Einfluss einer VEGF-/ Ang2- Inhibition auf die Tumorangiogenese

im Modell des kolorektalen Karzinoms

Dissertation

zur Erlangung des akademischen Grades

Doktor der Medizin (Dr. med.)

vorgelegt
der Medizinischen Fakultat

der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg

von Juana Freystein

geboren am 22.09.1984 in Wernigerode

Betreuer:

Prof. Hans-Joachim Schmoll

Gutachter:
Prof. Hans-Joachim Schmoll, Halle
Prof. Dirk Vordermark, Halle

Prof. Gerd Bendas, Bonn

Datum der Verteidigung: 28.02.2023



Referat

Im Jahr 2018 verstarben 24.248 Menschen in Deutschland am kolorektalen Karzinom (KRK). Wo
die 5-Jahres-Uberlebensrate im UICC-Stadium | + Il noch bei ca. 90 % (im Stadium III bei 50-80
%) liegt, ist diese im metastasierten Stadium IV mit ca. 10 % gering. Dabei liegt bei einem Viertel
der Erstdiagnosen das Stadium IV vor. Die Wirksamkeit der im Stadium IV etablierten Standard-
Therapie aus Bevacizumab (einem VEGF-Inhibitor) und einer fluoropyrimidinhaltigen
Chemotherapie, soll durch die zusatzliche Hemmung von Angiopoietin-2 (Ang-2) verbessert
werden. Ang-2 ist neben VEGF ein weiterer wichtiger Wachstumsfaktor zur GefalRbildung und
Studien haben gezeigt, dass eine erhdohte Expression bei Krebserkrankungen mit einer
schlechteren Prognose einhergeht. Zudem stellen Resistenzen einiger Zelllinien des KRK
gegeniiber Chemotherapie therapeutische Grenzen dar. Ziel dieser Arbeit ist die Uberpriifung
der Wirksamkeit einer gleichzeitigen Hemmung von VEGF und Ang-2 durch einen bispezifischen
CrossMab-Antikorper sowie in Kombination mit Chemotherapie. Diese Arbeit umfasst drei
aufeinander aufbauende Studien anhand von Xenotransplantaten aus drei chemoresistenten
Zelllinien des KRK (HT-29 WT, HT-29 FUPW, DLD-1) mit anschlieBender histologischer Analyse.
In den ersten zwei Studien mit 3 Mausen pro Gruppe sollen Wirkung und Nebenwirkung des
Single-Targetings durch VEGF-Inhibition und Ang-2-Hemmung im Vergleich zur kombinierten
VEGF-Ang-2-Hemmung (Co-Targeting) durch das bispezifische CrossMab analysiert werden.
Unter Verwendung der Zelllinie HT-29 FUPW, einem Klon der HT-29 Wildtyp mit integriertem
fluoreszierendem Protein, erfolgten erste Untersuchungen zur Metastasierung in der Lunge
durch die Fluoreszenzbildgebung. Nach erfreulichen Ergebnissen wurde in einer gréReren Studie
(n = 10) die Wirksamkeit des bispezifischen CrossMab durch eine Chemotherapie (FOLFIRI)
ergdnzt und mit dem klinischen Standard (Bevacizumab + FOLFIRI) verglichen. AnschlieRend
erfolgten immunhistochemische Analysen der Xenotransplantate auf Veranderungen in der
Morphologie, Kapillarisierung und Vorhandensein von Immunzellen, sowie die Expression von
VEGF, Ang-2 und ihren Rezeptoren. In allen Studien bestatigte sich Ang-2 als erheblicher
Einflussfaktor bei der angiogenen Hemmung. Die CrossMab- bzw. Ang-2-haltige Therapie zeigte
sich hoch wirksam und war in Kombination mit einer Chemotherapie dem klinischen Standard
Uberlegen und unterstiitzt die gemeinsame Ausrichtung der Therapie auf VEGF- und Ang-2. Die
Tumorregression war mit histologischen Merkmalen wie der GefaRrarifizierung, einem erhéhten

Stroma- und Nekroseanteil, sowie mit einer Akkumulation von Immunzellen verbunden.
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kolorektalen Karzinoms, Halle (Saale), Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg,
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3. Einleitung

Der Eingriff in die Angiogenese ist bei verschiedenen Krebserkrankungen, u. a. beim
metastasierten kolorektalen Karzinoms (mKRK), ein anerkanntes therapeutisches Ziel. Die
Einschrankung der Blutversorgung des Tumors behindert das Wachstum und die
Metastasierung. Tumorzellen beziehen Sauerstoff und Nahrstoffe zum Uberleben aus der
Umgebung durch Diffusion. Ist eine GroRe von ca. 3 mm (berschritten benétigt er sein eigenes
BlutgefaRsystem (Hossfeld u. a. 2001). Dazu bildet er Wachstumsfaktoren, die die Neubildung
von BlutgefdBen anregt, die sogenannte ,Neoangiogenese”. Die BlutgefiRe eines Tumors
wachsen im Vergleich zu normalen BlutgefdBen chaotisch und weisen eine abnormale
GefaBarchitektur auf. Sie sind durchlassiger, da ihnen glatte Muskelzellen fehlen. Zudem ist das
Endothel und die Basalmembran unregelmaliig ausgebildet. Dies flihrt zu einer verschlechterten
Diffusionsgeometrie und es kommt zu hypoxischen Arealen im Tumor (Graham und Unger
2018). Gesundes Gewebe dagegen bildet kontrolliert und geordnet Kapillaren aus, deren
Abstand zwischen Zellen und Kapillaren zu einer konstanten und gleichmaBigen Nahrstoff- und
Sauerstoffversorgung  fiihrt. Zudem gibt es im Falle einer Unterversorgung
Anpassungsmechanismen der Kapillaren, welche durch die Regulierung der
Perfusionsgeschwindigkeit bestimmt werden kann. Diese Eigenschaft fehlt im neoplastischen
Gewebe, so dass entferntere Areale zum Gefal} nicht versorgt werden. Durch Ausschiittung von
Hypoxie induzierenden Faktoren (HIFs) stellt der Tumor seine Prozesse auf einen anaeroben
Stoffwechsel um und férdert die Expression von Genen, die die Angiogenese, den Stoffwechsel,
das pH-Gleichgewicht und die Zellapoptose beeinflussen. Dies wiederum kann auch zu
Resistenzen gegeniiber Therapien - wie Chemotherapie, Bestrahlung oder Immuntherapien —
flihren (Graham und Unger 2018). Gelingt keine weitere Versorgung kommt es in Tumoren zum
ungerichteten Zelltod, der Nekrose. Dabei schwellen die Zellen an, die Zellmembran bricht auf
und entlasst den Zellinhalt in die Umgebung, welche durch Makrophagen phagozytiert werden.
Dies geschieht im Rahmen einer Entziindungsreaktion mit Freisetzung von Zytokinen, wie TNFa
und Interleukin-1f und dem Verbleib von leukozyteninfiltrierten, strukturlosen Gewebe mit
Kollagen- und elastischen Fasern, Zysten oder Narbengewebe (Hentsch 2020).

Physiologisch sind die Bildung neuer BlutgefdalRe (Angiogenese) und die GefdRregression ein
dynamische Prozesse, die man u. a. bei der Embryonalentwicklung, der Ovulation oder beim
Auf- und Abbau des Brustdriisenkorpers im Rahmen einer Schwangerschaft gut beobachten
kann. Es ist ein Zusammenspiel von Aktivatoren, wie z. B. Zytokine und Wachstumsfaktoren (z.
B. TNFa, 1l-8, VEGF, EGF, Ang-2), und Inhibitoren (z. B. T-Lymphozyten, TNF-Rezeptoren,
proteolytischen Spaltprodukten der Gerinnungskaskade und Kollagenen). Im gesunden Gewebe

fihren wachstumshemmende Faktoren zu einer GefalRregression und schliefllich zu einem
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programmierten und geordneten Zelltod, der Apoptose (Korn und Augustin 2015). Zellreste
werden phagozytiert, was jedoch ohne Entziindungsreaktion einhergeht.

Angiogenese-Hemmer erkennen Wachstumsfaktoren und hemmen den weiteren Signalweg,
indem sie sie binden oder dessen Rezeptoren blockieren. Durch die fehlende Bildung von
Gefallen wird der Tumor unterversorgt und stirbt ab. Ein bekannter Wachstumsfaktor ist VEGF
(engl. Vaskular Endothelial Growth Factor), der an Rezeptoren auf BlutgefaRzellen bindet und
das Wachstum anregt. Klinisch etabliert ist der Anti-VEGF-Antikérper Bevacizumab (Avastin®).
Bevacizumab ist seit 2005 zugelassen und wird in Kombination mit fluoropyrimidin-haltigen
Chemotherapien bei verschiedenen Krebserkrankungen (u. a. Lungen-, Brust-, Eierstockkrebs,
sowie beim metastasierten KRK) als Standard angewendet (AWMF und Deutsche
Krebsgesellschaft e.V. 2019). Ebenfalls Anwendung findet er als ,Off-Label Use“ bei der feuchten
Makuladegeneration. Ein weiterer wichtiger Wachstumsfaktor fir die Angiogenese ist
Angiopoietin-2. In mehreren Studien wurde festgestellt, dass die Wachstumsfaktoren Ang-2
und VEGF beim KRK vermehrt exprimiert werden, v. a. bei vorbestehender Kolitis ulcerosa (Liu
u. a. 2015), die fir sich ein Risikofaktor bei der Entstehung von Darmkrebs ist. Somit scheint

Ang-2 ein weiterer Angriffspunkt flir neue Therapiemoglichkeiten zu sein.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit dem Einfluss des Wachstumsfaktors Ang-2 auf die
Wirksamkeit der antiangiogenen Therapie des KRK im Tiermodell athymischer Mause. Dies
erfolgt im Vergleich zur klinischen Standardtherapie der VEGF-Blockade und Chemotherapie
unter Verwendung von Xenotransplantaten aus den Tumorzelllinien (HT-29 FUPW, HT-29
Wildtyp und DLD-1). Zur kombinierten anti-angiogenen Hemmung von VEGF und Ang-2 wurde
ein durch die CrossMab - Technologie hergestellter bispezifischer Antikérper verwendet. Dieser
erkennt mit einem Arm VEGF-A, basierend auf Bevacizumab (Avastin®) und mit dem zweiten
Arm Ang-2, basierend auf LCO6 (ein Ang-2-selektiver humaner IgG1-Antikérper). Eine noch recht
neue Methode zum nicht-invasiven Monitoring fiir das Ansprechen von Therapien kann durch
nicht-invasive fluoreszenzbildgebenen Verfahren beurteilt werden. Dazu wird ein
Fluoreszenzprotein exprimierender Zellklon (HT-29 FUPW) verwendet, der durch lentivirale
Transduktion aus der humanen Zelllinie HT-29 hergestellt wurde. Durch Anregung mit
monochromatischem Licht wird Uber ein Fluoreszenzbildgebungssystem Maestro™ das
Emissionslicht des Fluoreszenzproteins sichtbar gemacht und die Fluoreszenzintensitat
ermittelt. Es wurden insgesamt 3 Studien durchgefiihrt. Die erste Studie erfolgte anhand des
Zellklons HT-29 FUPW und beschaftigte sich neben der antiangiogenen Therapie (Anti-VEGF,
Anti-Ang-2 und CrossMab), auch mit dem Therapiemonitoring subkutan wachsender Tumore

und deren Metastasierung mittels des oben erwdhnten in-vivo-Fluoreszenzimaging. In der
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zweiten Studie wurde das Tumorwachstum und Therapieansprechen zwischen dem Klon HT-29
FUPW, seinem Wildtyp (HT-29 WT) und der Zelllinie DLD-1 verglichen und auf Wirksamkeit und
Vertraglichkeit geprift. Aufgrund bekannter Chemoresistenzen in der Therapie des KRK
erfolgten anhand der HT-29 FUPW erste Versuche mit Zugabe einer Chemotherapie auf
Vertraglichkeit und Wirkung. Die Antikdrpertherapie soll zu einer besseren Wirksamkeit fihren
aufgrund einer Uberbriickung der Chemoresistenz. Nach positiven Ergebnissen und
Beobachtungen der ersten zwei Studien, wurde eine dritte grolRe Studie durchgefiihrt mit einer
statistisch auswertbaren GruppengrofRe (n=10) anhand der Zelllinie DLD-1. Anschliefend

erfolgte die Aufbereitung der Tumore fiir histologische und immunhistochemische Analysen.

3.1. Kolorektales Karzinom

Das kolorektale Karzinom umfasst Karzinome des Kolons (= 16 cm oral der Linea anocutanea)
und des Rektums (Hofheinz u. a. 2018). Die Lokalisationshaufigkeit steigt nach aboral an, so dass
ungefdahr 64% im Sigmoideum (Krummdarm) und Rektum (Enddarm) lokalisiert sind, 20% im
Colon descendens (linker Dickdarm) und 16 % im Colon transversum und Colon ascendens
(rechter Dickdarm) (Seufferlein 2021). Zu den pradisponierenden Faktoren gehoren genetische
Faktoren (z. B. familidre Polyposis-Syndrome (FAP), eine positive Familienanamnese bezlglich
KRK oder das hereditire nicht-polypdses Kolonkarzinom-Syndrom (HNPCC) (Deutsches
Krebsforschungszentrum und Krebsinformationsdienst 2018). Ursache sind hier Mutationen im
APC-Gen (FAP) oder Keimbahnmutationen der HNPCC in DNA-Mismatch-Repair-Genen (MLH1,
MSH2, MLH3, MSH6, PMS1, PMS2). Weiterhin spielen das Alter > 50 Jahren, die
Ernahrungsweise und der Lebensstil eine Rolle, wie beispielsweise eine fett- und fleischreiche,
ballaststoffarme Erndhrung, Alkohol und Nikotin. Auch Krankheiten, wie Diabetes mellitus Typ
2, Adipositas, Colitis ulcerosa/M. Crohn, die primar sklerosierende Cholangitis oder kolorektale
Adenome sind Risikofaktoren (Holmer und Kreis 2017). Die Uberwiegende Zahl der KRK
entstehen aus adenomatdsen Polypen (Schmiegel u. a. 2009), so dass durch die Entfernung von
Adenomen ein Karzinom verhindert werden kann. Dementsprechend spielt die Koloskopie bei

der Friiherkennung als auch bei der Nachsorge eine entscheidende Rolle.

3.1.1. Epidemiologie

Darmkrebs ist unter den Frauen die zweithaufigste (nach dem Mammakarzinom) und unter den
Mannern die dritthdufigste (nach dem Prostata- und Lungenkarzinom) Krebsneuerkrankung in
Deutschland (Robert-Koch-Institut 2019). Etwa zweidrittel der Darmkrebserkrankungen sind im
Dickdarm lokalisiert. Im Durchschnitt liegt das mittlere Erkrankungsalter bei 76 Jahren (Frauen)

und 72 Jahren (Manner). Nur etwa 10 % dieser Krebserkrankung tritt vor dem 55. Lebensjahr
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auf. Bei friiher Diagnosestellung ist das KRK mit einer guten Prognose verbunden. Die 5-Jahres-
Uberlebensrate liegt im UICC-Stadium I-Il bei 85-95 %. Im Stadium Ill zwischen 50 — 80 % (Ritz
2020). Dagegen betragt diese im metastasierten Stadium (UICC IV) nur noch 5-10 % (Birkner,
Raedsch, und Strauch 2021; Brenner, Kloor, und Pox 2014). Bei Erstdiagnose lag bei 26-28 % der
Krebsfille 2016 ein metastasiertes KRK vor (Cardoso u.a. 2021), was die Bedeutung von
Friherkennungsmalnahmen hervorhebt. Nach Zahlen des RKI erkrankten im Jahr 2018 60.630
Menschen am KRK. Erfreulicherweise ist die Inzidenz in den letzten Jahren seit 2003 gesunken
(vgl. im Jahr 2013 mit 62.400 Neuerkrankungen) mit Ausnahme des aufsteigenden Kolons.
Ebenfalls zeigte sich ein deutlicher Riickgang der altersstandardisierten Sterberaten mit etwa 20
% bei beiden Geschlechtern in den letzten 10 Jahren. Trotz FriherkennungsmaRBnahmen im
Sinne von Praventivkoloskopien starben jedoch noch 24.248 Betroffene im Jahr 2018 (Robert-

Koch-Institut 2021). Im Jahr 2016 waren es 24.802 Betroffene.

Tabelle 1: Zahlen der Darmkrebserkrankung aus dem Jahr 2018 durch das Robert-Koch-Institut
(Robert-Koch-Institut 2021)

2018
Frauen Maénner
Neuerkrankungen 26.710 33.920
standardisierte Erkrankungsrate’ 32,7 52,1
Sterbefalle 11.008 13.240
standardisierte Sterberate’ 11,3 18,9
5-Jahres-Pravalenz 89.700 109.800
10-Jahres-Pravalenz 150.400 183.300
relative 5-Jahres-Uberlebensrate* 65 % 63 %
relative 10-Jahres-Uberlebensrate* 62 % 57 %

' je 100.000 Personen, altersstandardisiert nach altem Europastandard

* berechnet nach Periodenmethode fiir 2017 / 2018
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3.1.2. Pathogenese

Intraepitheliale Neoplasien (Adenome) des Gastrointestinaltrakts (Magen, Diinndarm,
Kolorektum) sind Vorlauferldsionen, aus denen sich nach unterschiedlichen Zeitabstanden
(mehrere Monate bis Jahre) Adenokarzinome entwickeln kénnen (Tannapfel, Andrea u. a. 2010).
Die Begrifflichkeiten fir Vorlauferlasionen haben sich in den letzten Jahren spezifiziert, so dass
ungenaue Begrifflichkeiten wie ,Dysplasie” oder ,Atypie” durch den Begriff der
»intraepithelialen Neoplasie (EIN)“ ersetzt wurde. Unter der Bezeichnung einer intraepithelialen
Neoplasie ist eine eindeutige neoplastische Epithelproliferation zu verstehen, welche mit einem
erhdhten Karzinomrisiko verbunden ist (= prakanzerdse Lasion), welche durch den Pathologen
festgelegt wird. Hierbei handelt es sich nicht mehr um eine entziindlich-regenerative oder
hyperplastische Veranderung, sondern eine echte, wenn auch noch nicht invasive, Neoplasie
(Tannapfel, Andrea u. a. 2010). Adenome werden nach der WHO in niedriggradige (LGIEN =
leichtgradige intraepitheliale Neoplasie) und hochgradige (HGIEN = hochgradige intraepitheliale
Neoplasie) Formen eingeteilt. Wird ein Adenom nicht entfernt, proliferieren die Adenomzellen
weiter. Im Durchschnitt vergréBern Adenome ihr Volumen innerhalb von 2 Jahren um 52 %. Die
meisten Adenome (66—77 %) sind im Rektosigmoid lokalisiert (Tannapfel, Andrea u. a. 2010). Je
nach histologischem Wachstumsmuster lassen sich tubuldse, villose und tubulo-villose
Adenome unterscheiden. Die haufigste Form (70-80 % aller Adenome) machen die tubuldren
Adenome mit > 80 % tubuldrem Baumuster aus (circa 90 % der Adenome < 1cm). Tubulo-villése
Adenome (20-80 % villdsen Anteilen) machen ca. 20 % der Adenome aus. Villése Adenome mit
> 80 % villose Strukturen machen den kleinsten Teil aus (Tannapfel, Andrea u. a. 2010). Das
Auftreten einer HGIEN oder eines invasiven Karzinoms steigt mit zunehmender GréRe und der
Anzahl der Adenome, zunehmender Vvilloser Architektur und hoherem Patientenalter
(Tannapfel, Andrea u. a. 2010). In den 80er Jahren wurde durch Morson und Fearon et al. das
Modell zur Entstehung des KRK durch die ,Adenom-Karzinom-Sequenz“ beschrieben und galt
als entscheidender Pfad der Karzinogenese des KRK. Durch neue molekulargenetische Befunde
wurde mittlerweile ein weiterer Pfad bewiesen, die sogenannte ,serratierte Karzinogenese”. In
dessen Vorlduferlasion wird die neue Entitdt des ,sessilen serratierten Adenoms (SSA)“
definiert. Weiterhin wird ein Mischtyp aus beiden Wegen diskutiert, der molekulare
Charakteristika beider Karzinogenesewege vereint und dessen Vorlauferldsionen das
ytraditionelle serratierte Adenom (TSA)“ oder villose Adenome sein kénnen (Tannapfel, Andrea

u. a. 2010).
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Adenom-Karzinom-Sequenz

Die Adenom-Karzinom-Sequenz ist ein Modell zur Tumorgenese, bei dem aus gutartigem
Epithelgewebe der Kolonschleimhaut tGiber Adenome ein kolorektales Karzinom entstehen kann
(Escher 2020). Adenome entstehen, wenn Mechanismen zur DNA-Regulierung und
Zellproliferation verdandert werden. Aufgrund des sich standigen Losen von Oberflachenepithel
aus der Darmschleimhaut ist eine regelmaRige Erneuerung des Epithels erforderlich. Die
Proliferation neuer Zellen findet an der Kryptenbasis statt und es folgt die weitere
Differenzierung in Richtung Lumen bis hin zur Apoptose. Wird dieser Prozess aufgrund von
Mutationen unterbrochen bilden sich Adenome, die an GréRBe zunehmen und dysplastische
Merkmale bis hin zum invasiven Wachstum entwickeln (Nguyen, Goel, und Chung 2020).
Primares Ereignis ist eine Schliisselmutation zur Inaktivierung im adenomatésen Polyposis coli-
Gen (APC-Gen), welches zu weiteren Storungen der Funktionen der Tumorsuppressorgene KRAS
und TP53 fiihrt, sowie zur Entwicklung einer Chromosomeninstabilitit (CIN). Der
Mikrosatelliten-Status (MSS) bleibt jedoch stabil. Nach aktuellen Erkenntnissen entstehen circa
60 % der sporadischen Karzinome via Adenom-Karzinom-Sequenz (Tannapfel, Andrea u. a.
2010). Die Vorlauferlasionen dieses Mehrschrittkonzepts sind die tubuléren, tubulovillésen und

villdsen Adenome mit unterschiedlichem Grad einer intraepithelialen Neoplasie.

Serratierte Karzinogenese

Die neuen Entitdten umfassen flache, sessile und sagezahnartige Polypen, die durch ein
sternformiges Muster der Krypteneinfaltung gekennzeichnet sind. Sie umfassen 3 Typen:
hyperplastische Polypen, sessile serratierte Adenome (SSA) und die traditionellen serratierte
Adenome (TSA). SSA und TSA gelten als Vorlaufer der Karzinome, die nach dem serratierten
Karzinogeneseweg entstehen. Die hyperplastischen Polypen (HP) machen fast 2/3 der der
serratierten Adenome aus, sind meist im Rektum oder linksseitigen Kolon lokalisiert und gelten
bei < 1 cm als wenig-kanzerogen. Ab einer Grofle > 1 cm kdnnen sich SSA und TSA bilden, so
dass die Empfehlung zu einer endoskopischen Abtragung besteht (Tannapfel, Andrea u. a. 2010).
Sessile serratierte Adenome sind die zweithaufigste und TSAs die dritthaufigste Form, wobei sich
TSAs schwer von tubuldaren Adenomen unterscheiden lassen (Nguyen u. a. 2020). Die Mutation
im BRAF-Gen ist hier die primare Schlisselmutation und flihrt zu einer Stérung der Apoptose,
gefolgt von einer Uberalterung, Genausfillen und einer hohen Mikrosatelliteninstabilitat (MSI-
H), (Tannapfel, Andrea u. a. 2010). Die BRAF-Kinase ist eine Kinase aus der Familie der RAF-
Kinasen (Proteine im Signaltransduktionsweg zur Regulation des Zellwachstums und Apoptose)
und wird im RAS/RAF/MAP-Signalweg durch RAS aktiviert. Bei BRAF-Mutationen ist die BRAF-

Kinase ohne Aktivierung aktiv und es kommt zur unkontrollierten Zellteilung und -proliferation.
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BRAF ist bei den meisten serratierten Adenomen mutiert, aber selten bei den konventionellen
Adenomen, was das Konzept eines alternativen Weges zur Bildung eines KRK unterstiitzt. Das
zeitliche AusmaR des Tumorprogresses ist zwar noch nicht vollstandig charakterisiert, jedoch ist
das Risiko von der Prakanzerose zum Karzinom bei allen sessilen Tumoren mit einer MSI erhoht

(Nguyen u. a. 2020).

Beim Mischtyp fihrt eine KRAS-Mutation zu sekundaren Genausfallen. Weiterhin liegen
Mutationen im APC-Gen und TP53-Gen vor und flhrt meist zu einer niedrig instabilen
Mikrosatellitenstatus (MSI-L) oder stabilen Mikrosatellitenstatus (MSS), (Tannapfel, Andrea u. a.
2010). Das KRAS-Gen (Abk. flr Kirsten Rat Sarcoma) ist auf Chromosom 12 lokalisiert und gehort
zur Familie der GPTasen. Es ist beteiligt an der Signalweiterleitung des EGF-Rezeptors der
Zellmembran zum Zellkern, wo das EGF-Signal an Zellwachstum, Proliferation und
Differenzierung beteiligt ist. Bei onkogenen Mutationen im (K)RAS-Gen, sind Medikamente auf

Grundlage der Hemmung der EGFR-Tyrosinkinase nicht wirksam (Nguyen u. a. 2020).

In der Klinik ist die Unterscheidung der Genesewege bedeutsam, da Karzinome aus dem
serratierten Weg meist rechtsseitig (proximal) wachsen und mit einer guten Prognose
einhergehen (5-Jahren-Uberlebensrate > 70 %). Zudem scheint ein groRer Teil der KRK, die
innerhalb eines Uberwachungszeitraums von 3-5 Jahren entstehen, auf dem serratierten Weg

zu entstehen (Nguyen u. a. 2020).

3.1.3. Therapie

Vor der Therapie ist die Einschatzung der Situation und die Entscheidung (iber das Therapieziel
zu stellen. Dazu ist der Allgemeinzustand des Patienten, das Tumorstadium und eine
molekularbiologische Diagnostik notwendig. Die bedeutendsten Tumorklassifikationsysteme
sind die UICC-Stadien (Union internationale contre le cancer), welche Tumore in
Entwicklungsstadien einteilt, und die TNM-Klassifikation, welche die Tumorausdehnung und -
verbreitung verteilt und somit auch die Resektabilitdt einschatzt. Resektable Tumorbefunde
haben ein kuratives Therapieziel und eine gute Prognose, so dass die chirurgische Resektion an
oberste Stelle steht. Tabelle 2 zeigt einen Uberblick tiber die Therapien des KRK. Beim
Carcinoma in situ (Tis, UICC 0) haben die Tumorzellen die Basalmembran noch nicht
durchbrochen, so dass hier eine endoskopische Abtragung moglich ist. Bei fehlendem
Lymphknotenbefall oder Metastasierung (UICC 0-1) wird keine Chemotherapie angewendet. Im
Stadium UICC Il kann eine Chemotherapie bei Risikofaktoren, wie z.B. Tumorperforation,
Operation unter Notfallbedingungen, erwogen werden mit Fluoropyrimidinen als

Monotherapie. Bei nachgewiesener Mikrosatelliteninstabilitat (MSI-H) sollte eine adjuvante
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Chemotherapie im Stadium Il nicht erfolgen (AWMF und Deutsche Krebsgesellschaft e.V. 2019).
Im Stadium UICC 1l sollte eine adjuvante Chemotherapie in Kombination mit Oxaliplatin
erfolgen, aufgrund nachgewiesener Verlangerung der Uberlebensrate und eines rezidivfreien
Intervalls. 5-FU (5-Fluorouracil) war die erste wirksame Substanz in der KRK-Therapie und wird
als Standard-Therapie (FOLFOX: 5-FU/Folinsaure/Oxaliplatin) gefiihrt. Es zeigte sich, das
Capecitabin mindestens so effektiv wie 5-FU/Folinsdure ist. Es wird empfohlen
Capecitabin/Oxaliplatin (CAPOX- /XELOX-Schema) bei geringem Rezidivrisiko anzuwenden
aufgrund der reduzierten Langzeit-Neurotoxizitdt (Hofheinz u.a. 2018). Irinotecan oder

monoklonale Antikdrper werden in der adjuvanten Therapie nicht empfohlen.

Tabelle 2: Uberblick iiber das Therapieregime des KRK anhand der S3-Leitlinie des Kolorektalen
Karzinoms (AWMF und Deutsche Krebsgesellschaft e.V. 2019, Hofheinz u. a. 2018).

UICC-Stadium TNM Leitliniengerechte Therapieempfehlung

0-1 Tis—T2, NO, MO =  Kuratives Therapieziel

= Resektion

=  Weiteres Vorgehen abhangig von
Histopathologie:

=  Low-Risk-Situation + Komplette Resektion
(RO): Keine Nachresektion

= Inkomplette Resektion: Nachresektion

= High-Risk-Situation: Radikale chirurgische
Resektion

= Keine adjuvante Chemotherapie

Il Bis T4, NO, MO = Kuratives Therapieziel
= radikale chirurgische Resektion
= Adjuvante Chemotherapie (Monotherapie mit
Fluorpyrimidine) individuell erwagen (T4,
Tumorperforation, RO, stabiler MSS)

1 Jedes T, N1, MO =  Kuratives Therapieziel
= Radikale chirurgische Resektion
= Adjuvante Chemotherapie mit Oxaliplatin

(CAPOX oder FOLFOX)
v Jedes T, jedes N, = Palliativ, jedoch 25% mit kurativem Potential
M1 = Resektion, Metastasen-Resektion

= Individuell nach Tumorkonferenz (Abb. 1)

Ist das kolorektale Karzinom metastasiert (mKRK) sollte das Therapiekonzept in einer
Tumorkonferenz erstellt werden. Friher galt dieses Stadium als palliativ, jedoch zeigte sich in

den letzten 20 Jahren ein kuratives Potential bei bis zu 25 % der Patienten (Hofheinz u. a. 2018).
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Die Intensivitat der Therapie (Operation, Chemotherapie) erfolgt nach Beurteilung des
Allgemeinzustandes (siehe Abb. 1). Bei resektablen Tumormanifestationen und glinstiger
Risikokonstellation sollte primar die Metastasenresektion (z.B. in Lunge oder Leber) angestrebt
werden. Bei fehlender chirurgischer Interventionsmoglichkeit sollte eine moglichst effektive
Chemotherapie mit dem Ziel einer maximalen Tumorresektion erfolgen. Die Effektivitdt hangt
hier von dem molekularpathologischen Profil ab, so dass eine Analyse des Mutationszustands
der RAS-Gene (u. a. KRAS) und des BRAF-Gens erfolgen sollte. Bei RAS-Wildtyp Tumoren ist die
Lokalisation von Bedeutung (Abb. 1), da linksseitig gelegene Tumore von eine Anti-EGFR-

Therapie profitieren (AWMF und Deutsche Krebsgesellschaft e.V. 2019).

[ Evaluation der Eignung fiir die Therapie J

|
Unfit

Bedingt geeignet fir
Chemotherapie

Fit
Geeignetfurintensive

Unfit
Nichtgeeignet

Chemotherapie fur Chempotherapie

[ Therapiedel |

FP + Bevacizumab;
Doublette red. Dosis;

| max. Tumorreduktion anti-EGFR

Primar : 1
resektable OMD Sﬁ:gihe I
Metastasen pi J
} Molekulares Profil

! I

i [ I !
Resektion H Toolbox ]'- seeead | RA_"I' wt RAT mt BRAF mt

rresrErEsTEErEsrEReRETA TR Ty CT Doublette CT Doublette CT Triplette
+ moAb + Bevacizumab + Bevacizumab

I [

[ rechtsseitig H linksseitig ]

't —

CT-Doublette + CT-Doublette +
Bevacizumab anti-EGFR

Abbildung 1: Therapiealgorithmus Erstlinientherapie des mKRK (AWMF und Deutsche
Krebsgesellschaft e.V. 2019); Doublet: Kombination von Fluoropyrimidin (FP) plus entweder
Oxaliplatin oder Irinotecan; Triplet: Kombination von 5-FU plus Oxaliplatin plus Irinotecan; Anti-
EGFR-AK: Antikérper gegen den EGF-Rezeptor; BSC: Best Supportive Care; moAb: monoklonaler
Antikérper (engl. monoclonal Antibody); OMD: Oligometastasierung (engl. oligometastatic
disease).

In erster Linie werden Fluoropyrimidin-basierte Kombinationschemotherapien mit
intravendsen 5-Fluorouracil (FOLFIRI, FOLFOX oder FOLFOXIRI) oder mit dem oralen
Fluoropyrimidin Capecitabin mit Oxaliplatin (CAPOX) eingesetzt. FOLFOXIRI gehort zu den
effektivsten Chemotherapie-Regimen, jedoch auch mit der groRten Nebenwirkungsrate, so

dass es nur bei gutem Allgemeinzustand eingesetzt werden sollte. Die Zugabe von
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Bevacizumab, einem monoklonalen Anti-VEGF-Antikorper, flhrt nachgewiesen zu einer
signifikanten Effektivitatssteigerung in Hinblick auf das progressionsfreie Intervall und konnte
in Kombination mit 5-Fu/Irinotecan die Gesamtiiberlebenszeit verlangern (Hofheinz u. a. 2018).
Bevacizumab ist etablierter Standard in der Erst- und in der Zweitlinientherapie des mKRK.
Jedoch zeigt sich der Vorteil dieser gezielten Therapie im klinischen als auch praklinischen
Setting zeitlich begrenzt, bis sich ein erneuter Tumorprogress einstellt. Es werden zwei Arten
von Resistenzen vermutet: Eine bereits bestehende, intrinsische Resistenz und eine Art
Ausweichresistenz, die sich im Rahmen der Therapie entwickelt. Es wird vermutet, dass der
Tumor alternative Wege aktiviert zur Aufrechterhaltung des Tumorwachstums (Bergers und

Hanahan 2008).

3.2. Tumorangiogenese und proangiogene Faktoren

Als Angiogenese bezeichnet man das Wachstum von neuen Blutgefdallen durch Aussprossung
und Abspaltung aus vorhandenen BlutgefalRen. Die Neubildung von Gefdllen aus endothelialen
Vorlauferzellen dagegen wird als Vaskularisation bezeichnet (Weingartner 2020). Férdernde und
hemmende Faktoren befindet sich unter physiologischen Bedingungen im Gleichgewicht und ist
nur wahrend der embryonalen Entwicklung, der Wundheilung oder im Rahmen des weiblichen
Zyklus zugunsten der GefalRbildung verschoben. Krebstumore ab einer Gré8e von 3 mm kdénnen
seine Zellen durch Diffusion nicht mehr versorgen. Durch aktivierende Faktoren wie Hypoxie,
Zytokinen und Onkogenen wird eine Kaskade mit Uberexpression von proangiogenen Faktoren
aktiviert und die Gefallneubildung initiiert. Die Einsprossung von Kapillaren in den Tumor wird
als ,Neoangiogenese” bezeichnet (Hossfeld u. a. 2001). Das zeitlich begrenzte Ereignis von der
avaskularisierten Hyperplasie zum vaskularisierten Tumor und folgender Tumorprogression
durch Uberschuss von proangiogenen Faktoren wird als ,angiogener switch“ bezeichnet
(Bariswyl und Christofori 2009). Primar erfolgt bei der Tumorneoangiogenese die Aktivierung
der Endothelzellen vorhandener Blutgefalie, was zu einer erhéhten Kapillarpermeabilitat fuhrt.
Zudem beginnen sich die Endothelzellen durch Mitogene zu teilen und produzieren
eiweilspaltende Enzyme (Matrixmetalloproteasen). Folgend kommt es zur Wanderung der
Endothelzellen in Richtung Tumor, wobei auf diesem Weg durch die Matrixmetalloproteasen
extrazellulares Material abgebaut wird und ,R6hren” entstehen, welche Anschluss an das
GefalRsystem finden. Diese Aktivierung, Proliferation und Migration wird durch mehrere
Mediatoren vermitteln, wobei bFGF (engl. basic fibroblast growth factor) und VEGF (vascular
endothelial growth factor) die Hauptwachstumsfaktoren darstellen. Weitere wichtige
Wachstumsfaktoren sind z. B. EGF (Epidermal Growth Factor), PIGF (Placental Growth Factor),

II-8 ( Interleukin-8), TNF-alpha (Tumor Necrose Factor alpha), Ang-1 und Ang-2. Die Prognose
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von Tumorerkrankungen hangt von der Fahigkeit zur GefaRneubildung des Tumors ab. In der
Tumorhistologie kann das AusmaBR der Neoangiogenese bestimmt werden durch
immunhistochemische Anfarbung von Antigenen, die durch die Endothelzellen der Kapillaren
gebildet werden, wie z.B. CD31, CD34 oder des Von-Willebrand-Faktor. Cluster of Differentiation
31 (CD31) ist ein Transmembran-Glykoprotein, welches auch als PECAM-1 (Thrombozyten-
Endothelzelladhdsionsmolekil 1) bezeichnet wird und u. a. Bestandteil der endothelialen
interzelluldren Verbindung ist und somit ein sensitiver und spezifischer Marker fiir die
endotheliale Differenzierung (Pusztaszeri, Seelentag, und Bosman 2006). Beim Mamma-,
Bronchial-, Prostata- oder Harnblasenkarzinom und Gliom konnte gezeigt werden, dass die Zahl
der angefarbten Kapillaren pro Gesichtsfeld mit dem Langzeitleben reziprok korreliert. Andere
Untersuchungen im Nierenzell- , Ovarialkarzinom und Non-Hodgkin-Lymphom zeigten einen
Zusammenhang zwischen der VEGF-Serumkonzentration und dem Tumorstadium und Prognose
(Hossfeld u.a. 2001). Hier liegen therapeutische Angriffspunkte, wie die Hemmung von
Wachstumsfaktoren, z. B. von VEGF, EGF oder Ang-2. Andere Studien beschaftigen sich mit der

Vermeidung von Hypoxie als Initiator fiir die Uberexpression an angiogenen Faktoren.

3.2.1. VEGF

Der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF) ist strukturell mit der Familie der PDGFs
(Platelet-derived-Growth-Faktoren) verwandt, welche einen mitogenen Einfluss besitzen und
zentrale Regulatoren der Angiogenese sind. 5 Mitglieder der VEGF-Familie sind im
Saugetiergenom kodiert: VEGF-A, -B, -C,-D und PIGF (Placenta Growth Faktor). VEGF-A, oft nur
VEGF genannt, als Hauptfaktor reguliert Gber Bindung an zwei Tyrosin-Kinase-Rezeptoren
(VEGFR-1 und VEGFR-2) die Endothelproliferation, Migration und GefaBpermeabilitdt. Dabei
zeigt VEGFR-2 (oder auch FIk-1/KDR) eine erhéhte Aktivitat gegeniiber proangiogenen Signalen.
Der l6sliche VEGFR-1, auch Flt-1 (Fms-like Tyrosinkinase-1) genannt, wirkt dagegen inhibierend.
Der VEGFR-3 reguliert die Lymphangiogenese (Shibuya 2013). VEGFR-2 gilt als Hauptakteur in
der GefaRbildung. Bereits in der Embryonalentwicklung spielt die Angiogenese durch VEGF und
seine Rezeptoren eine maligebliche Rolle. Es zeigte sich, dass Mausembryonen mit inaktivierten
VEGF-Rezeptor-2 friihzeitig im Uterus verstarben (Ferrara u. a. 1996). VEGF ist mittlerweile ein
Hauptziel in der antiangiogenen Therapie und klinischer Standard beim metastasierten KRK.
Bevacizumab ist ein humanisierter monoklonaler Antikérper gegen VEGF-A (siehe Abb. 2), durch
dessen Neutralisierung eine Tumorangiogenese verhindert werden soll und wurde in Europa
2005 (USA 2004) fiir die Therapie des mKRK zugelassen. Mittlerweile ist Bevacizumab auch bei
fortgeschrittenem Lungen-, Brust-, Nierenzell- und Eierstock- und Gebarmutterhalskrebs

zugelassen (Maucher 2020) und in der Augenheilkunde als Off-Lable-Use zur Behandlung der
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feuchten altersabhangigen Makuladegeneration. Studien haben gezeigt, dass die Zugabe von
Bevacizumab zur Chemotherapie das Gesamtiiberleben und das progressionsfreie Intervall
verlangert bei metastasierten soliden Tumorerkrankungen (Amit u.a. 2013). Trotz der
nachgewiesenen Wirksamkeit ist eine vollstdndige Therapie des mKRK nicht in allen Fallen
moglich. Laut (Bergers und Hanahan 2008) werden zwei Resistenzpfade gegen den VEGF-
Inhibitor postuliert. Einerseits die intrinsische (vorbestehende) Resistenz und andererseits die
adaptive Resistenz. Bei der vorbestehenden Resistenz fehlt jegliche vorteilhafte Wirkung der
Therapie, also weder das Stabilisieren noch das Schrumpfen eines Tumors oder eine
Verbesserung der Lebensqualitdt. Im Rahmen der adaptiven Resistenz umgeht der Tumor die
therapeutische Blockade nach anfanglicher Reaktion durch neue induzierte Mechanismen der
Neoangiogenese. Ein Mechanismus ist die Hypothese der Hochregulierung proangiogener

Signalwege, wie der der Angiopoietin-Familie.

A Aufbau eines IgG-Antikérpers ~~Antigenbindungsstelle

Fab-
Fragment

Fc-
Fragment (VL: Variable region on light chain
VH: Variable region on heavy chain
CL: Constant region on light chain
\CH: Constant region on heavy chain

J

B Monoklonale Antikdrper (,,- mab“)
Muriner Antikorper Chimdrer Antikorper Humanisierter Antikérper Humaner Antikarper
100 % Maus Ca. 66 % Mensch Ca. 90 % Mensch 100 % Mensch
,, -momab“ ,, -ximab“ ., -zumab” L, -mumab“

Abbildung 2: Aufbau und Entwicklung therapeutischer Antikérper. Eigene Darstellung auf
Grundlage von Wohlgemuth und Li 2012. Darstellung eines Antikérpers mit 2 schweren Ketten
(grau) und zweit leichten Ketten (rosa), die durch Disulfidbriicken verbunden sind (A). Die
variablen Regionen der Fab-Fragmente beinhalten die Antigenbindungsstellen. Die Entwicklung
therapeutischer Antikérper (B) von einem murinen Antiképer bis zu einem humanen Antikérper.
Je geringer der Maus-Anteil ist, umso besser ist die Wirksamkeit und geringer die
Immunogenitiit.
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3.2.2. Ang-2

Angiopoietin-1 (Ang-1) und Angiopoietin-2 (Ang-2) sind Liganden der Tie-2-Rezeptor-
Tyrosinkinase, welche auf GefalRendothel exprimiert werden. Ang-1 wirkt als Agonist auf den
Tie-2-Rezeptor und wird von Perizyten, Muskelzellen und Fibroblasten gebildet. Es fordert die
Bildung von Perizyten und glatten Muskelzellen und dient als Reifungsfaktor bzw. stabilisiert
reife Gefdllsysteme. Im Gegensatz dazu dient Ang-2 als Antagonist des Tie-2-Rezeptors, in dem
es die Ang-1-abhangige Tie-2-Ativierung blockiert. Er dient als Destabilisierungsfaktor, der das
GefalRsystem flr das Austreiben, auch unter Hilfe anderer angiogener Zytokine ( wie z. B. VEGF),
zuganglich macht (Kienast u. a. 2013). Es wurde gezeigt, dass sich die Expression von Ang-1:Ang-
2 zugunsten von Ang-2 in Neoplasien verschiebt (Tait und Jones 2004). In unterschiedlichen
Tumoren wurde eine erhohte Ang-2-Expression nachgewiesen, was mit einer schlechteren
Prognose einherging, so dass es ein Hauptakteur im ,angiogenen switch” bei der
Tumorprogression zu sein scheint und ein wichtiger therapeutischer Angriffspunkt (Kienast u. a.
2013). Aufgrund dieser Annahme wurde in einer Studie zur Behandlung des mKRK
nachgewiesen, dass unter der Therapie mit Bevacizumab ein niedriger Ang-2-Serumspiegel zu
einer besseren Ansprechrate, ein langeres progressionsfreies Intervall und niedrige Mortaliat

fihrt (Goede u. a. 2010).

3.2.3. CrossMab

Aufgrund der Annahme von Fluchtwegen im Rahmen der VEGF-Therapie soll die kombinierte
Therapie durch die gleichzeitige VEGF- und Angiopoietin-Hemmung zur Uberbriickung eines
Resistenzmechanismus ein besseres Ansprechen der antiangiogenen Behandlung bewirken. Die
primdre Kombination zweier unterschiedlicher Antikérper durch Fusion zweier
Hybridomzellinien zur Erzeugung monospezifischer, bivalenter Antikbrper mit den
entsprechenden Spezifitdten (,Quadroma-Technologie”) ergab ein untrennbares Gemisch fast
identischer Antikdrpern mit nur geringem Anteil des gewlinschten bispezifischen Antikorpers
(Schaefer u. a. 2011). Um unerwiinschte Nebenprodukte zu verhindern wurde von der Firma
Roche und anderen die CrossMAb-Technologie entwickelt, bei der die schweren Ketten zweier
Antikorper durch die KiH (,Knobs-in-Hole“) Methode assoziiert werden, sowie die spezifische
Bindung der Leichtketten an ihre verwandten Schwerketten durch Austausch der Leichtketten-
und Schwerkettendomanen innerhalb der Antigenbindungsfragmente (Fab), (siehe Abb. 3).
Diese Methode erzeugt vorhandene Antikorper in ein bispezifisches IgG-Format, bei den beide
Fab-Arme an jeweils einem Target spezifisch binden (Klein, Schaefer, und Regula 2016; Schaefer
u. a. 2011). Vanucizumab ist ein humanisierter bispezifischer IgG1-Antikdrper (Anti-Ang-2-VEGF

CrossMADb), vgl. Abbildung 2. Er tragt das urspriingliche unmodifizierte Bevacizumab-Fab und
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den Ang-2(LCO6) -Arm, ein Fab mit einem CH1-CL-Domanen-Crossover (vgl. Abbildung 3, C).
Bereits in préaklinischen Studien zeigten murinierte bispezifische Surrogat-CrossMabs in
humanen Tumor-Xenotransplantaten eine antitumorale Wirksamkeit (Kienast u.a. 2013).

Vanucizumab wurde 2012 zum ersten Mal in klinischen Studien verwendet (Klein u. a. 2016).

unmodifiziert crossover CrossMab™®

CH1-CL Humanisierter IgG-Antikérper
VEGF-A Vanucizumab

Light chain 2 —

Heavy chain 2

CrossMab
Ang-2

(Bevacizumab) (Lcos)
S S
S S
—)

Abbildung 3: Darstellung der Bildung eines bispezifischen Antikérpers und Ableitung der
Herstellung des humanisierten IgG Vanucizumab. Eigene Darstellung modifiziert nach Schaefer
u. a. 2011; Klein u. a. 2016. Allgemeiner Aufbau eines zukiinftigen bispezifischen Antikérpers (A).
Entwurf der 4 Ketten des bispezifischen Antikérpers und Heterodimesierung der schweren Ketten
durch die Kobe-in-Hole (KiH)-Technologie zu einem CrossMab"® mit den vollstédndigen VH-CH1-
und VL-CL-Domdénen (B). Bei Austausch der alleinigen CH1- und CL-Domdne entsteht
CrossMab™*<t (C). Auf dessen Grundlage wird Vanucizumab hergestellt: Nur die variablen
Regionen haben noch murine Antigenbindungsstellen mit den bispezifischen Bindungen fiir
VEGF-A und Ang-2, die restlichen Regionen sind menschlich (Austausch der CH1- und CL-Domdne
am Ang-2).
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4. Ziele der Arbeit

Die Behandlung des mKRK mit einem VEGF-Inhibitor und Chemotherapie ist eine klinische
Standardtherapie. Ein Problem ist die Beobachtung von Resistenzen gegeniiber der
Chemotherapie und das begrenzte Ansprechen auf VEGF-Inhibitoren aufgrund angiogener

Fluchtwege (de Gramont u. a. 2012; Haibe u. a. 2020; Itatani u. a. 2018).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde anhand von drei vorklinischen Studien die Auswirkung einer
zusatzlichen Hemmung des Wachstumsfaktors Angiopoietin-2 untersucht. Hierzu wurde die
kombinierte Hemmung von VEGF- und Angiopoietin-2 auf die Tumorangiogenese und
Metastasierung im Vergleich zu einer Einzelbehandlung in einem vorklinischen Xenograftmodell
beobachtet. Zur Kombinationstherapie der VEGF-/Ang-2-Inhibition (Co-Targeting) wird in den

Studien der bispezifische Antikdrper ,,CrossMab“ der Firma Roche verwendet.

Weiterhin erfolgte eine immunhistologische Aufarbeitung der Tumore der unterschiedlichen
Therapiereihen, um zu klaren, ob unterschiedliche histologische Merkmale bei

unterschiedlichem Therapieansprechen zu beobachten sind.

Ein erster Ansatz zur Klarung der Metastasierung zeigte sich unter Zuhilfenahme des

Multispektral-Fluoreszenzimaging.

Zusammenfassung der Ziele:

1. Welche Wirksamkeit hat die kombinierte Hemmung von VEGF und Ang-2 im Vergleich
zur Monotherapie mit einer VEGF-Inhibition?

2. Welche Wirksamkeit hat die kombinierte Therapie aus Chemotherapie und CrossMab
auf das Tumorwachstum am Xenograftmodell?

3. Wie unterscheidet sich die Wirksamkeit der Therapie in verschiedenen humanen
Tumorzelllinien?

4. Das KRK metastasiert haufig in die Lungen. Welchen Einfluss hat eine Angiopoietin-2 -
Inhibition bzw. das Co - Targeting auf die Metastasierung der Lungen?

5. Zeigen sich histologische Unterschiede in der Angiogenese in den Tumoren zwischen
den Therapiegruppen.

6. Welche Nebenwirkungen ergaben sich aus den unterschiedlichen Therapien.
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5. Material und Methodik

5.1.  Allgemeiner Versuchsablauf

5.1.1. Materialien

Zur Behandlung der Xenotransplantate in Mdusen wurden spezifische IgG-Antikdrper gegen
VEGF und Ang-2 als Single-Targeting verwendet, sowie der chimare monoklonale Antikérper

»CrossMab“, zur gleichzeitigen Bindung von Ang-2 oder VEGF.

Tabelle 3: Verwendete Antikérper und Chemotherapie in den Tierstudien

Antik6rper/Chemotherapie Dosierung Hersteller
Anti-VEGF-Antikorper: 10 mg/kg KG RO6872895

Chimarer Maus-lgG2a-mAB Roche Diagnostics GmbH
basierend auf mAB B20-4.1 (Penzberg, Deutschland)
Anti-Ang-2-Antikorper: 10 mg/kg KG RO6872894

Chimarer Maus-lgG2a-mAb Roche Diagnostics GmbH
basierend auf mAB LC0O6 (Penzberg, Deutschland)
Bispezifisches Anti-Ang-2-VEGF- 10 mg/kg KG R0O6872840

CrossMab:

Roche Diagnostics GmbH
Chimares Maus-IgG2a basierend (Penzberg, Deutschland)
auf LCO6 + B20-4.1

Irionotecan 50mg/kg KG Irinotecan-Hydrochlorid, 20 mM
in NaCL (Sigma Aldrich)

5-Fluorouracil 30 mg/kg KG 50 mM in NaCl (Sigma Aldrich)

PBS 150 pl Sigma-Aldrich, St. Luis, USA

5.1.2. Methode

Nach Kultivierung der KRK-Zelllinien DLD-1, HT-29 und HT-29 FUPW erfolgte die Generierung
von subkutanen Xenotransplantat-Tumoren. Dazu wurden 5 Mio. Zellen (in 150 pl PBS) einer
Zelllinie mit einer 1 ml — Feindosierspritze und 27 G Kaniilen (BD Medical, Heidelberg,
Deutschland) in die rechte Flanke mannlicher Nacktmause geimpft, so dass eine kleine
subkutane Blase sichtbar wurde. AnschlieRend erfolgte die engmaschige Kontrolle des

Zustandes der Mause und des Tumorwachstums 2-3 x wochentlich, bei groRen Tumoren oder
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Auffalligkeiten auch taglich. Dazu erfolgte die Beobachtung des Verhaltens sowie die Messung
des Gewichtes. Das Tumorwachstum wurde in jeder Studie mittels Volumenmessung durch
einen Messschieber ermittelt und anhand der Formel V = a% x b x /6 (V: Tumorvolumen, a:
Tumorbreite als die kiirzere Dimension, b: Tumorlange als die gréBere Dimension) errechnet
(Tomayko und Reynolds 1989). Zuséatzlich erfolgte in Studie 1 die Beobachtung des
Tumorwachstums der Zelllinie HT-29 FUPW mit Hilfe der Ermittlung der Fluoreszenzintensitat
durch das Multispektral-Fluoreszenzimaging. 2 - 3 Wochen nach Zellsetzung haben sich die
Tumore entwickelt und es erfolgte eine Gruppierung der Mdause mit gleichen mittleren
TumorgroRen, so dass in jeder Gruppe groRe, mittlere und kleine Tumore zu finden waren. Die
Mause wurden am Ohr zur Unterscheidung markiert. Die Mause wurden je nach Box und Anzahl
der Mause pro Box benannt (z. B. Maus , A2“ ist die zweite Maus (Ohrmarkierung) aus Box A),
so dass sie den Therapien zugeordnet werden konnten. Anschliefend erfolgte einmal
wochentlich die intraperitoneale Injektion der jeweiligen Therapie (Anti-Ang-2, Anti-VEGF,
CrossMab, Chemo, PBS). In den jeweiligen Studien werden die Therapien spezifisch erlautert.
Die Chemotherapie erfolgte als Kombination aus 5-FU/Irinotecan mit 30 mg/kg KG. Die
Antikérper wurden in einer Dosis von 10 mg/kg KG als Monotherapie oder in Kombination mit
der genannten Chemotherapie verabreicht. Die Kontrollgruppe erhielt PBS-Injektionen. Nach
Eintritt der Abbruchkriterien erfolgte die Toétung der Mause durch CO2 oder zervikaler
Dislokation. AnschliefRend wurden die Tumore enthommen, in 5% Formalin fixiert und fir
histologische Analysen aufgearbeitet. Zur Ubersicht erfolgte die Hamatoxylin-Eosin-Farbung.
Immunhistochemisch  wurden die Prdparate auf ihre Gefaldichte (CD31), den
Leukozyteneinstrom (CD45), sowie Unterschiede in den Expressionen von VEGF und seinem
Rezeptor (VEGF-R 2), Ang-2 und Tie-2 untersucht. Den Mausen mit dem Xenotransplantat aus
der Zelllinie HT-29 FUPW wurden erganzend die Lungen entnommen und im Fluoreszenzimaging

ex vivo auf Metastasen durch Messung der Fluoreszenzintensitat untersucht.

5.2, Verwendete Zelllinien und Zellkultivierung

5.2.1. Zelllinien

Die in den Xenograftmodellen wurden die humanen KRK-Zelllinien DLD-1 und HT-29 verwendet.
DLD-1 gilt als chemoresistent und ist daher fiir die Beurteilung neuer Therapieansatze zur
Uberbriickung von Resistenzen geeignet. Weiterhin wurde der Zellklon HT-29 FUPW verwendet,
der in der KIM IV der AG Miiller generiert wurde. HT-29 FUPW wurde aus dem Wildtyp der KRK-
Zelllinien HT-29 durch Markierung mit dem tiefrot fluoreszierenden Protein mPlum generiert

(Caysa u. a. 2012).
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Tabelle 4: Zelllinien zur Erstellung der Xenotransplantate

Zelllinie Ursprung Referenz (nach der American

Type Culture Collection)

DLD-1 Humane CRC Zelllinie ATCC - Nr. CCL-221

HT-29 Humane CRC Zelllinie ATCC - Nr. HTB-38

HT-29 FUPW HT-29 mit transduziertem FP  generiert durch (Caysa u. a.
mPlum 2012)

5.2.2. Zellkultur

Die Kultivierung der KRK-Zelllinien erfolgte in Zellkulturflaschen von etwa 25 cm? Bodenflache
unter Standardbedingungen im Brutschrank (Temperatur 37 °C, CO2-Gehalt 5%, Luftfeuchtigkeit
> 95%) und tagliche lichtmikroskopische Kontrollen. Das Wechseln des auf 37 °C angewarmten
Zellkulturmediums (RPMI-1640 [Sigma Aldrich], 10 % Fetales Kalberserum [Biochrom AG, Berlin;
DE], 1 % Penicillin/Streptomycin [100x Stamml6sung Biochrom AG] erfolge ca. aller 2 Tage. Jedes
offnen der Flaschen wurde unter sterilen Bedingungen an Laminar Flow-Werkbanken
durchgefuhrt. Nach Erreichen einer Dichte des Monolayers von 90-100 % erfolgte die
Passagierung der Zellen. Dazu wurde das alte Medium abgesaugt und mit PBS 1 % gewaschen.
Nach dessen Entfernung erfolgte die Zugabe von 1 ml Trypsin-EDTA zum Ldsen der Zellen vom
Flaschenboden. Nach mikroskopischer Kontrolle und vollstandiger Ablosung erfolgte die Zugabe
von 3 ml Nahrmedium, welches die Proteinasewirkung stoppt. AnschlieBend erfolgte der
Ubertrag von 1-2 ml dieser Suspension in eine neue Flasche mit Zugabe von frischem Medium
(8-9 ml), so dass % bzw. % der Zellen weitergefiihrt wurden. Die Kontrollen der Zellen beziiglich

Anzahl und Zustand erfolgen durch eine Neubauer-Zahlkammer.

5.3.  Versuchstiere

Aufgrund der Tierversuche erfolgte ein einwdchiger Kurs zum Erwerb von Kenntnissen und
Fahigkeiten und die Genehmigung der Studien durch das Landesverwaltungsamt Sachsen-
Anhalt, Referat flr Veterindrangelegenheiten. Fir die Studien wurde die immundefiziente
athymische Nacktmaus (Athymic Nude-Foxnl™, Fa. Charles River Laboratories) verwendet.
Aufgrund einer genetischen Mutation besitzt diese Art von Mausen keine Thymusdriise und
konnen nur eine reduzierte Zahl von T-Zellen bilden, was zu einem unvollstandigen

Immunsystem flhrt. Infolge dessen zeigen sie keine AbstoBungsreaktion gegenlber
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Tumorzellen und werden daher bevorzugt in Krebsstudien eingesetzt. Zudem besitzen sie keine
Behaarung, weshalb sich Tumore gut identifizieren lassen. Die Versuche wurden gemaR den

ortlichen Richtlinien durchgefiihrt.

5.4.  Multispektral-Fluoreszenzimaging (msFl)
5.4.1. Gerate und Software

Es wurden folgende Gerate und Programme verwendet:

1. Maestro™ in vivo Fluorescence Imaging System (CRi, Woburn, MA., USA)
2. Maestro™ Software Version 2p22 (Update 2.4.3) und Compare images (Version 2.10.0)
3. Gelber Filtersatz (Abk. ye): Anregungsfilter 575 - 605 nm, Emmisionsfilter 645 nm LP

(Emissionslangpassfilter), Aufnahmebedingungen 630 - 850 nm

02- Anschluss

| M

Isofluran

Abbildung 4: Schematischer Versuchsaufbau der in vivo Fluoreszenzbildgebung. Eigene
Darstellung.

5.4.2. Methode

Fir die in vivo Fluoreszenzbildgebung wird das rot fluoreszierende Protein (RFP) mPlum in den
Tumorzellklon HT-29 FUPW durch Licht einer bestimmten Wellenlange angeregt. Dabei werden
Photonen absorbiert und Elektronen der Molekiile des RFP in ein energetisch hoheres Orbital
gehoben, also angeregt. Fallen sie von dort auf ihr urspriingliches Niveau zurlick, wird die
freiwerdende Energie als Wa&rme und Photonen (Fluoreszenzlicht) abgegeben. Das
Fluoreszenzlicht (Emissionslicht) ist aufgrund der Energieaufteilung, also der Warmeabgabe,
energiedrmer und besitzt eine groRere Wellenlange. Bei der msFl wird dieses Signal

aufgefangen und soll von der Autofluoreszenz getrennt werden. Fir verschiedene
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Fluorophosphore ben6tigt man demnach verschiedene Filter, um die Spektren voneinander zu
trennen. Dazu wird ein Schmalbandanregungsfilter in Kombination mit einem
Langpassemissionsfilter verwendet, was Aufnahmen verschiedener definierter Wellenlangen
ermoglicht. Flir mPlum wurde der gelbe Filter mit dem definierten Wellenlangenbereich
benutzt (Anregungslicht mit der Wellenlange 575-605 nm, Emissionswellenlange 645 nm). Mit
der Maestro Software lassen sich anschlieBend die Fluoreszenzsignale isolieren. Der

Versuchsaufbau ist in Abbildung 4 dargestellt.

Die msFI-Messungen erfolge in Kurznarkose durch ein Isoflurangasnarkosesystem (Fa.
Dragerwerk AG, Lubeck, Deutschland). Dazu wurden die Tiere auf eine schwarze, nicht
fluoreszierende Warmeplatte bei 35°C gelegt, um ein Auskihlen zu verhindern. Der
Sauerstoffzustrom erfolgte konstant bei 2-3 I/min. Zur Narkoseeinleitung wurde eine
Isoflurankonzentration von 2,5 % verwendet und zur weiteren Narkoseaufrechterhaltung 0,8 —
2,0 %. Fir die Mausaufnahmen wurde der Probentisch (Stufe 1C) und die Lampenposition
(Position 2) in Stellung gebracht, damit die Maus voll erfasst und ausgeleuchtet wird.
AnschlieBend wurde mit Weilllicht zunachst ein Graustufenbild aufgenommen (Gelber Filter
mit 30 ms), dann folgte die Umschaltung auf das Anregungslicht. Die optimale Belichtungszeit
wurde automatisch gemessen. Die Aufnahme der gesamten spektralen Daten erfolge als
,Cube” und wurden anschlieRend in einzelne Fluoreszenzsignale aufgetrennt. Im Programm
sind Bibliotheken hinterlegt, die die Referenzspektren - und auch die Spektren der
Autofluoreszenz - zum Vergleich beinhalten (Caysa u. a. 2012). Nach dem Auftrennen wird ein
zusammengesetztes Bild mit den fiir die Spektren definierten Farben generiert. Die Software
stellt nach Feststellung der Flache die Gesamtfluoreszenzintensitét Fl [counts/s] als Summe der
in der Flache enthaltenden Pixeleinzelsignale zur Verfligung. Bei unterschiedlichen
Belichtungszeiten der zu vergleichenden Cubes, missen diese auf eine Belichtungszeit normiert

werden (Caysa u. a. 2012).
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5.5. Histologie
Fiir die Anfertigung der histologischen Schnitte wurden folgende Materialien und Antikorper

verwendet:

5.5.1. Material

Tabelle 5: Verwendete Materialen fiir die Histologie

| Material Firma

Aqua dest. B. Braun, Meslungen, Deutschland

Target Retrieval Solution, Citrate pH Dako North America Inc., Carpinteria, CA, USA
6,1, ready to use

Dulbecco’s Phosphate buffered Saline  Sigma-Aldrich, St. Luis, USA

(PBS) 10x

2-Propanol Sigma-Aldrich, St. Luis, USA

Ethanol Sigma-Aldrich, St. Luis, USA

Roti®-Histol Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D

Dual Endogenous Enzyme Block Dako North America Inc., Carpinteria, CA
Albumin Fraktion V, endotoxin- Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D

gepruft (zur Herstellung von BSA)

Paraffinstift Dako, DK-Glostrup, Denmark

DAB + Substrate Chromogen System Dako North America Inc., Carpinteria, CA

Hamatoxylin ready to use Dako, DK-Glostrup, Denmark

Roti®-Histokitt Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D
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Tabelle 6: Verwendete Antikérper fiir die Inmunhistologie

Primarer Antikorper

Konzentration,
Inkubationsbedingung

Firma

CD 31 1:100, 3 h bei RT Abcam, ab28364

CD 45 1:40, 3 h bei RT BD, 550539

Ang-2 1:20, 3 h bei RT R&D Systems, AF623
VEGFA-20 1:50, 3 h bei RT Santa Cruz, sc-152
Tie-2 1:100, 18 h bei 4 °C Santa Cruz, sc-9026
VEGF-R 2 1:600, 18 h bei 4 °C Cell Signaling, #2479

Sekundarer Antikorper

Anti-rabbit IgG, biotinyliert

1:800, 1 h bei RT

Santa Cruz, sc-2040

Anti-rat IgG, biotinyliert

1:800, 1 h bei RT

Santa Cruz, sc-2041

Anti-goat IgG, biotinyliert

1:800, 1 h bei RT

Santa Cruz, sc-2042

Verstarker

Streptavidin/HRP

1:1660, 30 min bei RT

Dako North America Inc.,
Carpinteria, CA

Abk: Raumtemperatur (RT)

5.5.2. Methode

Bearbeitung und Anfertigung histologischer Schnitte

Nach Exzision der Xenografte und Formalinfixierung (iber 48 h erfolgte die automatische

Dehydratation der Proben im Entwasserungsautomat, sowie die Einbettung in Paraffin zu

Paraffingewebeblocke am Microm EC350-1, Gerdte der Firma Thermo Scientific,

im

Forschungslabor der Universitatsklinik und Poliklinik fiir Innere Medizin I. AnschlieBend wurden

die Blocke am Rotationsmikrotom RM 2245 (Leica, Wetzlar, Deutschland) in 4 um dicke

Serienschnitte in unterschiedlichen Ebenen angefertigt. Im Wasserbad erfolgte die Streckung

der Schnitte von wo sie dann auf die Objekttrager (Menzel-Glaser Superfrost, Thermo Scientific)

gezogen und bei Raumtemperatur getrocknet und aufbewahrt wurden.
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Hamatoxylin- und Eosin-Farbung

Die Ubersichtsfirbung mit Hamatoxylin-Eosin (HE) erfolgte nach dem etablierten
Standardprotokoll des Labors. Dazu wurden die Paraffinschnitte eine Stunde bei 50 °C im
Warmeschrank angeschmolzen und anschlieRend sofort in einer absteigenden Alkoholreihe je 5
min. entparaffiniert und gewassert ( 2 x Roti®-Histol = 2-Propanol = Ethanol 96 % = 80 % 2>
70 % = 50 % -> bidest. Aqua). Dann erfolgte iber 30 s die Farbung mit Himatoxylin und 2 x 5
min Blduen mit Leitungswasser. Nach kurzem Waschen in Aqua dest. erfolge die Farbung mit
0,1% Eosinlosung (nach Verdiinnung und Ansduerung mit Essigsaure) fir 5 min. Nach dem
Waschen in Aqua dest. Uber 2 min erfolgte die Entwdsserung der Schnitte in einer aufsteigenden
Akoholreihe (bidest. Aqua = Ethanol 50% = 70% > 80% —> 96% —> 2-Propanol = 2 x Roti®-
Histol), wobei die Schritte bis zum 2-Propanol schneller erfolgten (ca. 10 s) um ein Entfarben zu
vermeiden. Zum Schluss wurden die Schnitte mit Histokitt eingedeckelt. AnschlieRend wurden

die Schnitte alle mit gleichem Linsen-Praparat-Abstand fotografiert.

Immunhistochemische Farbung

Die immunhistochemische Farbung (IHC) erfolgte ebenfalls gemaR Protokoll unter Beachtung
der verschiedenen Antikérperkonzentrationen nach Herstellerangaben. Nach vorausgehender
Testung erfolgten die Konzentrationen gemaR der Tabelle 6. Zundchst wurden die
Paraffinschnitte erneut in absteigender Alkoholreihe entparaffinisiert, gewassert und
anschlieRend im Target-Retrieval-Solution bei 95 °C fir 30 min demaskiert um Epitope
zurickzugewinnen. Nach Abklhlung auf Raumtemperatur (RT) wurden die Schnitte in PBS
gewaschen und kurz in Aqua dest. gehalten. Dann erfolgte der Peroxidaseblock (Dual
Endogenous Enzyme Block) in der feuchten Kammer tber 15 min bei RT, erneutes Spilen mit
PBS und blockieren unspezifischer Bindungsstellen mit 3 % BSA (Bovines Serum Albumin in PBS)
flr 20 min. Im nachsten Schritt erfolgte nach kurzem Spiilen mit 1% BSA die Inkubation der
primdren Antikérper in 1 % BSA mit der Konzentration und Zeitangabe nach Tabelle 6 . Zur
Kontrolle wurde bei jedem Durchgang ein Schnitt nur mit 1 % BSA ohne Primarantikdrper
mitgefiihrt. Folgend wurden die Schnitte erneut in PBS fiir 3 x 10 min gesplilt und anschliel3en
mit dem sekundaren, biotinylierten Antikérpern in PBS fiir 1 Stunde inkubiert. Nach erneutem
Spulen mit PBS Uber 3 x 10 min erfolgte die Inkubation der Schnitte Gber 30 min mit
Streptavidin/HRP-Konjugat in PBS um spéater die biotinylierten Antik6rper nachweisen zu
kénnen. Fir die braune Farbung des Zielantigens erfolgt nach Verwendung von HRP (,
Horseradish-Peroxidase”) im vorherigen Schnitt nun die Anwendung von DAB + Substrate
Chromogen Systems durch Auftropfen lber 5 min bei RT. Um Uberschiissiges Chomogen zu

entfernen erfolgte das Eintauchen in Aqua dest. AnschlieRend erfolgte die Farbung der Kerne
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durch Hamatoxylin iber 30 s und 2 x 5 min Blauen im Leitungswasser. Nach Uberfiihrung in Aqua
dest. erfolgte die Entwasserung durch die aufsteigende Alkoholreihe und Versiegelung mit

Histokitt und einem Deckglas.
5.6.  Statistik

Die Studienergebnisse werden in den Diagrammen als Mittelwert + Standardabweichung (SD)
abgebildet. Die statistische Analyse der 3. Studie (n=10) erfolgte mittels SPSS. Die
Berechnungen erfolgten durch das Institut fiir Epidemiologie, Biometrie und Informatik der
MLU Halle-Wittenberg. Das Tumorvolumen als abhangige Variable wird an verschiedenen
Zeitpunkten getestet. Der Einflussfaktor ist die Therapie. Im Levene-Test
(Varianzhomogenitatstest) wurde zunéchst die Verteilung an Tag 0 und zu spateren
Zeitpunkten getestet. Nur an Tag 0 gab es eine Normalverteilung, so dass hier der ANOVA Post
Hoc Tukey-Test angewendet wurde. Zu spateren Zeitpunkten unter Therapie variierten die
Gruppen stark, so dass an Tag 18 zu Dunett-T3 gewechselt wurde, um Gruppenunterschiede
herauszuarbeiten. Nach Studienende (Tag 49) wurden noch zwei Kombinationsbehandlungen
aus Antikorper und Chemotherapie miteinander mittels Students-T-Test verglichen. Ein p-Wert

< 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.
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6. Ergebnisse

6.1. Studie 1: Beobachtung des Tumorwachstums und der Metastasierung unter Einfluss
von VEGF-/Ang-2-Single-Targeting im Vergleich zum Co-Targeting anhand der Zelllinie HT-29

FUPW anhand Volumenmessung und multispektraler in-vivo-Fluoreszenzbildgebung

In dieser ersten vorldaufigen Studie mit 3 Mausen pro Gruppe wurde zunachst das
Tumorwachstum als auch mogliche Nebenwirkungen der Antikoérper-Therapie gegen VEGF-,
Ang-2- und des neuen CrossMab-Antikorpers untersucht. In der Kontrollgruppe erfolgte die
Applikation von PBS. Das Volumen wurde anhand der Formel V = a% x b x t/6 (V: Tumorvolumen,
a: Tumorbreite als kiirzere Dimension, b: Tumorldnge als ldangere Dimension) gemessen und
ermittelt. Die Untersuchungen erfolgten anhand der Zelllinie HT-29 FUPW. HT-29 FUPW ist ein
Zellklon aus dem Wildtyp HT-29, welcher mit einem tiefroten Fluoreszenzprotein mPlum
markiert wurde (Caysa u. a. 2012). Diese lassen sich aufgrund der Spektraleigenschaften durch
nicht-invasive multispektrale in-vivo-Fluoreszenzbildgebung detektieren. Somit konnte das
Tumorvolumen mit der Fluoreszenzintensitat verglichen werden und erste Beobachtungen zur

Metastasierung zwischen den Therapiegruppen erfolgen.

Zu Beginn der Therapie (Behandlungstag 0) enthielt jede Gruppe ein dhnliches mittleres
Tumorvolumen von 564 mm?3 (VEGF), 520 mm?3 (Ang-2), 548 mm?2 (CrossMab) und 516 mm3 in
der PBS-Gruppe. Am 28. Tag nach Behandlungsbeginn erreichte die erste Maus in der PBS-
Gruppe bzw. der Studie das Maximalvolumen von 1500 mm?3 und die Behandlung wurde
beendet (vgl. Abbildung 5). Das mittlere Tumorvolumen in der PBS-Gruppe zu diesem Zeitpunkt
betrug 1246 mm?. In dieser Studie hatten bereits auch Tumore in der VEGF-Gruppe zu diesem
Zeitpunkt ein dhnlich schnelles Wachstum mit einem mittlerem Tumorvolumen von 1160 mm3.
2 Mause hatten auch hier ein Tumorvolumen von 1470 und 1260 mm?3, so dass die Therapie an
Tag 32 beendet wurde. In der Ang-2-Gruppe und in der CrossMab-Gruppe kam es nach
Therapiebeginn zunachst zu einer Remission bis zum 18. Tag mit einem mittlerem Volumen von
356 mm?3 in der Ang-2-Gruppe und 457 mm?3 in der CrossMab-Gruppe. Am Tag 28, d. h. beim
Erreichen des Maximalvolumens in der Kontroll-Gruppe, hatten die Mause in der Ang-2-Gruppe
ein mittleres Volumen von 556 mm? bzw. 676 mm? in der CrossMab-Gruppe. In der CrossMab-
Gruppe erreichte die erste Maus das Tumorendvolumen am Tag 41 und die zweite am Tag 52
der Behandlung. Die dritte Maus zeigte eine komplette Tumorstase. In der Ang-2-Gruppe
erreichte die erste Maus am Tag 45 nach Behandlungsbeginn ein Tumorvolumen von 1500 mm?3,

die letzte Maus an Tag 55.
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Zusammenfassend zeigt sich in dieser ersten Studie ein deutlicher Therapievorteil durch die Ang-
2-Hemmung und durch die Therapie mit CrossMab. Bei Erreichen des maximalen
Tumorvolumens der ersten Maus der Studie aus der Kontrollgruppe, zeigte sich in der CrossMab-
und in der Ang-2-Gruppe ein nur sehr geringes Wachstum. Ein Tumor der CrossMab-Gruppe ist

in eine Stase Ubergetreten.
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Abbildung 5: : Analyse der Effekte der Antikérpertherapien auf das Tumorwachstum der Zelllinie
HT-29 FUPW, Studie 1. Darstellung der Tumorvolumen als Mittelwerte (n = 3) bei Therapiebeginn
an Tag 0 bis zum Erreichen der maximalen GréfSe des ersten Tumors der Studie an Tag 28 (PBS-
Gruppe). Die Therapie erfolgte einmal wéchentlich (Pfeile).

6.1.1. Fluoreszenzintensitat

Neben der Bestimmung des Tumorvolumens erfolgte die Auftragung der Fluoreszenzintensitat,
welche mittels des Maestros™ in vivo Fluorescence Imaging System bestimmt wurde. Die
Messungen der Fluoreszenzintensitdt waren in der ersten Studienhalfte bei allen drei
Antikorpern zunachst fallend. In der Ang-2-Gruppe konnte die geringste Fl gemessen werden.
Dagegen wurde in der PBS-Gruppe die hochsten FI gemessen. Tumore der CrossMab-Gruppe
zeigen eine dhnliche, sogar hohere Fluoreszenzintensitat als die VEGF-Gruppe bei geringerem

Tumorvolumen (vgl. Abbildung 6).
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HT-19 FUPW normierte Fluoreszenzintensitat
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Abbildung 6: Analyse der Messwerte der Fluoreszenzintensitét normiert auf die
Ausgangsintensitdt bei Therapiebeginn an Tag 0 bis zum Erreichen des maximalen Volumens des
ersten Tumors an Tag 28 (aus der Kontrollgruppe), Zelllinie HT-29 FUPW, Studie 1.

Mit zunehmender TumorgroRe wurde eine starkere Fluoreszenzintensitdt gemessen (vgl.
Abbildung 6). Es zeigt ein proportionales Verhalten zwischen Tumorvolumen und
Fluoreszenzintensitat in den allen Therapiegruppen (n=3). In der VEGF-Gruppe zeigten sich bei
GroBenzunahme eine starkere Abweichung der Fl zur Geraden. Ein Zusammenhang zwischen

dem Tumorendgewicht und Fluoreszenzintensitdt war nicht ersichtlich.
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HT-29 FUPW Fluoreszenzintensitat und Volumen
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Abbildung 7: Zusammenhang Tumorvolumen und Fluoreszenzintensitit (Fl), Zelllinie HT-29
FUPW, Studie 1. Die TumorgréfSe korreliert mit der Fl.

6.1.2. Metastasen

Nach Nekropsie wurden die Mause der verschiedenen Therapiegruppen auf intraabdominelle
und pulmonale Metastasen untersucht (siehe folgende Tabelle 7). Hier konnten bei den Tieren
der PBS-Gruppe (also die Mause A1, A3 ohne Therapie) und der CrossMab-Gruppe (Mause B1
und C1) Metastasen am Magen, Pankreas, Diinndarm, sowie auch zervikale Metastasen
festgestellt werden. In der VEGF-Gruppe wurde das Wachstum eines zweiten Tumors
beobachtet. In der Ang-2- Gruppe war kein makroskopischer Metastasenwachstum feststellbar.
In keiner der Gruppen konnten makroskopische Lungenmetastasen gesehen werden. Nach
Messung der Fluoreszenzintensitat wurden grofSere Lungenmetastasen in zwei Mausen aus der
PBS-Gruppe und in einer Maus in der VEGF-Gruppe nachgewiesen (vgl. folgende Tabelle 8). In
der Ang-2- Gruppe konnten die wenigsten Lungenmetastasen festgestellt werden. Die

folgenden Tabellen stellt die Beobachtungen Ubersichtlich dar:
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Tabelle 7: Uberblick iiber beobachtete makroskopische Metastasierungen des Abdomens und
der Lunge nach Nekropsie, sowie Grund der Nekropsie, Zelllinie HT-29 FUPW, Studie 1.

[ Ipes  Jviek lAng2  [CrossMab |
Abdominelle A1: Pankreas- Mx C2:- B2: - B1: kleine
intraperitoneale Mx

Metastasen A3: Magen- + Pankreas-Mx  C3:zweiter TU s.c. B3:-
C1: Dinndiinndarm-
Dixz= ik = s Mx + zervikale Mx
E3:-
Lungen- Al: +++ €2z =r5 B2: - B1: +
metastasen
A3: ++ C3:- B3: (+) Cl: +
D2: - D3: + El:- E2 <&
Grund der Al: AZ C2:TG + AZ B2: TG B1: TG
Nekropsie: X
A3: TG, AZ, Diarrhoe (RETRE B3: TG (E1l= TIE
D2:TG D3: TG E1l: AZ, Gewicht E3: Studienende

Mx = Metastase, AZ = schlechter Allgemeinzustand, TU = Tumor, TG = max. TumorgréRie

Die Messungen der Fl aller Lungen in Tabelle 8 wurden auf die Belichtungszeit der Lunge mit
dem groRten Tumor (Maus Al) aus der PBS-Gruppe normiert. Zu erkennen sind hier die
deutlichen Signale der Lunge in der VEGF-Gruppe, sowie noch leichte Fluoreszenzsignale der
Lunge der zweiten Maus aus der PBS-Gruppe (Maus A3) und der VEGF-Gruppe (Maus D3).

Minimale Signale zeigen auch die Lungen der Mause aus der CrossMab-Gruppe in Tabelle 8.

6.1.3. Nebenwirkungen

Bei keiner Maus unter Antikdrpergabe konnten Nebenwirkungen der Therapie beobachtet
werden. In der Kontrollgruppe mussten jedoch zwei von drei Mausen aufgrund eines schlechten
Allgemeinzustandes getotet werden. In der CrossMab- Gruppe zeigten alle Tiere, auch bei
erreichter Tumorgrofle, einen guten Allgemeinzustand unter der Therapie. Generell lassen die
Beobachtungen die Aussage zu, dass die Therapie in allen Gruppen, insbesondere auch durch

den neuen Antikorper CrossMab, gut vertragen wurden.
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ie 1.

Metastasen der Lungen aller Tumore der HT-29 FUPW in der Fluoreszenzbildgebung, Stud

Tabelle 8

PBS 1R 32 TaF57 ; 10 Al A3 D2
oy Scde Factr (2l f A1)
. (&lle au
B I s
[V 0.1 0.2 0.5 _0.35
L e ]
A1R_HT29-P11 Lungel Tag57_131ms ye_ye_l0er 28 Plum(pure) A3R_HT29-P11_Tag?7_Lungel 773ms_ye_ye_lOer_Plum(pure) "ufrzmomﬂl‘
AIR_HT29-P11_Lunge2_Tag57 86ms_ye_ye 10er 2B Plum(pure) A3R_HT29-P11_Tag7?7_Lunge2_1440ms_ye_ye 10er_Plum(pure) DIR HT29-P11 “umdﬂl_.rjnnhlwn_n.:._u mn mn 10er W_L_._.___u_.c-n_
VEGF Cc2 3 D3
C2R_HT29-P11_Tag76_Lungel_222ms_ye_ye_1l0er_2B_Plum(pure]) C3R_HT29-P11_Tag84 Lungel 4165,67ms_ye ye l0er Plum{pure) D3R_HT29-P11_Tag9l_Lungel_1190ms_ye_ye_10er_Plum(pure)
C2R_HT29-P11_Tag76_Lunge2 _249ms_ye_ye_l0er_28_Plum(pure) C3R_HT29-P11_TagB4 Lunge2 3597, 78ms_ye ye l0er Plum(pure) D3R_HT29-P11_Tag9l_Lunge2_1404ms_ye_ye_10er_Plum(pure)
Ang2 B2 B3 El
B2R_HT29-P11_Tag®l Lungel 100ms_ye wye_10er Plum{pure) B3R_HT29-P11_Tag97_Lungel 100ms_ye_ye_l0er_Plumipure} E1R_HT29-P11_TagB4_Lungel_4281ms_ye_ye_10er_Plum(pure)
B2R_HT29-P11_Tag9l_Lunge2_2839ms_ye_ye_l10er_Plum{pure) B3R_HT29-P11_Tagd7 _Lunge2_2349ms_ye_vye_10er_Plum{pure) E1R_HT29-P11_TagB4_Lunge2_2683ms_ye_ye_10er_Plum(pure)
Crossmab Cl

Bl
B1R_HT29-P11_Tag9l Lungel 1540ms_ye_ye_ 10er_Plumi{pure)
B1R_HT29-P11_Tag?l Lunge2 615ms_ye_ye_10er_Plumi{pure)

C1R_HT29-P11_Tag77_Lungel 509ms_ye_ye_10er_Plumi(pure)
C1R_HT29-P11_Tag77_Lunge2_660ms_ye_ye_l0Oer_Plum(pure)

m
w

E3R_HT29-P11 Lungel Tagl36_ 2614ms_ye_ve_10er_2B_Plum|pure)
E3R_HT29-P11_Lunge2 Tagl36 500ms_ye ye_l0er 2B Plum|pure}
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6.2. Studie 2: Vergleich des VEGF-/ Ang-2-Single- und Co-Targeting in 3 verschiedenen
Tumorzelllinien, sowie erste Beobachtungen unter Zugabe einer Chemotherapie

In dieser Studie erfolgte die Erweiterung der Antikdrpertherapie um eine Chemotherapie in der
Zelllinie HT-29 FUPW. Diese Zelllinie wurde auch in der ersten Studie verwendet. Weiterhin
wurde zeitgleich das Ansprechen der Antikorpertherapien in den Tumorzelllinien HT-29 Wildtyp

und DLD-1 Uberpriift.

6.2.1. HT-29 FUPW

In diesem Studienteil wurde erneut die Antikorpertherapie durch VEGF, Ang-2 und CrossMab im
Vergleich zu einer Kontrollgruppe mit der Injektion von PBS untersucht. Ergdanzend erfolgte
erstmalig im Rahmen dieser Arbeit die Beobachtung unter Zugabe einer Chemotherapie mittels
5-FU und Irinotecan. Es wurde die Chemotherapie allein (unter PBS - Injektionen) und in
Kombination mit einer CrossMab-Antikorper-Behandlung verglichen. In allen 6 Gruppen erfolgte
die Behandlung mittels intraperitonealer Injektionen am Tag 0 und anschlieRend aller 7 Tage bis
Tag 63. Die folgenden Zeitangaben beziehen sich ebenfalls wieder auf Tage nach
Therapiebeginn. Das mittlere Tumorvolumen zu Beginn der Injektionen betrug 73 mm?3 (PBS-
Gruppe), 83,3 mm?3 (VEGF-Gruppe), 88,1 mm3 (Ang2-Gruppe), 81,1 mm3 (CM-Gruppe), 88,0 mm3
(Chemo- + PBS-Gruppe) und 77,0 mm3 mm (CM- + Chemo-Gruppe). Die Studie wurde am Tag 66
beendet als die erste Maus das Tumorendgewicht von 1500 mm? Gberschritten hatte (vgl.

Abbildung 8).

Die groBRten Tumorvolumina erreichten am Tag 66 die ersten 2 Mause aus der PBS-Gruppe mit
1731 und 1687 mm?3. Bei der dritten Maus betrug es 968 mm? in der PBS-Gruppe. Aus der
Chemo- + PBS-Gruppe erreichte ebenfalls eine Maus ein Tumorvolumen von 1549 mm?3 zu
diesem Zeitpunkt. Jedoch zeigten die beiden anderen Mause ein deutlich geringeres Wachstum
mit einem Endgewicht von 256 bzw. 288 mm?3. In der VEGF-Gruppe zeigte sich insgesamt ein
abgeschwachtes Tumorwachstum im Vergleich zu PBS. Die zwei gréBten Tumore dieser Gruppe
mit 725 mm?® und 1080 mm?3 zeigten ein langsames Wachstumsverhalten. Der kleinste Tumor
der Gruppe mit 162 mm? stagnierte. In der Ang2-Gruppe befand sich ein mittelgroRer Tumor
mit 1188 mm3. Bei einem weiteren Tumor kam es zur vollstindigen Riickbildung am Tag 45. Das
Tumorvolumen zu Therapiebeginn betrug 60,8 mm?3. Die dritte Maus verstarb aus unerklarbaren
Grinden am Tag 21 nach Therapiebeginn trotz eines geringen Tumorvolumens von 128 mm?3.
Metastasen wurden nicht gefunden. In der CrossMab-Gruppe kam es ebenfalls bei einer Maus
zu einer kompletten Tumorriickbildung am Tag 17 nach Therapiebeginn bei einem

Tumorvolumen von 106,3 mm?3 zu Beginn. Die beiden Tumore zu Therapieende betrugen 100
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mm? und 996 mm3. In der Kombination CrossMab- + Chemo betrugen die Endvolumina 972,0
mm?2, 506,3 mm3 und 220,5 mm3. Unter dieser Therapie kam es zu einem besseren Ansprechen
als die alleinige Chemotherapie, jedoch schlechter im Vergleich mit CrossMab und Ang2 als

Monotherapie.

Zusammengefasst zeigten alle Therapien eine deutliche Wachstumshemmung, auch die
alleinige Chemotherapie. So zeigte sich das Wachstum unter der Chemotherapie bzw. der
Therapie mit VEGF um Uber die Halfte reduziert gegeniiber der Kontrollgruppe (VEGF um 55 %,
Chemo um 52 %). Die Therapien mit Ang-2 und Chemo/CrossMab zeigten eine &hnliche
Reduktion im Tumorwachstum um 60 % (59 %, 61 %). Uberraschenderweise wurde die 3-fache
Wachstumshemmung unter der CrossMab-Therapie von 76 % erzielt. Um zu kldren, ob es eine
Uberdeckung eines Therapieeffektes bei der Kombination aus CrossMab und Chemotherapie

gibt, soll dies in einer weiteren Studie (Studie 3) Uberprift werden.
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Abbildung 8: Analyse der Mittelwerte der Tumorvolumina der Zelllinie HT-29 FUPW unter Zugabe
einer Chemotherapie, Studie 2. Endpunkt ist das Erreichen des max. Tumorvolumens der ersten
Maus der Studie, was die Kontrollgruppe (PBS) betraf. Alle Therapien zeigen im Vergleich zur
Kontrollgruppe eine Wachstumshemmung von 52-76 %. Die Therapie mit VEGF (rot) und Chemo
(lila) je als Monotherapie zeigen einen dhnlichen Verlauf. Auch die Zugabe von CrossMab zur
Chemo (griin) zeigt keine wesentliche Verbesserung. Die CrossMab-Kurve (gelb) stellt den
geringsten Tumorprogress dar mit einer 3-fachen Wachstumshemmung (76 %) gegentiiber PBS.
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6.2.2. HT-29 Wildtyp

Der Versuchsaufbau erfolgte identisch mit 3 Mausen pro Antikérpertherapie (VEGF, Ang-2 und
CrossMab) sowie einer Kontroll-Gruppe mit der Gabe von PBS. Leider verstarb aus der PBS-
Gruppe eine Maus bei Studienbeginn vorzeitig, so dass die Studie mit 2 Mausen in der
Kontrollgruppe gefiihrt werden musste. Am Tag 0 erfolgte die erst Injektion der Therapie bzw.
PBS bei dhnlichen Tumorvolumina im Mittel: 76 mm?3 (VEGF-Gruppe), 81 mm?3 (Ang-2-Gruppe),
111 mm?3 (CrossMab) und 82 mm? (PBS-Gruppe). Der Verlauf der Ermittlung der TumorgréRen
ist in Abbildung 9 dargestellt.

In der Kontrollgruppe erreichte am Tag 35 die erste Maus das Tumorendvolumen von 1500 mm?3,
Das Tumorvolumen der zweiten Maus betrug zu diesem Zeitpunkt 847 mm3. Das Endvolumen
wurde hier am Tag 56 (berschritten. Als nachstes lberschritt eine Maus aus der CrossMab-
Gruppe das Tumorendvolumen am Tag 45. Zu diesem Zeitpunkt betrugen die Tumorvolumina
der beiden anderen Mause aus dieser Gruppe 654 mm?3 und 567 mm3. Sie erreichten das
Zielvolumen am Tag 84 und 77. In der VEGF-Gruppe erreichte die erste Maus am Tag 49 das
Zielvolumen. Der zweite Tumor hatte ein Volumen von 600 mm? und erreichte das Zielvolumen
an Tag 70. Die dritte Maus in der VEGF-Gruppe zeigte ein Tumorvolumen von 128 mm3 und hielt
anschlieRend eine Tumorstase bis Studienende am Tag 91 mit 269 mm?3. In der Ang-2 Gruppe
wurde durch die erste Maus am Tag 52 das Zielvolumen mit 1666 mm? Gberschritten. Die zweite
Maus erreichte zu diesem Zeitpunkt ein Tumorvolumen von 518 mm?3. Im Folgenden kam es bei
600 mm? zur Tumorstase bis Studienende. Bei der dritten Maus bildete sich der Tumor nach der

2. Injektion zuriick und war makroskopisch nicht mehr nachweisbar.

In dieser Zelllinie zeigte sich insgesamt erneut ein Vorteil in der Antikorpertherapie zur
Kontrollgruppe, die als erstes beendet wurde. Alle 3 Antikorper zeigen bis Tag 35 ein dhnlich
verzogertes Wachstumsverhalten. In allen Gruppen erfolgte insgesamt das Tumorwachstum der
HT-29 WT langsamer, was ein Charakteristikum der Zelllinie ist. Das beste Ergebnis zeigte die
Ang-2-Gruppe mit einer vollstandigen Riickbildung eines Tumors als auch einer Tumorstase. Die

VEGF-Therapie erwies sich vorteilhafter gegeniiber der CrossMab-Therapie.
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Abbildung 9: Analyse der Mittelwerte der Tumorvolumina der Zelllinie HT-29 Wildtyp, Studie 2.
Die Endpunkte im Diagramm erfolgten nach Erreichen der TumorgréfSen von max. 1500 mm? der
ersten Maus der jeweiligen Gruppe. Zu diesem Zeitpunkt erfolgte die letzte Ermittlung der
Mittelwerte aller Tumorvolumina in den jeweiligen Gruppen. An Tag 35 erreichte die erste Maus
der Studie aus der Kontrollgruppe das Endvolumen. Zu diesem Zeitpunkt zeigte sich in den
Therapiegruppen eine Wachstumshemmung von fast die Hdlfte (VEGF, CrossMab) und bei Ang-
2 um 60 %. Anschlief3en zeigten die Mittelwerte aller Therapiegruppen ein Tumorprogress, wobei
die Tumorvolumina innerhalb der einzelnen Gruppen variierten. So zeigte in der VEGF-Gruppe ein
Tumor eine Stase bei 128 mm?. In der Ang-2-Gruppe zeigte einer von 3 Tumoren eine Stase bei
600 mm? und ein weiterer Tumor bildete sich zuriick.

6.2.3. DLD-1

Die Antikorpertherapie (VEGF-, Ang-2 und CrossMab-Antikérper) in der Zelllinie DLD-1 erfolgte
wie in Studie 1 beschrieben mit 3 Mausen pro Gruppe im Vergleich zu einer Kontroll-Gruppe mit
Gabe von PBS je einmal pro Woche. Zu Beginn der Behandlung bestand in jeder Gruppe ein
dhnliches Tumorvolumen: 94 mm3 (VEGF), 98 mm?3(Ang-2), 88 mm3 (CrossMab) und 90 mm?3
(PBS-Gruppe). Tag 0 entspricht der ersten Therapiegabe. Der Verlauf ist in Abbildung 10

dargestellt.

In der PBS-Gruppe wurde am Tag 21 das mittlere Volumen von 1350 mm?3 erreicht, wobei der
grofRte Tumor zu diesem Zeitpunkt das Zielvolumen von 1500 mm?® Uberschritt. Zu diesem
Zeitpunkt zeigte sich unter allen drei Antikorpertherapien eine Verzdogerungsphase, sogar

Remission der Tumore. In der VEGF-Gruppe wurde an Tag 35 das Zielvolumen durch einen
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Tumor uberschritten bzw. durch einen zweiten Tumor erreicht. Der dritte Tumor hatte zu
diesem Zeitpunkt ein Volumen von 400 mm3. Dieser zeigte im Verlauf ein Wachstum und
erreichte das Zielvolumen an Tag 91. In der Ang-2- Gruppe erreichten am Tag 45 zwei Tumore
das Zielvolumen. Der dritte Tumor zeigte am Tag 17 sein groRtes Volumen mit 384 mm?3 mit
anschlieRender Remission und Stase bis zum Studienende am Tag 91 mit einer GrofRe von 144
mm?. In der CrossMab-Gruppe zeigte sich die langste Verzégerungsphase. Hier tberschritt der
erste Tumor am Tag 59 das Zielvolumen, der zweite Tumor am Tag 77. Der dritte Tumor

erreichte eine Tumorstase bis Ende der Studie an Tag 91.

Zusammenfassend zeigte sich in dieser Zellreihe (DLD-1) das schnellste Tumorwachstum. Wie
bereits in der ersten Studie im Modell HT-29 FUPW hemmt auch hier Ang-2 als Single-Targeting
das Tumorwachstum besser als das VEGF-Single-Targeting. Insgesamt zeigte sich unter
bispezifischer Hemmung (CrossMab) die ldngste Verzogerungsphase. Das bispezifische

Targeting zeigt sich hier am effektivsten in der antiangiogenen Therapie.
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Abbildung 10: Mittelwerte der Tumorvolumina der Zelllinie DLD-1, Studie 2. Endpunkte der
Gruppen ist das Erreichen des Endvolumens mit Uberschreitung von 1500 mm? der ersten Maus
innerhalb der jeweiligen Gruppe. Bereits an Tag 21 erreichte die erste Maus der Kontrollgruppe
(und auch der gesamten Studie) das Endvolumen. Die Zelllinie ist insgesamt durch ein schnelles
Tumorwachstum gekennzeichnet. Zu diesem Zeitpunkt konnte in den Therapiegruppen eine
Reduktion des Tumorwachstums um mehr als die Hdlfte erreicht werden (VEGF um 60 %, Ang-2
um 67 %). Erneut zeigte CrossMab eine (iber 3-fache Wachstumshemmung mit 78 %. Auch in
diesem Modell variierte das Tumorwachstum in den Therapiegruppen. Nach Beginn der Therapie
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um Tag 17 kam es in der VEGF- und Ang-2-Gruppe zu einer Regression mit anschliefendem
Wachstum ab Tag 24. Unter Therapie erreichte in der VEGF-Gruppe die erste Maus das
Endvolumen an Tag 35. Dagegen zeigte sich das Wachstum unter Ang-2 leicht verzégert. Die
ersten Mduse erreichte hier an Tag 45 das Endvolumen, wobei der dritte Tumor nicht
weiterwuchs. In der CrossMab-Gruppe zeigte sich eine Stase ab Tag 17 mit langsamerem
Wachstum ab Tag 35. In der Ang-2-Gruppe und in der CrossMab-Gruppe erreichte jeweils einer
von 3 Tumoren eine Stase.

Nebenwirkungen

Spezifische Nebenwirkungen, wie Blutungen, Diarrhoen oder eine verstarkte Gewichtsabnahme
konnte bei keinem der Mause jeder Zelllinie beobachtet werden. Zu jeder Zeit zeigten die Tiere
ein gutes Allgemeinbefinden. Dennoch verstarben 2 Mause aus unerklarlichen Griinden
vorzeitig aus der Ang-2 Gruppe der HT-29 FUPW und aus der PBS-Gruppe der HT-29 Wildtyp.
Das Xenograftmodell der Zelllinie DLD-1 zeigte keine Auffalligkeiten dieser Art. Hier wurde das

schnellste Tumorwachstum registriert.

Die Bildung von Chemoresistenzen unter der klinischen Standardtherapie wird immer wieder
beobachtet und weitere Therapien zur Uberbriickung dieser sind wiinschenswert. In Studie 2
konnte in der HT29 eine Wirksamkeit der Chemotherapie gezeigt werden, so dass diese Zelllinie
fiir weitere Untersuchungen zur Uberbriickung einer Chemoresistenz wenig geeignet ist. In einer
nachsten Studie anhand der chemoresistenten Zelllinie DLD-1 soll die klinische Standardtherapie
mit der neu entwickelten Antikérpertherapie in Kombination einer Chemotherapie verglichen
werden. Um eine Signifikanz herauszuarbeiten wird mit einer starkeren Gruppenpopulation

gearbeitet.
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6.3.  Studie 3: Auswirkung des Co-Targetings von VEGF und Ang-2 (CrossMab) in
Kombination mit Chemotherapie anhand der Zelllinie DLD-1

In dieser dritten Studie wurde die Standardtherapie (VEGF-Inhibition und Chemotherapie) mit
dem neuen, bispezifischen Antikérper verglichen und konnte aufgrund einer gréReren

Gruppenpopulation statistisch ausgewertet werden.

6.3.1. Verlauf und Beobachtung

Ziel dieser Studie ist bei einer starkeren Gruppengrofe (n = 10) die Auswirkungen der
kombinierten VEGF- und Ang2-Therapie als Co-Targeting (CrossMab) mit einer Chemotherapie
zu untersuchen und die Wirksamkeit mit der klinisch etablierten Therapie eines VEGF-Inhibitors
und Chemotherapie (Bevacizumab + FOLFIRI) zu vergleichen. Die Einteilung der Mause erfolgte
in 6 Gruppen mit je 10 Mausen. Neben der Kontrollgruppe (PBS) mit normalem Wachstum,
erfolgte die Therapie mit Anti-VEGF, CrossMab und Chemotherapie (5-Fluoruracil/Irinotecan) als
Monotherapie und je als Kombination mit Chemotherapie. Zu Beginn der Therapie bestanden je
Gruppe dhnlich mittlere Tumorvolumina (unter Angabe der Standardabweichung) mit 127 (33)
mm? in der PBS-Gruppe, die Gruppe mit der Therapie 5-FU/Irino 132 (56) mm3, VEGF mit 134
(44) mm3, VEGF + 5-FU/Irino mit 128 (45) mm?2, CrossMab mit 131 (55) mm?3 und CrossMab + 5-
FU/Irino 137 (42) mm?3. Die Standardabweichung zeigt das schon in den Vorstudien beobachtete
unterschiedliche Tumorwachstum in jeder Gruppe, unabhdngig vom Startvolumen (Vgl.
Abbildung 11) In der PBS-Gruppe erreichten an Tag 18 ein mittleres Tumorvolumen von 1400
mm?3, wobei 4 von 10 Tumoren 1500 mm? Uberschritten und die Behandlung beendet wurde.
Eine geringe Wachstumshemmung wurde durch Anti-VEGF- und 5-FU/Irinotecan-Monotherapie
induziert. Die jeweiligen Therapien wurden am Tag 27 beendet als 4 Tumore aus jeder Gruppe
1500 mm?3 Uberschritten. Dies belegt das begrenzte Ansprechen der Chemotherapie auf das
DLD-1-Tumormodell. Die in den Vorstudien beobachte primare Wachstumsverzégerung zu
Beginn der Therapie mit Anti-VEGF zeigte sich in dieser Studie weniger ausgepragt. Dagegen
sprachen besonders die Therapien mit CrossMab als auch die kombinierte Therapie durch
Chemotherapie mit Anti-VEGF oder CrossMab an. In diesen 3 Gruppen wurde die Therapie an
Tag 49 beendet als je 2 Tumore der CrossMab- Gruppe und der Anti-VEGF + Chemotherapie das
Volumen von 1500 mm? (berschritten. In der CrossMab + Chemo-Gruppe wurde bei keinem
Tumor das Zielvolumen Gberschritten und es konnte eine Tumorstase bei 3 Tumoren festgestellt
werden. Ein Tumor war in Remission, alle weiteren zeigten eine sehr geringe Progredienz. Der
groRte Tumor diese Gruppe hatte ein Volumen von 634,8 mm3. Die mittleren TumorgréRen in
den zuletzt genannten Gruppen betrug 295,6 m*® (CrossMab + 5-Fu/Irino), 828,9 mm3
(CrossMab) und 1018,5 mm?3 (VEGF + 5-FU/Irino).
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Abbildung 11: Analyse der Mittelwerte (n=10) der Tumorvolumina + SD. Vergleich der
Tumorwachstumshemmung durch die klinische Standardtherapie (VEGF/Chemo) und des Co-
Targetings von Ang-2 und VEGF (CrossMab) in Kombination mit Chemotherapie an
Xenotransplantaten der Zelllinie DLD-1, Studie 3. VEGF und Chemo als Monotherapie zeigen eine
Wachstumshemmung gegentiiber der Kontrollgruppe, jedoch mit deutlichem Progress nach dem
17. Tag. VEGF/Chemo (klinischer Standard) mit deutlich niedrigerer Wachstumsrate, aber ebenso
Anstieg der Kurve iber die Zeit. Die Kombination CrossMab/Chemo zeigt eine vollstdndige
Wachstumsverzégerung.

6.3.2. Statistische Analyse

In der statistischen Analyse wurden die Gruppen untereinander verglichen. Zunachst erfolgte
die Auswertung nach Abschluss der Kontrollgruppe (PBS) an Tag 18. Gegeniiber der PBS-Gruppe
zeigte sich die Therapie mit CrossMab + Chemo hoch signifikant mit p = 0,009 (vgl. Abbildung
12). Aber auch die Monotherapie mit CrossMab sowie Anti-VEGF + Chemo zeigten im Vergleich
zur Kontrollgruppe eine signifikante Wachstumshemmung (p = 0,021 und p = 0,024). Weiterhin
war die Therapie mit CrossMab + Chemo auch der Anti-VEGF-Behandlung signifikant liberlegen
(p = 0,035) und am Tag 21 auch gegeniiber der Chemotherapie allein mit p = 0,048 (vgl.
Abbildung 13). Zu diesem Zeitpunkt konnte auch ein signifikanter Vorteil der CrossMab-
Monotherapie gegeniiber der Anti-VEGF-Monobehandlung festgestellt werden (p = 0,024). Am

49. Behandlungstag zeigte sich zudem eine signifikante Wachstumshemmung der
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Kombinationstherapie durch CrossMab + Chemotherapie im Vergleich zur klinischen

Standardtherapie mit Anti-VEGF + Chemotherapie (p = 0,008), vgl. Abbildung 14.
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Abbildung 12: Statistische Analyse des Tumorvolumens an Tag 18 (Endpunkt: 1. Maus aus PBS-
Gruppe erreichte Endvolumen) zum Vergleich aller Gruppen, ANOVA Post Hoc Dunett-T3.
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Abbildung 13: Statistische Analyse des Tumorvolumens Tag 21 bei Erreichen der Endvolumina
aus den Gruppen mit VEGF- und Chemomonotherapie, ANOVA, Post Hoc Dunett-T3.
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Abbildung 14: Statistische Analyse des Tumorvolumens zum Vergleich beider
Kombinationsbehandlungen nach Abschluss der Studie, Tag 49 Student’s T-Test (Studienende).
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Nebenwirkungen

Neben dem Volumen wurde ebenfalls das Gewicht und Verhalten der Mause kontrolliert. Es
zeigten sich keine Nebenwirkungen oder Auffalligkeiten in den Verhaltensweisen. Als Mal3stab
fir die Vertraglichkeit wurde das Gewicht in den jeweiligen Gruppen verglichen. Die Therapie
mit CrossMab im Rahmen des Co-Targetings als Monotherapie als auch in Kombination mit
Chemotherapie wurde gut vertragen. Die Mause jener Gruppen zeigten eine Gewichtszunahme.
Die Monotherapie mit Chemo als auch durch VEGF zeigten jedoch eine leichte

Gewichtsreduktion, was auch im Zusammenhang mit einem vermehrten Tumorwachstum

betrachtet werden muss (vgl. Abbildung 15).

Normierte Mittelwertkurven der Mausgewichte
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Abbildung 15: Analyse der Mausgewichte mit Xenotransplantaten der Zelllinie DLD-1
normalisiert auf das Gewicht vor der Behandlung, Studie 3. Die Behandlung erfolgte ab Tag 0

einmal in der Woche (Pfeil). Die Werte entsprechen den Mittelwerten (n=10) mit
Standardabweichung.
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6.4. Histologische Analysen

Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Erstellung der Bilder erfolgte unter gleichen Abstanden zwischen Schnitt und Linse der
Kamera, so dass die GroRRen untereinander vergleichbar sind. In der Kontrollgruppe waren die
groRten Tumore am haufigsten zu sehen. In der HE-Makroaufnahme lassen sich gut die
Tumorzellbereiche (blau-lila-Farbung aufgrund der grolRen Zellkerne) als auch die Nekrosezonen
(rosa) abgrenzen. In den Ubersichtfarbungen wurde die Morphologie der Tumore deutlich, wie
zum Beispiel die Muzinbildung in den HT-29-Zelllinien im Gegensatz zur DLD-1. Gut zu erkennen
am Beispiel der Zelllinie HT-29 FUPW und HT-29 WT sind die zentral gelegenen Nekrosezonen
(vgl. Abbildung 16 Bild A, B und D), welche von ca. 2 -3 mm dicken Tumorzellschichten
ummantelt sind. Die Unterschiede auf das Ansprechen der Therapie wurde untersucht. Am
Beispiel der Anti-VEGF werden die GroRenunterschiede deutlich. Gut zu sehen ist, dass auch bei
Respondern noch Tumorzellgewebe vorhanden ist. Am Beispiel der Ang-2-Therapie der Zelllinie
DLD-1 unter 100-facher VergroRRerung ist der schmale Randsaum von Tumorgewebe im
Responder zu erkennen, welcher aufgelockerter und unstrukturiert wirkt im Vergleich zum Non-
Responder (vgl. Abbildung 17 ). Dieses Bild zeigte sich bei allen Zelllinien unter den Therapien.
Der Responder ist gekennzeichnet durch groRflachige Nekrosezonen mit Zelldetritus aus
fragmentierten kollagenen Fasern, welche in Fibrinen, Serumbestandteilen und Zellkernresten
eingebettet sind und sich stark eosinophil darstellen. Dazwischen zeigen sich noch wenige,
isolierte Tumorzellen am Rand. Der Non-Responder zeigt v. a. zellreiches, kompaktes

Tumorgewebe.
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HT-29 FUPW, PBS HT-29 WT, PBS

HT-29 FUPW
Responder (Anti-VEGF) Non-Responder (Anti-VEGF)

Abbildung 16: HE Makro-Aufnahmen von Tumoren der Kontrollgruppen der Zelllinien HT-29
FUPW und HT-29 WT, sowie eines Tumors der HT-29 FUPW mit Therapieansprechen unter Anti-
VEGF im Vergleich zu einem Therapieversagen (Non-Responder). Tumore ohne Therapie (PBS)
der Zelllinien HT-29 FUPW und HT-29 WT (Bild A + B); Tumore mit (C) und ohne
Therapieansprechen (D) auf Anti-VEGF der Zelllinie HT-29 FUPW.
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Abbildung 17: HE-Fdrbung der Zelllinie DLD-1 mit 100x Vergréfserung zum Vergleich bei
Therapieerfolg und Therapieversagen am Beispiel einer Ang-2-Inhibition. Abk.:
Therapieansprechen (Responder, E), Therapieversagen (Non-Responder, F) Nekrose (N),
Tumorzellen (TZ), Bindegewebe (B).

Immunhistochemische Farbungen

Im Rahmen der antiangiogenen Therapie wurde die Tumore auf ihre Kapillarisierung untersucht
und mit CD31, welches auf den GefdRBendothelien exprimiert wird, angefarbt. Zudem wurde eine
CD45-Farbung durchgefihrt. Cluster of Differentiation 45 (CD45) ist als geltendes gemeinsames
Leukozytenantigen eine Rezeptorprotein-Tyrosinphosphatase, welche auf allen kernhaltigen
hdamatopoetischen Zellen exprimiert wird (Tchilian und Beverley 2006). Demnach sind
Erythrozyten und Thrombozyten ausgenommen. Als wichtiger Inmunmodulator wird er als MaR
fiir den Einfluss des Immunsystems auf den Tumor angesehen. Uber den VEGFR-2 gibt es bisher
wenige Daten. Er wird vor allem in den Endothelzellen der Kapillaren exprimiert und bei deren
Aktivierung hochreguliert. Studien zeigten das Vorkommen auch in verschiedenen Tumorzellen.
Eine Studie beschreibt das Vorkommen neben dem nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom auch in

Stromafibroblasten (Decaussin u. a. 1999).

CD31

Typisch fur HT-29 zeigt der Wildtyp als auch der Klon die Bildung von Muzin in den
Tumorzellnestern bei 100-facher VergroBerung, welche sich durch die CD31-positven
BlutgefaRe abgrenzen lassen. Gut zu erkennen sind in der Kontroll-Gruppe als auch bei den Non-
Respondern die noch gut konsolidierten Tumorzellen (TZ) mit groRen und kraftig braun
gefarbten Kapillaren, welche den Tumor weiter versorgen. Dies wird in den histologischen

Bildern der Kontrolle und der Non-Responder in der Zelllinie HT-29 FUPW (vgl. Abbildung 18)
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besonders deutlich, ist aber in allen Zelllinien gut zu erkennen (vgl. Tabellen 11-13). Bei den
Respondern zeigt sich in allen Therapiegruppen deutlich mehr Bindegewebe (B) und Nekrose
(N). Die Kapillaren sind meist nur noch randstandig oder rudimentéar vorhanden, was das Bild
des Responders der DLD-1 unter VEGF verdeutlicht. In der Ang-2-Behandlungsgruppe der DLD-
1 (vgl. Abbildung 20) waren keine GefaRstrukturen in normaler Morphologie mehr zu sehen bei
Ansprechen der Therapie. Die Tumorzellen bei den Respondern sind deutlich aufgelockert und
von Bindegewebe umgeben, so dass sie einzelne Nester bilden. Die Tumore der CrossMab-
Gruppen zeigen bei Therapieansprechen in allen Zelllinien viel Stroma und nur wenige, kleine
Kapillaren, welche vorwiegend von Stroma und Zellkernen umgeben sind. Besonders in der Ang-

2 undin der CrossMab-Gruppe zeigen sich nur noch wenige Kapillaren bzw. Reste von Kapillaren.

CD45

Gut zu erkennen bei 100-facher VergroBerung in allen Zelllinien sind die CD45-gefarbten
Leukozyten mit ihren Ausldufern im Bindegewebe und in den aufgelockerten Zellnestern (vgl.
Abbildungen 21 - 23). Eine starke Farbung und Zellreichtum - unabhangig von einer Behandlung
- zeigte sich im Bindegewebe der Tumorrandgebiete. Ein gutes Beispiel zeigt die Farbung des
PBS-Tumors der HT-29 WT (vgl. Abbildung 22). Kraftig zeigte sich die Farbung in den Tumoren
mit Antikérperbehandlung. Die Zellen scheinen wenig kompakt und mit vielen
Bindegewebssepten durchzogen, welche teils massiv durch Leukozyten infiltriert sind. In den
Tumoren der Kontrollgruppe zeigen sich in der CD45-Farbung nur wenige und schwach gefarbte

CD45 positive Zellen zwischen den lGberwiegend vorhandenen Tumorzellnestern.

VEGFR-2

Die Expression des VEGF-Rezeptor 2 zeigt sich gut in der 400x VergréRerung (vgl. Abbildungen
24 — 26). VEGFR-2 wird vor allem in den Endothelzellen exprimiert, und gemaR (Decaussin u. a.
1999) auch in Fibroblasten. Es zeigte sich hier in allen Zelllinien eine inhomogene Anfarbung der
Kapillarendothelien innerhalb eines Praparates. Ein Unterschied innerhalb der einzelnen
Therapiegruppen ist somit nicht ersichtlich. Weiterhin zeigt sich eine spezifische Anfarbung von
Zellen im Stroma zwischen den Tumorzellnestern. Diese Zellen imponieren als grol3e, schaumig
wirkende Zellen mit eingesprenkeltem Muster und sind mit einem gestichelten Pfeil in den

histologischen Bildern markiert.

VEGF/Ang-2/Tie-2
Die Anfarbung der Wachstumsfaktoren VEGF und Ang-2 zeigt eine deutliche zytoplasmatische
Expression in den Tumorzellen und auch im Stroma ohne deutlich ersichtliche Unterschiede in

den Therapiegruppen, weshalb von diesen Farbungen nur einzelne Ausziige dargestellt werden
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(vgl. Abbildung 27). Gut zu sehen ist allerdings die unterschiedliche Tumormorphologie. Tumore
aus den Kontrollgruppen weisen viel Tumorgewebe mit deutlicher Ang2-Anfarbung auf im
Gegensatz zu den Tumoren unter Therapie mit CrossMab, welche nur noch kleine Zellnester mit
viel Bindegewebe beinhalten. Die Immunhistochemische Farbung auf Tie-2 ergab keine

spezifische Farbung.
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Abbildung 18: CD31-Fdrbung des Endothels der Zelllinie HT-29 FUPW in 100-facher Vergréf3erung.
Abk.: Tumorzellen (TZ), Nekrose (N), Bindegewebe, CD31-gefdrbte Kapillaren (Pfeil).
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Abbildung 19: CD31-Fdrbung des Endothels der Zelllinie HT-29 Wildtyp in 100-facher Ver-
gréfierung. Abk.: Tumorzellen (TZ), Nekrose (N), Bindegewebe, CD31-gefdrbte Kapillaren (Pfeil).



Ergebnisse

49

DLD-1100x

Studie 20140307

F1-PBS

pa o T ;

K e

Al- CrossMab E - CrossMab

Abbildung 20: CD31-Fdrbung des Endothels der Zelllinie DLD-1 in 100-facher VergréfSerung.

Abk.: Tumorzellen (TZ), Nekrose (N), Bindegewebe, CD31-gefdrbte Kapillaren (Pfeil).
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Abbildung 21: CD45-Fdrbung als Leukozytenmarker in der Zelllinie HT-29 FUPW in 100-facher

Vergréfierung. Abk.: Tumorzellen (TZ), Nekrose (N), Bindegewebe, leukozytenreiche Septen (Pfeil).
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Abbildung 22: CD45-Férbung als Leukozytenmarker in der Zelllinie HT-29 Wildtyp in 100-facher

Vergréfierung. Abk.: Tumorzellen (TZ), Nekrose (N), Bindegewebe, leukozytenreiche Septen (Pfeil).
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Abbildung 23: CD45-Fdrbung als Leukozytenmarker der Zelllinie DLD-1 in 100-facher VergréfSerung.

Abk.: Tumorzellen (TZ), Nekrose (N), Bindegewebe (B), Muskelzellen (M), leukozytenreiche Septen

(Pfeil).
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Abbildung 24: VEGF-Rezeptor-2-Firbung in der Zelllinie HT-29 FUPW in 400-facher Vergréf3erung.
Abk.: Tumorzellen (TZ), Bindegewebe (B), Kapillare (K), VEGFR-2 exprimierendes Endothel (Pfeil),

grofie VEGFR-2 positive schaumige Stromazellen (gestrichelter Pfeil).
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Abbildung 25: VEGF-Rezeptor-2-Férbung in der Zelllinie HT-29 Wildtyp in 400-facher VergréfSerung.

Abk.: Tumorzellen (TZ), Bindegewebe (B), Kapillare (K), VEGFR-2 exprimierendes Endothel (Pfeil),

grofie VEGFR-2 positive schaumige Stromazellen (gestrichelter Pfeil).
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Abbildung 26: VEGF-Rezeptor-2-Férbung in der Zelllinie DLD-1 in 400-facher VergréfSerung.
Abk.: Tumorzellen (TZ), Bindegewebe (B), Kapillare (K), VEGFR-2 exprimierendes Endothel (Pfeil),
grofie VEGFR-2 positive schaumige Stromazellen (gestrichelter Pfeil).
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Abbildung 27: Inmunhistochemische Anfédrbung von VEGF, Ang-2 und Tie-2 in 100-facher
VergréfSerung. VEGF und Ang-2 zeigen sich in allen Tumor- und Stromazellen zytoplasmatisch stark
exprimiert. Die Anfdrbung des Tie-2-Rezeptors erbrachte keine spezifische Férbung.
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7. Diskussion

Das urspriingliche Konzept der antiangiogenen Therapie war es die Blutperfusion des Tumors zu
storen und die Nahrstoff- und Sauerstoffversorgung zu unterbinden. Es gibt neue Hinweise, dass
dieser Druck auf die Tumorzellen zu einer exzessiven Ausschiittung von proangiogenen Faktoren
flhrt. Aufgrund der gestorten Angiogenese kommt es in Folge zu unreifen und permeablen
GefalBlwanden, durch die Tumorzellen sich schneller und invasiver ausbreiten kdnnen.
Demzufolge gilt es eine Balance zwischen Gefaliriickbildung und Gefdallnormalisierung zu
erreichen. Es wurde festgestellt, dass eine antiangiogene Therapie zur GefaBnormalisierung
beitragt, so dass die Wirksamkeit einer kombinierten Chemotherapie verstarkt wird (Kienast
u.a. 2013). Zudem hatten Studien gezeigt, dass die VEGF-Expression signifikant mit einem
grofleren Tumorvolumen korreliert, sowie mit einem hdhergradigem und fortgeschrittenem
Tumorstadium (Mohamed u. a. 2019). Im Rahmen des metastasierten KRK hat die Kombination
des VEGF-Rezeptor-Blockers Bevacizumab mit etablierten fluoropyrimidinhaltigen
Chemotherapien zu einer signifikanten Effektivitdtssteigerung im Gesamtiberleben,
progressionsfreiem Intervall und gegeniber der Chemotherapie allein gefiihrt (Grothey und
Allegra 2012) und ist klinischer Standard. Jedoch zeigt sich die Therapie nur in einem begrenzten
Zeitraum zufriedenstellend bei folgender Rezidivbildung, was zur Annahme von
Fluchtmechanismen und alternativen Angiogenesewegen fiihrt. In Tumoren verschiedener
Histologie wurde eine verstarkte Expression von Ang-2 gefunden, welche mit einer schlechteren
Prognose einhergingen, so dass hier ein neuer Forschungsschwerpunkt liegt. Mit einem neu
entwickelten bispezifischen Antikorper, der VEGF und Ang-2 bindet, soll die bisherige Therapie

mit VEGF verbessert werden.

7.1.  Diskussion Studie 1

In dieser Studie wurden die Antikdrper als Monotherapie anhand der Zelllinie HT-29 FUPW
verglichen. Ang-2 und CrossMab riefen zu Beginn der Behandlung eine Regression hervor und
zeigten bis zum Ende das geringste Tumorwachstum gegeniber der Kontrollgruppe. Ang-2
zeigte sich hier am wirksamsten und scheint anhand der vorliegenden Ergebnisse einen
malgeblichen Einfluss auf das Tumorwachstum im Modell HT-29 FUPW zu haben und bestatigt
ihn als wichtigen Faktor fir die antiangiogene Therapie des KRK. Zudem zeigten alle
Therapiegruppen eine sehr gute Vertraglichkeit. Nebenwirkungen wurden nicht beobachtet.
Nach Ermittlung der Fluoreszenzintensitat und im Vergleich mit dem Tumorvolumen konnte
eine Proportionalitat festgestellt werden. Im Vergleich zu vorherigen Beobachtungen des
Zellklons HT-29 FUPW durch die Arbeitsgruppe Caysa et al. konnte die Korrelation repliziert

werden. Die Messungen der Fluoreszenzintensitat zeigen bei allen drei Antikérpern zunachst
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eine Hemmung wahren der ersten Halfte der Beobachtungszeit. Tumore der CrossMab-Gruppe
zeigen eine ahnlich, sogar hohere Fluoreszenzintensitat als die VEGF-Gruppe bei geringerem
Tumorvolumen. Histologisch zeigten sich hier jedoch keine Unterschiede im Tumor-
Nekroseverhaltnis, welche hatten ursachlich sein kdnnen. Tumore mit der Behandlung durch
VEGF zeigten bei Responder als auch Non-Respondern ein genauso viel Tumorzellgewebe wie in
der CrossMab-Gruppe. Moglicherweise spiegeln die Ergebnisse die Fehlerquote der
angewandten Methode wieder, die je nach Einstellung bei 5 — 10 % angegeben wird (Caysa u. a.
2012). Der Zusammenhang zwischen Tumorendgewicht und Tumorendvolumen korrelierte nur
in der Kontrollgruppe. In allen anderen Therapiegruppen war kein Zusammenhang zu erkennen,
was auf eine unterschiedliche Ausbildung der Morphologie der Tumore unter
Antikorpertherapie schlieBen lasst. Dies konnte auch histologisch mit einem groReren Anteil an
Stromagewebe in den Therapiegruppen belegt werden. Ein weiterer Vorteil der antiangiogenen
Therapie zeigte sich in der Metastasierung. Makroskopisch zeigten sich in der Kontrollgruppe
die groflten abdominelle Metastasen und auch in der CrossMab-Gruppe zeigten sich kleine
abdominelle Metastasen. Im Gegensatz dazu konnten in der Ang-2-Gruppe keine
makroskopischen Metastasen gefunden werden und in der VEGF-Gruppe nur ein einziger
weiterer subkutaner Tumor. Die Metastasierung scheint hier besonders durch die Hemmung
von Ang-2 reduziert werden zu koénnen, was sich auch in der Untersuchung der
Lungenmetastasierung nachweisen lieR. Die Metastasierung der Lungen wurde durch die
Fluoreszenzbildgebung beurteilt. In der Ang-2-Gruppe waren keine Lungenmetasen
nachweisbar und in CrossMab-Gruppe waren, im Gegensatz zur Kontroll- und VEGF-Gruppe, nur
sehr kleine Metastasen sichtbar. Diese erste Studie mit einer geringen Gruppenpopulation
zeigte bereits Vorteile in der antiangiogenen Therapie unter gemeinsamer Ausrichtung auf Ang-
2 und lieferte hier auch Vorteile im Bezug zur Metastasierung mit Hilfe des Fluoreszenzimagings.
Aufgrund der guten Vertraglichkeit und Wirksamkeit wurde in den weiteren Studien die

kombinierte Hemmung von VEGF und Ang-2 fokussiert und geprift.

7.2.  Diskussion Studie 2

Diese Studie beinhaltete drei Zelllinien mit Therapiegruppen nach bekanntem Schema und
beinhalteten die Antikérper (VEGF, Ang-2 und CrossMab) als Monotherapie. Zur weiteren
Analyse der Uberbriickung dieses Abwehrmechanismus und der klinischen Relevanz bei der
Standardtherapie sollte zusatzlich anhand einer noch kleinen Population (n = 3) der Zelllinie
HT29 FUPW die Wirkung und Vertraglichkeit der Zugabe einer Chemotherapie allein und in
Kombination mit CrossMab gepriift werden. Aus diesem Grund wurde das Therapieregime durch

eine Chemotherapie mit 5-FU/Irinotecan als Monotherapie und in Kombination mit CrossMab



Diskussion 59

beobachtet. Erneut zeigte sich in der Kontrollgruppe das schnellste und gréRte Tumorwachstum
und gibt somit im Vergleich die Wirksamkeit aller therapeutischen MalRnahmen wieder. Die
Monotherapie unter CrossMab zeigte in der Zelllinie HT29 FUPW den wirksamsten
Gruppeneffekt. Auch bestatigte diese Studie erneut den vorteilhaften Effekt von Ang-2, da sich
hier ein Tumor komplett zuriickbildete. Leider verstarb aus dieser Gruppe jedoch eine Maus
trotz unauffalligem Verhalten und gutem Allgemeinzustand im Vorfeld. Ob es im Rahmen der
Therapie oder durch natirliches Verhalten in Hinsicht der Rangordnung bzw. Kannibalismus
geschah, konnte nicht abschliefend geklart werden. Die Chemotherapie allein zeigte zum Ende
eine dhnliche Wirksamkeit vergleichend zur alleinigen Therapie mit VEGF, obwohl letztere zu
Beginn der Therapie vorteilhafter erschien. Die Kombination von CrossMab und Chemotherapie
zeigte Uberraschenderweise eine ahnlich gute Wirksamkeit im Vergleich zur alleinigen
Chemotherapie. Die Chemotherapie war insgesamt gut vertraglich und hemmte in der HT29
FUPW das Tumorwachstum. Aufgrund der Wirksamkeit der Chemotherapie allein ist die HT-29
nicht fir weitere Untersuchungen zur Uberbriickung einer Chemoresistenz geeignet. Neben der
HT-29 FUPW sollte die Wirksamkeit und Vertraglichkeit der Antikorper- Therapie, insbesondere
in Bezug auf das Co-Targeting durch den neuen CrossMab-Antikorper, mit dem Wildtyp und der
Zelllinie DLD-1 verglichen werden. In den zuletzt genannten Zelllinien zeigte sich auch hier
erneut ein therapeutischer Effekt. In der HT-29 Wildtyp war die Monotherapie mit Ang-2 erneut
Uberlegen mit der vollstandigen Rickbildung eines Tumors. Die Inhibition von VEGF war in
diesem Modell der CrossMab-Therapie tberlegen. In der PBS-Gruppe verstarb eine Maus zu
Beginn der Studie. Hier scheinen Einflussfaktoren aus dem Sozialverhalten der Mause ursachlich
gewesen zu sein. Im DLD-1-Xenotranplantat war ein insgesamt schnelles Tumorwachstum
auffallig, so dass die Tumore der Kontrollgruppe bereits 3 Wochen nach Therapiebeginn ein
maximales Tumorvolumen erreichten. Bis zu diesem Tag zeigten alle Therapiegruppen eine
Verkleinerung der Tumore. Die Monotherapie mit Ang-2 war auch in der DLD-1 vorteilhafter
gegenliber VEGF, jedoch zeigte das beste Ergebnis die Therapie durch den bispezifischen
CrossMab-Antikorper. Ein Tumor begab sich hier in komplette Stase. Nebenwirkungen,
Ulzerationen oder einen Verlust eines Tieres wurden hier nicht beobachtet. In allen Zelllinien
wurden die Therapien gut vertragen. Zusammenfassend kam es bei allen Zelllinien zu einem
verzogerten Tumorprogress in den Therapiegruppen im Vergleich zur PBS-Gruppe. In den
Zelllinien HT-29 FUPW und DLD-1 sogar zur kurzzeitigen Remission. Die Monotherapie mit
CrossMab und Ang2 hemmten das Wachstum am effektivsten und konnte mehrmals repliziert
werden. Es kam in jeder Zelllinie zu einer vollstdndigen Remission eines Tumors unter
Beteiligung einer Ang-2-Inihibition. Auch die alleinige Chemotherapie erreichte eine

Wachstumsverzogerung adhnlich gut wie die VEGF-Therapie. Die Kombination aus
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Chemotherapie und CrossMab war gut vertraglich. Eine klare Aussage zur Effektivitat soll
aufgrund der kleinen Gruppenpopulation an dieser Stelle noch nicht getroffen werden. Eine
Ang-2-Hemmung bzw. bispezifische Hemmung scheint jedoch eine bessere Wirksamkeit
gegeniber der Monotherapie mit VEGF zu haben. In der HT29 FUPW konnte durch
Chemotherapie allein bereits ein gutes Ansprechen erzielt werden mit &dhnlich gutem
Ansprechen in Kombination mit CrossMab. Aus diesem Grund wurde in einer letzten Studie mit
der chemoresistenten Zelllinie DLD-1 gearbeitet und die Gruppengrée erhoht. Das Augenmerk
soll hier auf die klinisch etablierte Chemotherapie in Kombination mit der standardisierten
Antikorpertherapie (Anti-VEGF, Bevacizumab) liegen im Vergleich zur Kombinationstherapie mit
Ang-2. Letzteres im Sinne des Co-Targetings durch den Antikdrper Vanucizumab, welcher hier,
wie auch in den vorherigen Studien dieser Arbeit, durch den praklinischen Surrogat-Antikorper

CrossMab mit murinem Anteil ersetzt wird.

7.3.  Diskussion Studie 3

Ziel dieser Studie war es neben der Wiederholung des Ergebnisses der positiven Einflussnahme
der kombinierten Hemmung von VEGF und Ang-2 auf das Tumorwachstum, auch die
Uberbriickung einer Resistenz gegen Chemotherapie bei gleichzeitiger kombinierter VEGF/Ang-
2-Hemmung zu bewerten. In der klinischen Praxis stellt die Chemoresistenz ein haufiges
Problem dar, so dass bereits zur konventionellen Chemotherapie eine antiangiogene Therapie
mit Bevacizumab kombiniert wird, um die Wirksamkeit zu steigern. Dennoch ist eine
Verbesserung der therapeutischen Moglichkeiten wiinschenswert. In dieser Studie wurden
Xenotransplantate der KRK-Zelllinie DLD-1 mit bekannter Chemoresistenz gegen 5-FU und
Irinotecan verwendet, die sich in der vorherigen Studie als besonders geeignet erwies. Durch ein
groflere Gruppenpopulation mit 10 Mausen pro Gruppe kdnnen statistische Aussagen getroffen
werden. Es wurde die kombinierte Therapie mit Chemo und Anti-VEGF als klinischer Standard
gegen die jeweiligen Monotherapien verglichen. Zusatzlich sollte der Einfluss der kombinierten
antiangiogenen Hemmung durch CrossMab mit Anti-VEGF als Monotherapie verglichen werden,
sowie unter Zugabe einer Chemotherapie. Alle Therapien erwiesen sich gegenilber der
Kontrollgruppe im Vorteil. Die jeweiligen Monotherapien von Anti-VEGF und Chemotherapie
zeigten erwartungsgemall eine malige Wachstumshemmung, was die Hypothese von
Resistenzmechanismen stiitzt und klinische Beobachtungen widerspiegelt, da die Kombination
beider Therapien eine deutlich bessere therapeutische Wirksamkeit zeigt. Uberraschenderweise
zeigte sich die alleinige antiangiogene durch kombinierte Hemmung von VEGF/Ang-2
(CrossMab) als hochwirksam und konnte unter Zugabe einer Chemotherapie sogar noch

verbessert werden. Unter zuletzt genanntem Regime kam es weder zu einem Tumorprogress
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noch zu einem Nachwachsen der  Tumore. Beide  chemotherapiehaltigen
Kombinationsbehandlungen zeigen einen signifikanten Vorteil (p = 0,009 und p = 0,024)
gegenliber der Kontrollgruppe zugunsten der CrossMab-haltigen Therapie, die sich auch als
Monotherapie als signifikant (p = 0,021) gegeniiber der Kontrolle erwies. Dies macht erneut den
bedeutenden Einfluss des Angiopoietin-2 in der Neovaskularisierung deutlich und sollte als
wichtiger therapeutischer Einflussfaktor in der Behandlung der KRK in Betracht gezogen werden.
Auch scheint die Theorie lGber Ang-2 als Fluchtmechanismus bei der Anti-VEGF-Behandlung
korrekt, da das Co-Targeting signifikant wirksam gegentiiber der alleinigen VEGF-Hemmung war.
Ebenso bestatigt sich die bessere Wirksamkeit einer Chemotherapie durch Uberbriickung der
Resistenzen durch eine gezielte antiangiogene Therapie, wie die Zugabe eines VEGF-Hemmers.

Allerdings konnte die Wirksamkeit durch die Kombination mit CrossMab noch verstarkt werden.

7.4. Diskussion der histologischen Analysen

Der Einfluss der Hemmung von Ang-2 und VEGF konnte in den histologischen Analysen bestatigt
werden. So zeigte sich unter den Respondern (vgl. Abbildung 28, Reihe 2 + 3) in der
immunhistochemischen Farbung der Kapillarendothelien mit CD31 haufig eine
GefalRrarifizierung im Gegensatz zu den gut ausgebildeten Kapillaren der Non-Responder (vgl.
Abbildung 28, Reihe 1). Bei spater wachsenden Tumoren konnten gut ausgebildete GefdRe
ebenfalls dargestellt werden. Dies lasst erstens die Aussage zu, dass bei erfolgreichem
Ansprechen der therapeutischen Hemmung von VEGF- und Ang-2 es zu einer verminderten
Kapillarisierung und somit fehlender Versorgung des Tumorgewebes kommt. Dies fiihrt folgend
zum Tumorzelluntergang mit Verschiebung des Tumorzellanteils zugunsten des Nekrose- und
Stromaanteils. Zweitens scheint bei fehlendem Ansprechen der Therapie weitere
Angiogenesefaktoren eine Rolle zu spielen, wie u. a. FGF, PDGF, PIGF (Itatani u. a. 2018), durch
Schutz der Endothelien durch Erhohung Perizytenabdeckung oder durch Invasion in
benachbartes Gewebe zur Rekrutierung normaler GefdRe (Bergers und Hanahan 2008).
Letzteres wird durch den Nachweis groRerer GefiRe im Bereich den Tumorrandes im Ubergang
zur Subcutis und Muskulatur bestatigt. Das primare Therapieansprechen und spatere Wachstum
einiger Tumore konnte durch die Entstehung weiterer Resistenzen im Rahmen der Ang-2/VEGF-
Hemmung erklart werden. Gut geformte GefdaRe in Tumoren, welche gut auf CrossMab
ansprachen, unterstiitzen die Annahme der GefdRnormalisierung. Diese neuere These besagt,
dass antiangiogene Wirkstoffe voriibergehend die abnormale GefaBstruktur von Tumoren
normalisiert und somit effizienter fur zusatzliche Wirkstoffe wird (Jain 2005), wie z. B. einer
Chemotherapie. Dieser Ansatz steht im Gegensatz zur bisherigen Auffassung, dass die vaskulare

Regression durch die antiangiogene Therapie zum Nahrstoff- und Sauerstoffentzug fihrt, gefolgt
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von Zelltod und Nekrosebildung, was das Tumorwachstum hemmt. Eine Gefdllnormalisierung
wirde die deutlich verbesserte Wirksamkeit der kombinierten Therapie (CrossMab und Chemo)
und die Tumorregression bei 10 von 10 Tumoren erkldaren. Es kann vermutet werden, dass
Tumore unter CrossMab-Monotherapie nicht gewachsen waren, wenn sie eine Chemotherapie
erhalten hatte. Andererseits muss gesagt werden, dass in jedem Tumorrest in der histologischen
Analyse Tumorzellen sichtbar wurden, so dass bei Fortfilhrung der Beobachtung oder nach
Beenden der Therapie ein Rezidiv wahrscheinlich ist. Unter Vermittlung von CD31 an den
Endothelien, v. a. im Interzellularspalt, kommt es zur Diapedese, einem Leukozytenausstrom ins
umliegende Gewebe. Dies ist bekanntermalien bei Entziindungsreaktionen der Fall, kann jedoch
auch im Tumorgewebe nachgewiesen werden. Die Infiltration mit CD45- positiven Leukozyten
zeigte sich besonders gut in den Behandlungsgruppen. Besonders Tumore, die sich unter der
Therapie zuriickbildeten, zeigten eine ausgepragte Infiltration von Abwehrzellen (vgl. Abbildung
28, Reihen 2 + 3). Dies bestatigt die kontroverse Annahme, dass ein hochreguliertes
Immunsystem mit einer Hemmung des Tumorwachstums korreliert bzw. ein geschwachtes
Immunsystem mit einer erhéhten Krebsinzidenz verbunden ist (Pernot u. a. 2014). Es ist zu
beachten, dass das Modell der Nacktmaus aufgrund des fehlenden Thymus kein intaktes
Immunsystem besitzt und die spezifische Abwehr aufgrund der fehlenden T-Zellen nicht
vollstandig entwickelt ist. Fir die Immunabwehr sind nur Zellen der unspezifischen Abwehr
(Makrophagen, Natirliche Killerzellen) und B-Lymphozyten beteiligt. Man kann sagen, dass eine
Tumorverzogerung mit besonderen histologischen Merkmalen verbunden ist. Eine
intratumoralen Nekrose umgeben von Tumorzellen, welche deutlich aufgelockert erscheint und
von Stroma durchzogen ist. Fasern aus Bindegewebe ummanteln den Tumor peripher. Im
Grenzbereich zwischen peripheren Tumorzellen und Stroma befanden sich die meisten, gut
ausgebildeten CD31 positiven GefaRRe, was auf die Annahme der GefaRnormalisierung hinweist.
Zudem konnten besonders viele CD45 positive Leukozyten in diesen Tumoren gefunden werden,
was auf eine erleichterte Einwanderung in das Gewebe hinweist. Es ist anzunehmen, dass
mehrere Effekte auf die Tumorregression Einfluss nehmen, wie die GefakRnormalisierung, ein
Entzug von Nahr- und Sauerstoff aufgrund der GefaRdestruktion mit folgender Nekrosebildung

sowie eine vermehrte Abwehrreaktion durch verstarkte Ansammlung von Immunzellen.
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Abbildung 28: HT-29 FUPW in HE-Férbung als Makroaufnahme/ CD31- und CD45-
Immunhistochemie je in 100-facher Vergréfserung. Reihe 1: Non-Responder unter Anti-VEGF. In
der HE-Ubersicht gut sichtbar ist der hohe Anteil von Tumorzellen (blau/lila) im Gegensatz zu
den eosinophilen Nekrosezonen (rosa). Daneben stellt sich die grof3e Zahl an CD31 positiven
Blutgefdfien mit deutlichen Lumen dar. Braun gefirbte CD45 positive Zellen verteilen sich in
den Septen. Reihe 2: Responder unter Anti-VEGF. In der CD31-Férbung zeigen sich noch kleine
Gefdfse mit deutlich mehr Nekrosezonen. Die CD45-Fidrbung erscheint stérker, auch hier
deutlich mehr Nekrose. Reihe 3: Responder unter CrossMab. Auffdllig wenig CD31 positive
Zellen, viele Septen und ausgeprdgte Infiltration von Leukozyten in der CD45-Fdrbung.

Abk.: Tumorzellen (TZ), Nekrose (N), Bindegewebe (B).

Ang-2 und VEGF konnten in allen Tumorzellen mit zytoplasmatisch Expression, sowie auch in
Nekrosegebieten deutlich nachgewiesen werden, wobei keine Unterschiede in den
Therapiegruppen ersichtlich war. Eine weitere quantitative Bestimmung ware bei der
Immunhistochemie zur ndheren Bestimmung im Weiteren denkbar. Der VEGF-Rezeptor-2 zeigte
sich inhomogen in seiner Expression nicht nur innerhalb der Therapiegruppen, sondern auch im
Praparat. Vorwiegend lieR er sich in den GefdRendothelien nachweisen und auch in einigen
Zellen im Stroma. Obwohl bewiesen wurde, dass VEGFR-2 ein Hauptakteur in der Angiogenese
ist, ist die Datenlage noch gering. Es wurde lange angenommen, dass er ausschlielich von

GefalRendothelien exprimiert wird, doch wurde er mittlerweile auch in ovariellen
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Granulosazellen (Greenaway u.a. 2004) oder auch in unterschiedlichen Tumorarten
nachgewiesen, wie im Malignen Melanom (Molhoek u.a. 2011), in Tumorzellen von
Brustkrebsproben (Yan u.a. 2015), bei Leukdmien (EI-Obeid u.a. 2004), im urothelialem
Blasenkarzinom (Gakiopoulou-Givalou u. a. 2003) oder im Lungenkarzinom (Decaussin u. a.
1999). Im Multiplen Myelom wurde der Rezeptor ebenfalls nachgewiesen. Es wurde allerdings
auch festgestellt, dass nicht alle Tumorzellen gleichermaBen den VEGFR-2 exprimierten (Kumar
u. a. 2003). Die Heterogenitat in der Expression von VEGF-Rezeptoren kdnnte demnach die
Wirksamkeit der Anti-VEGF-Behandlungen beeinflussen und somit auch eine therapeutische
Konsequenz beziglich des Einsatzes von VEGF-Hemmern nach sich ziehen, z.B. in der
Patientenauswahl. Erste immunhistochemische Analysen anhand von KRK-Zelllinien in anderen
Studien bestatigen die Annahme Uber den Einfluss der VEGF-Rezeptoren als Prognosefaktor

(D’Haene u. a. 2018).
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8. Zusammenfassung

Alle praklinischen Studien an Xenograften im Mausmodell dieser Arbeit bestatigten einen deutlich
positiven Einfluss der Ang-2-Blockade in verschiedenen Tumormodellen. In den ersten Versuchen im
Rahmen des Fluoreszenzimagings war die Ang-2-Hemmung mit einer geringeren Metastasierung
verbunden. Das Fluoreszenzimaging erwies sich als gute Methode zur Beobachtung des
Tumorprogessesim s. c. Xenograftmodell anhand der Zelllinie HT-29 FUPW und zur Registrierung von
Mikrometastasen, was weitere Studien zur Metastasierung unterstiitzen kdnnte. Wesentlichen
Unterschiede in der Generierung oder dem Wachstumsverhalten von Tumoren der Zelllinien HT-29
Wildtyp und seinem fluoreszierenden Klon ergaben sich nicht. Auch Nachteile wahrend der
Therapien waren nicht zu beobachten, was fiir weitere Studien anhand der HT-29 FUPW als
Darmkrebsmodell spricht im Zusammenhang mit der in-vivo Fluoreszenzbildgebung zum Monitoring
von Therapien. In den Studien wurde gezeigt, dass die Wirksamkeit einer Anti-VEGF-Behandlung
durch die Kombination mit Ang-2 verbessert werden kann und unterstitzt die gemeinsame
Ausrichtung auf Anti-VEGF-A- und Ang-2 (CrossMab). Besonders vorteilhaft zeigte sich der klinische
Standard als Kombination von VEGF und Chemotherapie, wobei die Wirkung tiber die Zeit nachlieR
aufgrund der Entwicklung von Resistenzen. Hier konnte die Wirksamkeit durch CrossMab und
Chemotherapie auch Uber die Zeit Ubertroffen werden. Insgesamt waren die antiangiogenen
Therapien, insbesondere CrossMab, nebenwirkungsarm, auch in Kombinationsbehandlungen mit
Chemotherapie. Diese und weitere erfreuliche Ergebnisse aus praklinischen Studien fiihrte zur
Einflihrung des humanisierten CrossMab-Antikérpers (Vanucizumab) in klinische Studien. In der Ende
2019 veroffentlichten McCAVE-Studie, einer 1:1 randomisierten Phase-lI-Studie, wurde die
Wirksamkeit von Vanucizumab + mFOLFOX-6 mit Bevacizumab + mFOLFOX-6 als Erstlinientherapie
bei metastasiertem KRK an 189 Patienten untersucht (Bendell u. a. 2020). Leider bestatigte sich hier
keine signifikant vorteilhafte Wirksamkeit, trotz der praklinischen Erfolge, gegentiber der alleinigen
VEGF-A-Hemmung unter zusatzlicher Standardchemotherapie als Erstlinientherapie beim
metastasierten Kolorektalkarzinom, so dass die weitere klinische Entwicklung von Vanucizumab
eingestellt wurde. Auch wenn der Ansatz der Ang-2 Hemmung die Verbesserung der Wirksamkeit
der Standardtherapie mit Anti-VEGF nicht erfillte, ist das Wissen um die antiangiogene Therapie in
den letzten Jahren stetig gewachsen und hat die VEGF-Hemmung in den Mittelpunkt geriickt. Ein
Prognosefaktor fiir diese Therapie existiert jedoch noch nicht. Denkbar ware hier die weitere
Erforschung seiner Rezeptoren, v. a. VEGFR-2, als moglicher Biomarker, da er scheinbar in
Endothelien und Geweben unterschiedlich exprimiert wird und daher eine VEGF-Inhibition auf

unterschiedliche Weise beeinflussten kdnnte.
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10. Thesen

1. Die kombinierte Therapie durch CrossMab und Chemotherapie zeigt eine signifikante
Uberlegenheit durch ein verlingertes progressionsfreies Intervall und somit ein
verldngertes Uberleben im Vergleich zur kombinierten Therapie mit einer VEGF-

Inhibition und Chemotherapie.

2. Die kombinierte Hemmung von Ang-2/VEGF ist der Monotherapie durch eine VEGF-

Inhibition Giberlegen.

3. Am wenigsten Wirksam waren die jeweiligen Monotherapien unter einer VEGF-

Inhibition bzw. unter einer Chemotherapie.

4. Ang-2 spielt eine entscheidende Rolle in der Tumorangiogenese.

5. Unter CrossMab zeigte sich kein erhohtes Nebenwirkungsprofil.

6. Unterschiedliches Therapieansprechen ist mit unterschiedlicher Histologie verbunden.

7. In subkutan wachsenden Tumoren korrelierte die Messung der Fluoreszenzintensitat

mit dem berechneten Volumen und konnte bei allen Therapien vergleichend

beobachtet werden.

8. Im Rahmen der Lungenmetastasierung zeigte sich unter Ang-2-Hemmung die geringste

Fluoreszenzintensitat, d. h. durch die Hemmung von Ang-2 kann eine Metastasierung

reduziert werden.
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