cetuximab oder Panitumumab in der BRAF-mutierten Subgruppe kein signifikant
verbessertes PFS (HR = 0,88; p = 0,33) und OS (HR = 0,91; p = 0,63) verglichen mit den
Kontrollregimen erzielt werden. Hingegen argumentierte Rowland et al. (2015), dass
aufgrund der Datenlage aus acht randomisierten kontrollierten Studien keine ausreichenden
Beweise vorliegen, um BRAF-Mutationen endgtltig als negativ priadiktiven Biomarker beim
metastasierten KRK fiir ein besseres outcome aufgrund einer anti-EGEFR-Therapie zu
betrachten. Kuremsky et al. (2009) beschrieb in einer Metaanalyse sechs verschiedene
Biomarker, die zuvor in mindestens funf Studien als relevant beschtrieben wurden. Von den
untersuchten Biomarkern p53, p21, Thymidylatsynthase, EGFR, Ki-67 und bcl-2/bax erwies
sich EGFR und Thymidylatsynthase als erfolgsversprechend. Ein weiterer Biomarker, dem
prognostisches Potential zugeschrieben wird, ist die Tyrosinkinase SRC. Das SRC Molekdl
ist an einer Vielzahl von Zellinteraktionen, darunter Zell-Zell- bzw. Zell-Matrix- Adhision
beteiligt und spielt eine Schlisselrolle in molekularen Signalwegen, darunter der MAPK-
Signalweg (Yeatman 2004). Am Beispiel des KRK zeigte de Heer et al. (2008) an einem
Patientenkollektiv (n = 104), dass eine erhohte SRC-Expression mit einer erhéhten
Lokalrezidivrate assoziiert war. An der Cetuximab resistenten KRK-Zelllinie DiFi5 konnten
Lu et al. (2007) zeigen, dass eine Inhibition der SRC-Kinase die resistenten DiFi5-Zellen
gegen eine Cetuximab-Behandlung resensibilisierte. Exemplarisch wird hier deutlich, dass
das Zusammenspiel der einzelnen Signalwegskomponenten, beginnend bei den
Rezeptortyrosinkinasen bis hin zu den (Proto-) onkogenen, eine zentrale Rolle beim Einsatz
zielgerichteter Therapien aufweist. KRAS als Teil des MAPK-Signalweges und von EGFR
downstream gelegenes Protein zeigt seine Relevanz, aber auch Limitierung im Kontext einer
anti-EGFR-Therapie als Biomarker. Gerade die anti-EGFR-Therapie bei nachgewiesenen
KRAS-Mutationen im Kodon 13 wird, wie bereits oben erwihnt, kontrovers diskutiert (De
Roock et al. 2010; Gajate et al. 2012; Tejpar et al. 2012). Messner et al. (2013) veroffentlichten
eine Arbeit, in denen sie die Wirkung einer anti-EGFR-Therapie mit Cetuximab und

Panitumumab auf 15 verschiedene kolorektale Karzinomzelllinien untersuchten. Sieben
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Zelllinien enthielten eine Mutation in KRAS, von denen wiederum vier eine KRAS G13D
Mutation, zwei eine Mutation in Kodon 12 und eine in Kodon 61 aufwiesen. Die drei
Zelllinien mit Mutation in Kodon 12 oder 61 zeigten eine Resistenz gegeniiber einer anti-
EGFR-Therapie. Hingegen konnte mittels der anti-EGFR-Therapie eine deutliche
Reduktion des Zellwachstums aller vier Zelllinien mit KRAS-G13D-Mutation erreicht
werden. Zwischen den KRAS-G13D-mutierten Zelllinien und den tbrigen KRAS-mutierten
Zelllinien offenbarte sich wiederum ein signifikanter Unterschied.

Die Ergebnisse unserer Proliferationsassays sind in diesem Kontext bemerkenswert.
Erlotinib zeigte zwar auf die kolorektalen Karzinomzelllinien SW48 KRAS-wt, KRAS-
G12V, KRAS-G12D und KRAS GI13D ecine signifikant negative Wirkung auf das
Zellwachstum, allerdings reagierte hier die KRAS-G12D-Mutation nach 72 Stunden auf die
Behandlung signifikant weniger sensitiv. Die Mutation KRAS-G13D reagierte auf die 72-
stindige Behandlung hingegen signifikant sensitiver als die anderen Zelllinien. In
Zusammenschau der publizierten Arbeiten wird die Relevanz von Biomarkern beim KRK
mit ihrem prognostischen Wert und Angriffszielen fiir eine zielgerichtete Therapie,
insbesondere auf eine anti-EGFR-Therapie, deutlich und spiegelt sich in zahlreichen
Arbeiten wider (Chen et al. 2015; Schiitte et al. 2017; Zarkavelis et al. 2017). Zhao et al.
(2017) fasste relevante Studien Uber genetische und histologische Nachweise fir die
Resistenz gegen eine anti-EGFR-Therapie beim KRK zusammen. Tabelle 23 zeigt eine

Auswahl der Studien in einer Ubersicht.
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Tabelle 23: Auswahl relevanter Studien iiber genetische und histologische Nachweise fiir die
Resistenz gegen eine anti-EGFR-Therapie beim KRK (nach Zhao et al. 2017). AREG =
Amphireguliny EREG = Epiregulin, PTEN = Phosphatase and Tensin homolog, EMT = epithelial-
mesenchymal transition, a): Analyse aus finf Einzelgruppenstudien und fiinf randomisierten klinischen
Studien, b): Analyse aus 11 systematischen Ubersichtsarbeiten mit Metaanalysen, zwei retrospektive
Analysen und zwei Beurteilungen der Medizintechnik-Folgenabschitzung auf der Grundlage einer
systematischen Ubersichtsarbeit.

Genetischer und histologischer Nachweis fiir Resistenzen gegen eine anti-EGFR-
Therapie beim KRK

Referenz/Studie

Eingeschlossene
Patienten in den
Analysen, n

Studientyp

Genetische und histologische
Aussage

Erniedrigte EGFR-Genkopienzahl

Moroni et al. 2005

Sartore-Bianchi et
al. 2007

31

92

Klinische
Studie

Klinische
Studie

Eine erniedrigte EGFR-Genkopienzahl
war signifikant mit einem
Nichtansprechen nach Behandlung mit
Cetuximab oder Panitumumab (mit
oder ohne Chemotherapie) assoziiert.
Eine erniedrigte EGFR-Genkopienzahl
war signifikant mit einem
Nichtansprechen und einem kiirzeren
PFS und OS nach Behandlung mit
Panitumumab assoziiert.

Erniedrigte Expression von AREG un

d EREG

Khambata-Ford et
al. 2007

Jacobs et al. 2009

110

220

Klinische
Studie

Klinische
Studie

Eine verminderte Expression von
AREG und EREG war signifikant mit
einem Nichtansprechen und einem
kirzeren PFS und OS nach der
Behandlung mit Cetuximab verbunden.

Eine verminderte Expression von
AREG und EREG war signifikant mit
einem Nichtansprechen und einem
kiirzeren PFS und OS nach Behandlung
mit  Cetuximab  plus  Irinotecan
assoziiert.

EGFR $492R Mutation

Montagut et al
2012

10

Praklinische
und
klinische
Studie

Die erworbene EGEFR-
Ektodominenmutation (S492R)
verhindert die Bindung von Cetuximab
und vetleiht der menschlichen mKRK-
Zelllinie DiFi eine Resistenz gegen
Cetuximab. Zwei von zehn Personen
mit mKRK und Krankheitsprogression
nach Cetuximab-Behandlung erwarben
die S492R-Mutation.
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Referenz/Studie

Eingeschlossene
Patienten in den
Analysen, n

Studientyp

Genetische
Aussage

und histologische

RAS Mutation

Allegra et al. 2009 (a)

Allegra et al. 2016 (b)

Klinische
Studie

Klinische
Studie

KRAS-Exon-2-Mutationen (Kodon
12 und 13) waren bei mKRK-
Patienten, die mit Cetuximab oder
Panitumumab  (mit oder ohne
Chemotherapie) behandelt wurden,
signifikant mit Nichtansprechen und
ktrzerem PFS und OS assoziiert.

RAS-Mutationen in den Exons 2
(Kodons 12 und 13), 3 (Kodons 59
und 61) und 4 (Kodons 117 und 146)
von KRAS und NRAS waren bei mit
Cetuximab oder Panitumumab (mit
oder ohne Chemotherapie)
behandelten mKRK-Patienten mit
nicht ansprechendem und kiirzerem
PFS und OS assoziiett.

BRAF V600E Mutation

De Roock et al. 2010

Rowland et al. 2015

1022

463

Klinische
Studie

Metaanalyse

Die BRAF VOG00E-Mutation war
signifikant mit einer niedrigen RR bei
Patienten mit mKRK-assoziiert, die
mit Cetuximab plus Chemotherapie
behandelt wurden.

Die BRAF-Mutation war nach
Behandlung mit Cetuximab oder
Panitumumab  (mit oder ohne
Chemotherapie)  signifikant — mit
kiirzerem PFS und OS assoziiert.

PTEN-Verlust

Sartore-Bianchi et al.
2009

Laurent-Puig et al
2009

110

102

Klinische
Studie

Klinische
Studie

Der PTEN-Verlust war bei Patienten
mit mKRK-Patienten, die mit
Panitumumab oder Cetuximab (mit
oder ohne Chemotherapie) behandelt
wurden, signifikant mit einem
verkirzten RR, PFS und OS
assoziiert.

Die PTEN-Expression war bei
Patienten mit mKRK, die mit
Cetuximab  plus  Chemotherapie
behandelt wurden, nicht signifikant
mit RR, PFS oder OS assoziiett.
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Referenz/Studie Eingeschlossene Studientyp Genetische und
Patienten in den histologische
Analysen, n Aussage
Aktivierter IGF-1R
Scartozzi et al. 2012 | 168 Klinische Eine erhohte Expression von IGF-1
Studie war nach Behandlung mit Cetuximab
plus Irinotecan signifikant mit einem
niedrigeren RR und kirzeren PFS und
OS assoziiett.
HER2-Amplifikation
Yonesaka et al. | 303 Priklinische | Die HER2-Genamplifikation — oder
2011 und Uberexpression des HER3/4-Liganden
klinische Heregulin war nach Behandlung mit
Studie Cetuximab (mit oder ohne
Chemotherapie) signifikant mit einem
niedrigeren RR und einem kiirzeren
PFS und OS assoziiett.
Bertotti et al. 2011 | - Priklinische | Die  HER2-Genamplifikation = war
Studie spezifisch mit einem Nichtansprechen
auf Cetuximab in von KRK-Patienten
abgeleiteten Tumor-Xenotransplanta-
ten verbunden.
EMT
Buck et al. 2007 - Priaklinische | Das Auftreten von EMT war mit einer
Studie Erlotinib-Resistenz in KRK-Zellen
assoziiert.

Das unterschiedliche Ansprechen der von uns getesteten SW48-KRAS-wt-, KRAS-G12V-,
KRAS-G12D- und KRAS-G13D-Zelllinien auf verschiedene Therapieansitze spiegelt

modellhaft die Bedeutung wider, dass weitere pradiktive Marker mit wegweisender Relevanz

fir eine zielgerichtete Therapie bei KRAS-mutierten KRKs identifiziert werden missen.

Eine Moglichkeit einer besseren Vorhersage auf das Ansprechen einer anti-EGFR-Therapie

prisentierte Chen et al. (2015) in einer Arbeit. Sie zeigten an einer Reihe definierter Allele fiir

onkogene Mutationen, dass die Reaktion auf eine Cetuximab-Therapie in KRK-

Xenotransplantaten in dieser besser vorherzusagen war als KRAS-Mutationen in Kodon 12

und 13.
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5 Zusammenfassung

Die Therapie des lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinoms erfolgt in Deutschland im
Rahmen multimodaler Behandlungskonzepte. Die Grundlage der Therapie beinhaltet eine
5-FU-haltige neoadjuvante Radiochemotherapie mit anschlieBender onkologischer
Tumorresektion und anschlieBender 5-FU haltigen Chemotherapie. Der Einsatz
zielgerichteter ~ Therapien wie anti-EGFR-Medikamente, VEGF-Inhibitoren oder
Multikinaseinhibitoren bei Vorliegen gegebener Voraussetzungen wie Metastasierungsstatus
und molekulargenetischer Untersuchungen haben fiir die Patienten eine Verbesserung der
Prognose erreicht. Die Herausforderungen fiir weitere Therapieansitze sind in den letzten
Jahren aufgrund der besser verstandenen Tumorbiologie weiter gewachsen. Die KRAS-
Mutationstestung als pradiktiver Marker fiir den Einsatz einer anti-EGFR-Therapie ist nach
vorherrschender Datenlage unverzichtbar. Hinweise aus mehreren Arbeiten deuten jedoch
daraufhin, dass einzelne KRAS-Mutationen, insbesondere im Kodon 12 und 13 ein
unterschiedliches Metastasierungsmuster und unterschiedliches Ansprechen auf eine anti-
EGFR-Therapie aufweisen. Unsere Arbeit zielte darauf ab, am Beispiel der KRK-
Karzinomzelllinie SW48 das biologische Verhalten anhand von Proliferations-Migrations-
und Invasionsassays und Western-Blot-Analysen zwischen dem KRAS-Wildtyp und den
KRAS-Mutationen G12V, G12D und G13D zu untersuchen und diese anschlieBend einer
kombinierter Radiochemotherapie unter Zusatz der Rezeptortyrosinkinase-Inhibitoren
Erlotinib und AEWb541 zu unterziechen. Interessanterweise zeigte sich sowohl im
Wachstumsverhalten als auch in der Expression wichtiger Komponenten (EGFR, ERK,
IGF-1R, AKT) des MAPK- und des PI3K-Signalweges kein Unterschied zwischen der
KRAS-Wildtyp- und den KRAS-mutierten Zelllinien. Im  Migrations- und
Invasionsverhalten als experimentelles Korrelat zur Tumorinfiltration bzw. Metastasierung
zeigten die KRAS-mutierten Zelllinien allerdings ein signifikant aggressiveres Verhalten als
der KRAS-Wildtyp. Die Zelllinie mit der KRAS-G12V-Mutation zeigte hier mit Abstand
innerhalb der KRAS-Mutationen das aggressivste Verhalten. Entgegen der Vermutung zeigte
sich isoliert auf eine gegen den EGFR und IGF-1R gerichtete Therapie und auf eine
kombinierte Radiochemotherapie mit RTK-Inhibitoren ein signifikant gutes Ansprechen
sowohl bei der KRAS-Wildtyp-Zelllinie als auch bei den KRAS-mutierten Zelllinien.
Allerdings konnten wir innerhalb der KRAS-Mutationen signifikante Unterschiede auf das
Ansprechen der Therapie feststellen. Tendenziell erwies sich in allen Therapiemodellen die
Zelllinie mit der KRAS-Mutation G12D als signifikant resistenter, die Zelllinie mit der
KRAS-Mutation G13D stellte sich insgesamt als signifikant sensitiver dar. Unsere Ergebnisse

sind im Kontext mit der gegenwirtigen Literatur zu sehen, wonach KRAS beim KRK ein
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weiterer kontrovers diskutierter Biomarker in Bezug auf eine anti-EGFR-Therapie ist.
Insbesondere die KRAS-G13D-Mutation nimmt innerhalb aller KRAS-Mutationen
aufgrund des sensitiveren Ansprechens in unseren Therapiemodellen und der besseren
klinischen Prognose eine besondere Stellung ein. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass
die KRAS-G13D-Mutation als negativ pradiktiver Marker fiir den Einsatz einer anti-EGFR-
Therapie im Gegensatz zu neuen pridiktiven Markern in Zukunft einen eingeschrinkteren
Vorhersagewert haben wird. Durch die Erginzung neuer pridiktiver Marker auf das
Ansprechen einer anti-EGFR-Therapie konnte sich die Therapieentscheidung in der
klinischen Praxis zum Vorteil der Patienten mit metastasiertem KRK und KRAS-Mutationen

andern.
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