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1 Einleitung

1.1 Das Nebennierenrindenkarzinom

1.1.1 Epidemiologie und Pathogenese

Das Nebennierenrindenkarzinom (adrenocortical carcinoma, ACC) entsteht aus
den Zellen der Nebennierenrinde und ist eine seltene, aber generell aggressive
Krebserkrankung. Pro Jahr erkranken 0,5-2 Millionen Menschen (Kerkhofs, et al.
2013b), Frauen sind haufiger betroffen (55-60%) (Fassnacht, et al. 2013), (Libe
2015). Es werden zwei Krankheitsgipfel beobachtet, in der ersten und vierten
Lebensdekade (Wajchenberg, et al. 2000). Erkrankungen bei Kindern werden vor
allem in Brasilien beobachtet (10-15 Mal héhere Inzidenz als weltweit), was auf
eine hohe Pravalenz einer TP53 Keimbahnmutation zurlickzufiihren ist (Ribeiro,
et al. 2001).

Das ACC kommt aul3erdem bei einer Reihe von sehr seltenen erblichen
Tumorsyndromen vor. Bei der genauen Untersuchung dieser familiaren
Krebsdispositionssyndrome konnten teilweise Mechanismen der Krebsentstehung
beschrieben werden, die auch bei den sporadischen ACCs vorliegen. Einige
Beispiele sind z.B. somatische Mutationen des Tumorsuppressorgens TP53
(Assie, et al. 2014; Zheng, et al. 2016) (als Keimbahnmutation beim Li-Fraumeni-
Syndrom (Li, et al. 1988) (Varley, et al. 1999)), Uberexpression des Insulin-like
Growth Factors 2 (IGF-2) (Barlaskar and Hammer 2007; Soon, et al. 2009),
(genetische oder epigenetische Deregulierung von Imprinting-Genen in der
11p15.5-Region beim Beckwith-Wiedemann-Syndrom (Henry, et al. 1989), (Libe
2015)) und aktivierende Mutationen im Gen CTNNB, welches B-Catenin kodiert
(Assie et al. 2014; Zheng et al. 2016), (Berthon, et al. 2012) (auch bei der
familiaren adenomatésen Polyposis coli (FAP) Aktivierung des [(-Catenin

Signalwegs).

Sporadischen ACCs kénnen auch verschiedene weitere Mutationen zu Grunde

liegen. Bekannte Mutationen oder Anderungen in der Anzahl der DNA-Kopien



(copy number alterations) finden sich zum Beispiel bei Subgruppen von ACCs in
den Genen ZNFR3, CDKN2A, CDKN2B, DAXX, NF1, MEN1, CDK4, TERT (De
Martino, et al. 2013), (Assie et al. 2014; Zheng et al. 2016). Teilweise lassen sich
dabei Zusammenhange zwischen verschiedenen Mutationsmustern und der

Prognose der Erkrankten feststellen (Assie et al. 2014).

Eine Entwicklung aus einer Adenom-Karzinom-Sequenz, wie sie beispielsweise
beim Kolon-Karzinom vorliegt, wurde zwar in Einzelfallen beschrieben (Bernard, et
al. 2003), hat sich aber in diversen Studien nicht bestatigt (Barzon, et al. 2003),
(Cawood, et al. 2009).

1.1.2 Klinik

Es wird zwischen steroidproduzierenden (etwa 60-80% der Karzinome (Fassnacht
et al. 2013), (Arlt, et al. 2011)) und hormoninaktiven Tumoren (20-40%)
unterschieden. Tumore, die vor allem Glukokortikosteroide und/oder Androgene
produzieren, fallen meist durch ein Cushing Syndrom und/oder eine Virilisierung
auf. Selten (<5% der Patienten) ist auch ein Uberschuss an Mineralkortikoiden,
Ostrogenen und anderen Steroiden feststellbar. Das hin und wieder beobachtete
Fehlen klinischer Symptome trotz Hormonuberproduktion lasst sich durch das
Uberwiegen von Hormonvorstufen erklaren (Arlt et al. 2011). Hormoninaktive
Karzinome koénnen sich durch eine Umfangsvermehrung des Bauches sowie
durch den Druck der Tumormasse entstehende Bauch- und Rickenschmerzen
bemerkbar machen (Koschker, et al. 2006). Zunehmend héaufiger fallt das ACC als
Zufallsbefund bei einer anderen Bildgebung auf (Kerkhofs, et al. 2015). Klassische

B-Symptomatik, wie Nachtschweild und Kachexie, sind eher selten (Allolio 2006).

1.1.3 Diagnosestellung

1.1.3.1 Bildgebung

In der Bildgebung sind CT- (oder MRT-Untersuchungen) bei der Diagnose, beim
Staging sowie bei Folgeuntersuchungen das Mittel der Wahl (Bharwani, et al.

2011). Dabei ist es nicht immer einfach zwischen Adenomen und bdsartigen



Neubildungen zu unterscheiden. Zur Klassifizierung dienen verschiedene
Kriterien, unter anderem die Tumorgrof3e (Adenome sind dabei meist deutlich
kleiner als Karzinome (Fasshacht, et al. 2016; Fassnacht et al. 2013)) oder die
Dichte gemessen in Hounsfield Units (Dichte von 10 HU deutet auf eine
lipidreiche, gutartige Raumforderung hin (Fassnacht et al. 2016)). Bei unklaren
Fallen kann eine kontrastmittelgestitzte CT-Untersuchung weiterhelfen, da
Karzinome ein langsameres Auswaschen des Kontrastmittels als Adenome zeigen
(Fasshacht et al. 2016). Ebenso kann ein FDG-PET mit *®F-2-Fluor-2-deoxy-D-
glucose bei unklaren Fallen oder zur Hilfe des Stagings herangezogen werden
(Deandreis, et al. 2011), (Boland, et al. 2011). Dieses ist allerdings teuer und nicht

immer im jeweiligen Krankenhaus vorhanden.

Neben bosartigen oder gutartigen Raumforderungen die von der Nebenniere
selbst ausgehen, kann die Nebenniere relativ haufig auch von Metastasen anderer
Tumore befallen werden. Experimentelle Bildgebungsverfahren, die unter
anderem Metomidat, einen Inhibitor der 11R-Hydroxylase und der
Aldosteronsynthase, nutzen, konnten in kleinen Patientenkohorten zwischen
Nebennierenrindentumoren und Tumoren anderen Ursprungs unterscheiden
(Hahner, et al. 2008).

1.1.3.2 Hormondiagnostik

Eine préaoperative Hormondiagnostik wird vom ,European Network for the Study of
Adrenal Tumours® (ENSAT) empfohlen (www.ensat.org/). Es werden das basale
Kortisol, Dehydroepiandrosteronsulfat (DHEAS), ACTH, 17-Hydroxyprogesteron
(170HP), Androstendion, Testosteron und Estradiol untersucht sowie ein
Dexamethason-Hemmtest und eine Bestimmung des Kortisols im 24h-Urin
durchgefuhrt. Damit soll zum einen bewiesen werden, dass der Tumor tatsachlich
von der Nebenniere stammt, zum anderen kann so zwischen Adenomen und
Karzinomen der Nebenniere unterschieden werden. Weiterhin ist es wichtig,
praoperativ. einen Hyperkortisolismus auszuschlieRen, da dieser sonst
postoperativ. mit  Glukokortikoiden behandelt werden miuisste, um eine

Nebennierenunterfunktion zu verhindern (Fassnacht et al. 2013).



Eine besondere Herausforderung stellt die Unterscheidung zwischen
hormonproduzierenden Adenomen und hormonaktiven Karzinomen dar. Laut Arlt
et al. finden sich bei rund 2% der Bevolkerung Nebennierenraumforderungen. Bei
2-11% der akzidentiell entdeckten Raumforderungen der Nebenniere handelt es
sich um ACCs (Arlt et al. 2011). Ist eine Einteilung der Dignitat der Raumforderung
per Bildgebung oder ,normaler® Hormondiagnostik nicht mdoglich, kann eine
Unterscheidung mit Hilfe einer massenspektrometrisch gestitzten Untersuchung
der fur das ACC typischen Steroidvorlaufer aus einem 24h-Sammelurin des
Patienten erfolgen (Arlt et al. 2011).

1.1.3.3 Histologische Diagnosestellung

Die definitive Diagnose eines bosartigen Nebennierentumors wird in der Regel
durch den histologischen Befund gestellt. Hier wird der sogenannte Weiss-Score
als Standardmethode benutzt. Dieser berlcksichtigt bei der Beurteilung der
Tumorgewebe neun verschiedene Kriterien: Kernatypien, Mitoserate >5 in 50
Hauptgesichtsfeldern  (high-power-field, = HPF), atypische  Mitosefiguren,
Eosinophilie des Tumorzellzytoplasmas bei mehr als 75% der Tumorzellen, diffuse
Architektur in mehr als 33% des Tumors, Nekrose, venfse Invasion,
Sinuseinbruch und Kapselinfiltration. Als maligne gilt ein Tumor, wenn er einen
Weiss-Score von 23 erreicht (Weiss 1984). Daruber hinaus haben Patienten,
deren Tumor einen Weiss-Score von >6 zeigt, eine signifikant schlechtere
Prognose als bei niedrigerem Weiss-Score (Libe, et al. 2015). Um zwischen einem
Tumor des Nebennierenrindengewebes und einer Metastase eines anderen
Tumors zu unterscheiden, wird zusatzlich SF1 (steroidogenic factor 1) als Marker

herangezogen (Shiera, et al. 2010).

1.1.4 Staging

Im Jahr 2003 schlug die UICC ein Schema zur TNM-Klassifikation des
Nebennierenrindenkarzinoms vor. Da sich diese Klassifikation im klinischen Alltag
als prognostisch zu wenig aussagekraftig herausstellte, wurde von dem ,European
Network for the Study of Adrenal Tumours® (ENSAT) 2009 eine neue Einteilung
entwickelt und empfohlen. Zur genaueren Einteilung der



Nebennierenrindenkarzinome nach dem ENSAT-Stagingsystem siehe Abbildung
1.

Abbildung 1: ENSAT-Stagingsystem

T1, NO, MO TumorgroRe <5cm, Organgrenzen nicht
' Uberschritten,  Lymphknoten  nicht  betroffen,  keine
Fernmetastasen

T2, NO, MO TumorgroBe >5cm, Organgrenzen nicht
Il Uberschritten, Lymphknoten nicht  betroffen, keine
Fernmetastasen

T3 oder T4, NO, MO umgebendes Fettgewebe infiltriert (T3)
oder umliegende Gewebe infiltriert (T4), Lymphknoten nicht
m betroffen, keine Fernmetastasen

Oder: alle T, N1, MO unabhéangig von der GroRRe und
Infiltration der Nachbargewebe, ein Lymphknoten betroffen

\Y Alle T, alle N, M1 Fernmetastasen

Aktuelle Tumorstadieneinteilung. Fur weitere Informationen siehe (Fassnacht, et al. 2009).

1.1.5 Prognose

Obwohl in den vergangenen Jahren immense Anstrengungen unternommen
wurden, um die Therapie des Nebennierenrindenkarzinoms zu verbessern, ist die
Prognose noch immer generell ungunstig. Je nach initialem ENSAT-Tumorstadium
liegt das 5-Jahrestberleben zwischen 81% (ENSAT-Stadium 1) und 13%
(Stadium 4). Dem Resektionsstatus kommt ebenfalls eine entscheidende
prognostische Rolle zu, denn eine komplette Resektion (R0O) korreliert mit einer
besseren Prognose (Bilimoria, et al. 2008). Als weiterer klinischer prognostischer
Parameter hat sich der Proliferationsindex Ki67% etabliert: Teilt man die Patienten
in Gruppen mit einem Ki67% Index von <10%, 10-19% und =20% ein, so zeigt
sich ein signifikant langeres RFS (rezidivfreies Uberleben) nach R0O-Resektion und
auch ein signifikant langeres Gesamtliberleben bei Patienten mit niedrigem

Proliferationsindex (Beuschlein, et al. 2015).

Des Weiteren haben die Anzahl der Mitosen pro HPF bei der histologischen
Untersuchung des Tumormaterials prognostische Aussagekraft gezeigt (>20
Mitosen/50HPF definieren ein ,high grade ACC* mit der schlechtesten Prognose
im Vergleich zum ,low grade ACC* mit nur <20 Mitosen/50HPF) (Miller, et al.
2010).



DarlUber hinaus zeigte eine Studie von Berutti et al., dass bei Patienten mit RO
reseziertem Tumor das Vorhandensein einer klinisch relevanten Kortisolproduktion
ein prognostischer Marker sowohl fir ein kiirzeres RFS, als auch fir ein kirzeres

Gesamtiuberleben ist (Berruti, et al. 2014).

1.2 Therapiekonzepte

1.2.1 Chirurgie

Fir die meisten ACC-Patienten stellt die Operation die Therapie der ersten Wahl
da. Sie kommt vor allem bei Patienten in Betracht, deren Tumorleiden noch nicht
weit fortgeschritten ist, bei Tumorrezidiven, wenn mehr als 12 Monate seit der OP
bis zum Auftreten des Rezidivs vergangen sind und eine RO-Resektion mdglich
erscheint oder in Fallen, bei denen eine préoperative (neoadjuvante) systemische

Therapie den Tumor deutlich verkleinern konnte (Erdogan, et al. 2013).

Bei lokalen oder nur lokal fortgeschrittenen Tumorstadien kann eine Operation in
kurativer Intention durchgefiihrt werden (Grubbs, et al. 2010) (Schteingart, et al.
2005). Doch selbst bei Patienten bei denen eine radikale Tumorresektion erfolgt
kommt es in 30-50% zu Rezidiven (Ronchi, et al. 2014), (Fassnacht, et al. 2010).

Die Lymphknoten sind bei etwa 20% der Patienten befallen, was mdglicherweise
einen prognostischen Faktor darstellt. Eine lokoregionale Lymphknotendissektion
scheint zu einer besseren Prognose fur die Patienten zu fuhren (Reibetanz, et al.
2012). Auch bei klinisch relevantem Hormonexzess lassen sich positive Effekte

durch eine Operation erzielen (Ronchi et al. 2014).

Obwohl eine ganze Reihe von Veréffentlichungen sich mit der Frage beschaftigen,
ob und in welchen Tumorstadien eine minimalinvasive Herangehensweise Vorteile
bietet, hat sich noch keine einheitliche Antwort auf diese Frage finden lassen
(Ronchi et al. 2014). Ebenso wird ein Reduzieren der Tumormasse bei weit
fortgeschrittener Erkrankung (Tumordebulking), von dem man sich ein besseres

Ansprechen auf pharmakologische Therapien erhofft, diskutiert.



Leider wird ein GrofR3teil der Patienten in Krankenhdusern operiert, in denen es auf
Grund geringer Fallzahlen an Erfahrung bei dem Eingriff mangelt (Park, et al.
2009). Eine Behandlung durch ein multidisziplindres Team in einem spezialisierten
Zentrum verbessert jedoch das Uberleben der Patienten (Lombardi, et al. 2012),
(Kerkhofs, et al. 2013a).

1.2.2 Mitotane

Mitotane, o,p"-DDD, Handelsname Lysodrene, ist die einzige Substanz, die als
palliative Therapie zur Behandlung des fortgeschritten
Nebennierenrindenkarzinoms zugelassen ist (Hahner and Fassnacht 2005).

Mitotane hat sowohl antihormonelle, als auch antiproliferative Wirkung (Hescot, et
al. 2013). Obwohl es seit vielen Jahren als palliative Therapie bei fortgeschrittenen
oder metastasierten Tumorstadien verwendet wird, wurde der genaue
Wirkmechanismus erst in den letzten Jahren besser verstanden. Es ist bekannt,
dass Mitotane die mitochondriale Atmungskette stort (Hescot et al. 2013). Neue
Erkenntnisse zeigen nun, dass zudem die Sterol-0-Acyltransferase 1 (SOAT1)
durch Mitotane inhibiert wird. Die Akkumulation toxischer Lipide fihrt zu
endoplasmatischem Stress und Apoptose. Die SOAT1-Expression variiert in
verschiedenen ACCs wund Kkorreliert mit dem Ansprechen auf eine
Mitotanetherapie, wobei Patienten, die eine hohe Expression von SOAT1 zeigen,
haufiger auf die Mitotanetherapie ansprechen und eine langere progressionsfreie
Zeit aufweisen (Sbiera, et al. 2015).

Beim Einsatz von Mitotane als palliative Therapie bei nicht komplett resezierbarem
oder metastasiertem ACC sowie bei einem Tumorrezidiv, zeigen sich
Ansprechraten von etwa 30% (Venkatesh, et al. 1989), (Baudin, et al. 2001),
(Gonzalez, et al. 2007). Allerdings mangelt es an grol3en, aktuellen Studien; alle
genannten Studien erfolgten retrospektiv. und unkontrolliert, weshalb eine
maogliche Verzerrung der Ansprechraten durch Patientengruppen, deren Tumor
sich auch ohne Mitotane nur langsam entwickelt héatte, nicht ausgeschlossen

werden kann (Else, et al. 2014).



Eine Studie mit zwei unabhangigen Kontrollgruppen (eine italienische und eine
deutsche Patientenkohorte) verdeutlichte, dass Mitotane als adjuvante Therapie
nach radikaler Tumorresektion signifikant das rezidivfreie Uberleben verlangert (42
Monate in der Mitotanegruppe vs. 12 bzw. 25 Monate in den Kontrollgruppen)
sowie zu einem langeren Gesamtuberleben fuhrt (110 vs. 52 bzw. 67 Monate)
(Terzolo, et al. 2007). Um einen Effekt auf das Gesamtiberleben zu haben,
missen bei einer Therapie mit Mitotane allerdings Plasmaspiegel von >14mg/l
erreicht werden, was eine konsequente Uberwachung der Mitotanespiegel
erforderlich macht (Hermsen, et al. 2011). Gerade bei hdéheren Mitotanedosen
treten haufig Nebenwirkungen wie Nebenniereninsuffizienz, Ubelkeit, Durchfall
und Schwindel auf, wodurch héaufig die Compliance und die Lebensqualitat der
Patienten beeintrachtigt wird (Sbiera et al. 2015). In der Studie von Terzolo et al.
wurde eine Dosisanpassung oder —reduktion wegen Nebenwirkungen bei 13% der
Patienten nétig (Terzolo et al. 2007). Auch aus diesen Grinden ist noch immer
unklar, ob Mitotane als adjuvante Langzeittherapie fur alle Patienten geeignet ist.
Diese Frage stellt sich vor allem bei Patienten, die nur ein geringes Rezidivrisiko
aufweisen, zum Beispiel, weil der Tumor RO reseziert werden konnte, der Ki67%
bei £<10% liegt oder keine Fernmetastasen vorliegen (Berruti, et al. 2010). Die
neue ADIUVO Studie, welche die Mitotanetherapie mit einer Strategie des
,watchfull waitings“ vergleicht, soll in der naheren Zukunft neue Antworten liefern

(https://www.epiclin.it/adiuvo).

1.2.3 Chemotherapie

Es ist noch nicht eindeutig geklart, ob eine adjuvante Chemotherapie beim
Nebennierenrindenkarzinom Vorteile bringt (Varghese and Habra 2017). Bislang
wird die Chemotherapie deshalb vor allem in fortgeschrittenen Stadien der

Erkrankung eingesetzt.

1.2.3.1 Platinverbindungen

Bei der Therapie des fortgeschrittenen Nebennierenrindenkarzinoms kommen
unter anderem Platinderivate (Cisplatin, Carboplatin) zum Einsatz, die aktuell als
effektivste Zytostatika beim ACC gelten. Sie sind auch bei der Behandlung


https://www.epiclin.it/adiuvo

anderer Tumorentitaten, wie Ovar-, Hoden-, Endometrium-, Blasen-, Hals- &
Nackentumoren sowie des nicht-kleinzelligen Lungen-Karzinoms (NSCLC),
etabliert (Go and Adjei 1999).

Cisplatin [cis-diammine-dichloroplatinum (Il)] ist dabei eine der meist genutzten
Chemotherapien (Go and Adjei 1999). Es wirkt alkylierend und schadigt die DNA,
vor allem durch Bildung von DNA-Cisplatinaddukten und Inter- bzw. Intrastrang-
Querverbindungen. Solche Addukte verhindern die DNA-Replikation und fiihren
zum Tod der Zelle (Arora, et al. 2010). Carboplatin ist ein Cisplatinanalogon und

formt die gleichen DNA-Platinverbindungen (Bowden 2014).

Manche Krebspatienten profitieren sehr von einer platinbasierten Therapie, andere
leiden allerdings ausschlie3lich unter den Nebenwirkungen der Therapie, ohne
einen Nutzen zu haben. Dabei weisen platinbasierte Therapien generell eine hohe
Toxizitat auf (Reed 2006). Als teilweise dosislimitierende Nebenwirkungen treten
vor allem Nephrotoxizitat (bei einem Drittel der Patienten) (Filipski, et al. 2009)
sowie periphere Neuropathie, Ototoxizitat und, im Hochdosisbereich, auch

hamatotoxische Effekte auf (Planting, et al. 1993).

1.2.3.2 Platinbasierte Chemotherapie beim ACC und die FIRM-
ACT-Studie

Die platinbasierte Chemotherapie wurde 1974 zum ersten Mal bei der Behandlung
von Hodenkrebs eingesetzt (Donohue, et al. 1978). Nachdem sie dort gute Erfolge
erzielen konnte und andere Substanzen als Monotherapie in den 1970er und
1980er Jahren beim Nebennierenrindenkarzinom nur enttduschende Ergebnisse
hervorgebracht hatten (Else et al. 2014), ist Platin heutzutage die wirkungsvollste
zytotoxische Therapie beim fortgeschrittenen Nebennierenrindenkarzinom. Platin
wird dabei meist mit anderen Substanzen, wie zum Beispiel Etoposid, Doxorubicin
und Mitotane, im EDP-M-Regime verabreicht (Berruti, et al. 2005).

Die erste internationale randomisierte  Studie zum  Thema  der
Chemotherapiebehandlung bei fortgeschrittenem ACC ist die FIRM-ACT-Studie
(First International Randomised trial in locally advanced and Metastatic



Adrenocortical Carcinoma). Hier wurden 304 Patienten mit fortgeschrittenem
Nebennierenrindenkarzinom randomisiert aufgeteilt in zwei Studienarme. Die
Patienten des einen Studienarms erhielten Streptozotocin und Mitotane (Sz-M),
die Patienten des anderen Arms wurden mit einem EDP-M-Regime behandelt. Bei
Progress der Erkrankung wechselten die Patienten in den jeweils anderen
Behandlungsarm. Als primarer Endpunkt wurde das Gesamtuberleben festgelegt.
Es zeigte sich ein signifikant besseres Ansprechen auf die Therapie mit EDP-M
(23,2% vs. 9,2%, p<0,001) sowie ein langeres progressionsfreies Uberleben bei
dieser Patientengruppe (5,0 Monate vs. 2,1 Monate, p<0,001). Auch als
Zweitlinientherapie zeigte sich fur die EDP-M Kombination ein signifikant langeres
progressionsfreies Uberleben (5,6 Monate vs. 2,0 Monate). Jedoch lieR sich kein
signifikanter Unterschied in Bezug auf das OS (Gesamtuberleben) erzielen (14,8
Monate und 12,0 Monate, p=0,07) (Fassnacht, et al. 2012).

Seit den Ergebnissen der FIRM-ACT-Studie wird in der klinischen Tatigkeit die
Chemotherapie mit EDP-M als Erstlinientherapie fur Patienten mit

fortgeschrittenen ACC eingesetzt.

1.2.3.3 Weitere Chemotherapien

Bis heute gibt es keine andere Chemotherapie, die dem EDP-M-Regime bei der
Behandlung des ACCs uberlegen ist (Ronchi et al. 2014).

Patienten mit fortgeschrittenem ACC, die nicht oder nicht mehr auf das EDP-M-
Regime ansprechen, kann eine systemische Gemcitabin-basierte Chemotherapie
als Zweitlinientherapie angeboten werden. Diese Therapie erzielte bei einer Studie
mit 145 Patienten eine Stabilisierung (25%) oder ein partielles Ansprechen (4,9%)
fur im Median 26,8 Wochen (Henning, et al. 2017). Alternativ oder als
Drittlinientherapie kdnnen die Patienten mit Sz-M behandelt werden (Fassnacht et
al. 2012).

Drittlinientherapien mit Trofosfamid konnten nur in wenigen Féllen eine
Stabilisierung der Erkrankung erreichen (Kroiss, et al. 2016). Andere getestete

Reagenzien wie Paclitaxel (Berruti, et al. 2012), Docetaxel in Kombination mit
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Cisplatin (Urup, et al. 2013) und Irinotecan (Baudin, et al. 2002) fuhrten ebenfalls

nur zu enttduschenden Ergebnissen.

1.2.4 Radiotherapie und ablative Verfahren

Die  Wirksamkeit der Strahlentherapie bei der Behandlung des
Nebennierenrindenkarzinoms ist umstritten. Nur wenige Studien untersuchen die
adjuvante Radiotherapie als ein Mittel, um ein lokales Tumorrezidiv zu verhindern.
In einem Teil der Studien zeigte sich die Radiotherapie als wirksam um die
Wahrscheinlichkeit fur ein Lokalrezidiv zu senken, allerdings zeigte sich in keiner
der Studien ein positiver Effekt auf das Gesamtuberleben (Fassnacht, et al. 2006;
Habra, et al. 2013; Sabolch, et al. 2011).

Einen hohen Stellenwert hat die Radiotherapie in der palliativen Behandlung, vor
allem bei schmerzenden Skelettmetastasen, bei Hirnmetastasen oder bei
Tumorthromben in der Vena Cava (Ho, et al. 2013; Polat, et al. 2009).

Lokale Verfahren wie die Radiofrequenzablation (RFA) oder die transarterielle
Chemoembolisation (TACE) sind bisher nicht ausreichend in klinischen Studien
untersucht worden. Beide Methoden konnen jedoch zur lokalen Tumorkontrolle
eine Alternative darstellen, wenn eine Operation nicht gewtnscht oder nicht
maoglich ist. Als palliative Therapie konnte die RFA in einer Studie von Ripley et al.
gleichgute Ergebnisse in Bezug auf das Gesamtiberleben bei der Behandlung
von Lebermetastasen erzielen wie eine Resektion der Metastasen (Ripley, et al.
2011). In einer Studie mit sehr geringer Fallzahl zeigte sich die TACE als effektiv

gegen Lebermetastasen (Soga, et al. 2009).

1.2.5 Molekulare Therapieanséatze/Targeted Therapies

Verschiedene molekulare Therapieansatze wurden in kleinen Patientenkohorten
getestet, allerdings ohne nennenswerten Erfolg. So wurden unter anderem der
EGF-Rezeptor (Quinkler, et al. 2008), der PDGFR-Rezeptor und der
Stammzellfaktor (Gross, et al. 2006), der VEGF (Wortmann, et al. 2010) und der
MTOR-Signalweg (Fraenkel, et al. 2013) als mdogliche Angriffspunkte flr

Zieltherapien erforscht. AuRerdem wurde in zwei Phase-II-Studien die Wirksamkeit
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der Multityrosinkinaseinhibitoren Sorafenib und Sunitinib bei therapierefraktdrem
ACC getestet. Es zeigte sich ein maliger Erfolg (Kroiss, et al. 2012) (Berruti et al.
2012).

Da IGF-2 das am meisten hochregulierte Gen beim ACC ist, testete eine Phase Il-
Studie IMCA12 (Cixutumumab), einen humanisierten IGF-2-Antikdrper, allerdings
enttauschten die Ergebnisse (Lerario, et al. 2014). In Kombination mit
Temsirolimus (Inhibitor des mammalian target of IGF-1R) konnte jedoch eine
Stabilisierung der Erkrankung bei 42% der Patienten erzielt werden (Naing, et al.
2013). Die Substanz Linsitinib (OSI-906), ein Inhibitor von sowohl IGF-1R als auch
des Insulinrezeptors, wurde kirzlich in einer internationalen, Placebo-
kontrollierten, doppelt-verblindeten Phase-IlI-Studie, bei 138 Patienten, deren
Tumorleiden sich in einem fortgeschrittenen Stadium befand, auf seine
Antitumoreigenschaften getestet (Fassnacht, et al. 2015). Allerdings liel3 sich hier

kein signifikanter Unterschied im Gesamtiberleben feststellen.

Als Radionuklidtherapie wurde [131I1]IMTO an 11 Patienten mit fortgeschrittenem
ACC getestet, dabei konnte zumindest bei einem Patienten eine Verkleinerung der
Tumormasse festgestellt werden und funf Patienten zeigten eine Stabilisierung der
Erkrankung (Hahner, et al. 2012).

Bei Betrachtung dieser meist enttauschenden Ergebnisse muss bedacht werden,
dass die Studienpatienten in der Regel sowohl mit anderen Chemotherapeutika,
als auch mit Mitotane mehrfach vortherapiert waren, wodurch es zu
Wechselwirkungen und Resistenzen der Tumorzellen gekommen sein kann.
Ebenfalls zu beachten sind die geringen Fallzahlen bei einem Grof3teil der
Studien.

1.3 Platinverbindungen und das Nucleotid-Excision-Repair-

System

Wie bereits beschrieben, stellen Platinverbindungen eine der meistgenutzten
Chemotherapien dar und werden auch bei der Behandlung des

Nebennierenrindenkarzinoms eingesetzt. Die entstehenden DNA-Cisplatinaddukte
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und Inter- bzw. Intrastrang-Querverbindungen, die zum Zelltod der Tumorzelle
fuhren sollen, konnen allerdings durch bestimmte DNA-Reparaturmechanismen

entfernt werden.

Ein wichtiger solcher Mechanismus ist das Nukleotid-Excision-Repair-System
(NER). Es wurde besonders im Zusammenhang mit der Erkrankung ,Xeroderma
pigmentosum® bekannt. Bei dieser Erkrankung liegt ein Defekt im NER-System
vor, was zu einer erhdhten Sensitivitdt gegeniber UV-Licht und zum Auftreten
multipler Hautkrebse fihrt (Kraemer, et al. 1984). In vitro Daten zeigen auf3erdem
schon seit langem, dass das NER-System fiir die Reparatur der von Cisplatin

verursachten DNA-Schaden verantwortlich ist (Reed 1998).

Die genaueren Aufgaben des NER-Systems kdnnen zusammengefasst werden in
a) Erkennen von Schaden der DNA, b) Entwinden der DNA, c) Schneiden der
DNA und d) Resynthese an Hand des gegenlaufigen Strangs (Sancar and Tang
1993) (siehe Abbildung 2). Dabei spielen bis zu 30 verschiedene Proteine eine
Rolle (de Boer and Hoeijmakers 2000).
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Abbildung 2: Entfernung eines Platinaddukts durch Nukleotid-Excision-Repair,
Quelle: (Gazdar 2007)

Platin bindet an die DNA und bildet eine sperrige Struktur, welche die Helix der DNA-Stréange stort
(A). In der Regel fuhrt dies zur Apoptose der Zelle. In Zellen, die Uber eine hohe Aktivitat des NER-
Systems verfugen, kénnen die Addukte allerdings entfernt und die DNA repariert werden. Dazu
wird das Addukt zunéchst als solches erkannt und die notwendigen Proteine des NER-Komplexes
sammeln sich an der Adduktstelle (B). Die DNA wird entwunden. Endonukleasen schneiden die
DNA rechts und links der beschadigten Stelle ein (C). Es wird ein Segment von etwa 22-32
Nukleotiden mitsamt dem Addukt entfernt. Durch Polymerasen und zusatzliche
Replikationsproteine, wie PCNA, RPA und RFC, wird der herausgeschnittene Teil an Hand des
gegenlaufigen Stanges repliziert und repariert (D). Die DNA-Ligase verbindet den neuen Abschnitt
mit dem Rest des Stranges. Die Biosynthese der erforderlichen Desoxyribonukleotide wird von der
Ribunukleotid-Reduktase M1 (RRM1) katalysiert. In Abschnitt (E) ist zu sehen, dass die DNA
wieder in intaktem Zustand vorliegt. ERCC1=Excision Repair Cross-Complementing 1, PCNA=
Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen, POL=Polymerase, RFC=Replication Factor C, RPA=Replication
Protein A, TFIIH=Transcription Factor IIH, XP=Xeroderma Pigmentosum (Gazdar 2007), (Friedberg
2001).
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Das NER-System ist zum einen beim Globale Genome Repair (GGR) aktiv. Dort
werden Schaden im Genom repariert, damit Mutationen nicht an die nachste
Generation weiter gegeben werden. Zum anderen ist das NER-System beim
Transcription-Coupled Repair beteiligt. Hier ist es dafur verantwortlich, dass die

Transkription der Gene korrekt erfolgt (de Boer and Hoeijmakers 2000).

1.3.1 ERCC1

Alterationen im NER-System konnen also zu einer Resistenz der Tumorzellen
gegenuber Cisplatin fihren (Chu 1994). Als geschwindigkeitslimitierender Schritt
spielt ERCC1 dabei im NER-Signalweg eine wichtige Rolle.

ERCC1 ist eine der Isoformen des ,Excision Repair Cross-Complementing“ und
formt ein Heterodimer mit XPF (Xeroderma Pigmentosum complementation group
F), auch bekannt als ERCC4 (Bessho, et al. 1997), (Bowden 2014). Gemeinsam
mit XPF ist ERCC1 in mindestens vier DNA-Reparaturmechanismen involviert:
Neben der Aufgabe im erwahnten Nukleotide-Excision-Repair-Pathway repariert
der ERCCI1/XPF-Komplex zum Beispiel beim Interstrand Cross-Link-
Reparaturmechanismus (ICL-R) ins Stocken geratene DNA-Replikationsgabeln.
AulRerdem ist er beim ROS-induzierten Single-Stand-Break-Repair (SSB-R) und
bei zwei Pfaden des Double-Strand-Break-Repairs beteiligt (Besse, et al. 2013)
(siehe Abbildung 3).
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Abbildung 3: Die Rolle von ERCC1 bei verschiedenen DNA-Reparaturmechanismen,
Quelle: (Besse et al. 2013)

ERCC1 formt als Heterodimer mit XPF eine Endonuklease. ERCC1/XPF ist in mindestens vier
verschiedenen DNA-Reparaturpfaden involviert: beim Nukleotide-Excision-Repair-Pathway, beim
Interstrand Cross-Link-Reparaturmechanismus (ICL-R), beim ROS-induzierten Single-Stand-
Break-Repair (SSB-R) und bei zwei Pfaden des Double-Strand-Break-Repairs. Die
Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs), die die DNA-Polymerase dabei nutzt, um die DNA neu
zu synthetisieren, werden von der Ribonukleotidreduktase (RRM1) produziert. HR=Homologe
Rekombination, IR=lonisierende Strahlung, Pt=Platin

Dabei besitzt nur XPF die Nukleasedomane des Komplexes, jedoch bendtigt es
ERCC1, da dieses fiur das Binden an die DNA verantwortlich ist und das korrekte
Positionieren der XPF-Endonuklease an die Stelle des DNA-Schadens steuert.

Zudem ist ERCC1 fur die Interaktion mit anderen NER-Proteinen wie XPA
unerlasslich (Tripsianes, et al. 2005).
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ERCC1 und XPF scheinen nur als Komplex stabil zu sein (Gaillard and Wood
2001), zumindest zeigen sich in vitro XPF-Proteinlevel reduziert, wenn ERCC1
herunterreguliert wird (Arora et al. 2010). Dabei ist die Expression von ERCC1
durch komplexe Faktoren, wie Polymorphismen und alternatives Splicen, bestimmt
(Gazdar 2007), wobei vier Isoformen von ERCC1 gebildet werden, namlich 201,
202, 203 und 204 (Friboulet, et al. 2013a).

Wie bereits erwéahnt, spielt ERCC1 insbesondere eine wichtige Rolle bei der
Entfernung durch Platinverbindungen entstandener DNA-Schéden (Damia, et al.
1996), (Lee, et al. 1993) (siehe Abbildung 3). Dies verdeutlichen unter anderem in
vitro Studien mit Zelllinien des Ovarialkarzinoms (Ferry, et al. 2000),
(Selvakumaran, et al. 2003), (Lee et al. 1993), des Kolonkarzinoms (Arnould, et al.
2003), des Hodenkrebs (Welsh, et al. 2004), mit NSCLC-Zellen sowie mit anderen
Krebszelllinien (Altaha, et al. 2004).

Eine der ersten groRen Studien, die einen direkten Vergleich zwischen der
ERCC1-Expression im Tumorgewebe und dem Ansprechen auf eine platinbasierte
Chemotherapie anstellte, war die 2006 veroffentlichte klinische Studie von
Olaussen et al. (Olaussen, et al. 2006). In dieser Studie untersuchten die Autoren
mittels Immunhistochemie Gewebeproben aus 761 NSCLC-Tumoren und fanden
ein signifikant langeres OS nach adjuvanter Chemotherapie bei Patienten mit

ERCC1-negativen Tumoren.

Nach diesen vielversprechenden Ergebnissen beschaftigten sich viele weitere
Gruppen bei unterschiedlichsten Tumorentitaten (u.a. NSCLC, Kolon-Ca, Ovarial-
Ca, Pankreas-Ca, Hoden-Ca, Magen-Ca) und variablen Patientenkohorten (in den
folgenden zwei Tabellen Auswahl an Studien mit Kohorten von 17 bis 247
Patienten) mit der Erforschung der ERCC1-Expression und dem Zusammenhang
mit Platinresistenz (Bellmunt, et al. 2007), (Wang, et al. 2008), (Ahlman, et al.
2001), (Ronchi, et al. 2009), (Mendoza, et al. 2013), (De Dosso, et al. 2013),
(Ulker, et al. 2015), (Huang, et al. 2016), (Strippoli, et al. 2016), (Malandrino, et al.
2010), (Tantraworasin, et al. 2013). Die Arbeitsgruppen verwendeten
unterschiedliche Herangehensweisen, um die ERCC1-Expression zu bestimmen

(Proteinexpression oder Bestimmung der mRNA). AuRerdem kamen verschiedene
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Anti-ERCC1-Antikdrper (Klon 8F1, SF1, 4F9, etc.) fur die Immunhistochemie in
unterschiedlichen Verdinnungen (1:80, 1:100, 1:200, 1:300) zum Einsatz.

Diese  heterogenen Studien kamen dann, nicht Uberraschend, zu

widerspruchlichen Ergebnissen.

Eine Auswahl an Studien, die den Zusammenhang zwischen der individuellen
ERCC1-Expression und dem Ansprechen bzw. Nichtansprechen der Patienten auf
platinbasierte Chemotherapie untersuchten, findet sich in Tabelle 1 (ERCC1 als
prognostischer Marker) und Tabelle 2 (ERCC1 ohne prognostische
Aussagekraft).
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Tabelle 1: Klinische Studien mit platinbasierter Therapie, in denen ERCC1 als Marker

eine pradiktive Aussagekraft zeigte

) Protein/ ) o
Autor Tumorentitat Anzahl Antikorper Aussage Quantifizierung
mRNA
HR=0,65;
(Olaussen et ) 8F1, 1:300
NSCLC 761 Protein : | OS 1 wennERCC1| 95%CI=0,50-0,86;
al. 2006) Neomarkers
p=0,002*
4 HR=3,72;
(Bellmunt et OS | wenn ERCC1
Blasen-Ca 57 mRNA - 95%CI=1,33-10,40;
al. 2007) T
p=0,012
NSCLC Neg. Korrelation von
ang et al. Magen-Ca ERCC1 und
(Wang 9 . 46 MRNA - ) o p=0,001
2008) gynakologische Platinsensitivitat
Malignome beim NSCLC"
. HR=2,38;
(Matsubara, Ansprechraten” und
Magen-Ca 43 MRNA - 95%CI=1,55-3,67;
et al. 2008) OS | wenn ERCC1 1
p=0,008
. HR=2,95;
(Ronchi et al. ) 8F1, 1:100,
ACC 45 Protein OS | wenn ERCC1 1 95%CI=1,4-6,2;
2009) Neomarkers
p=0,004
_ OR®>2,95;
(Mendoza et Keimzelltumore ) 8F1, 1:300, Ansprechraten |
108 Protein 95%CI=0,97-8,97;
al. 2013) Hoden Neomarkers wenn ERCC1 1t
p=0,05
8F1, 1:50,
(De Dosso et )
Magen-Ca 68 Protein Thermo- OS t wenn ERCC1| p=0,04
al. 2013) -
Scientific
NSCLC: 45 #M 3684,
(Ulker et al. NSCLC ] ] ] Ansprechraten 1 NSCLC p=0,028;
) . Ovarial-Ca: Protein 1:80, Spring/ .
2015) Ovarial-Ca ' o wenn ERCC1 | Ovarial-Ca p=0,044
27 Bioscience
4F9, 1:150, HR=2,166;
(Huang et al. . . PFS 1 wenn
NSCLC 84 Protein OriGene 95%CI=1,049-4,474;
2016) ) ERCC1]
Technologies p=0,037
PFS: HR=0,26;
95%CI=0,14-0,50;
(Strippoli et PFS und OS 1 wenn p<0,0001,
Pankreas-Ca 71 mRNA -
al. 2016) ERCC1* ! 0S: HR=0,23;
95%CI=0,12-0,46;
p<0,0001

£2006 erhaltliche Version, flanger/besser, |niedrig/negativ, *Verglichen Patienten mit ERCC1-neg. Tumoren und
Chemotherapie zu Patienten mit ERCC1-neg. Tumoren ohne Chemotherapie, bei selben Vergleich unter Patienten
mit ERCC1-pos. Tumoren kein Unterschied, "Therapie mit Gemcitabin/Cisplatin bzw. Gemcitabin/Cisplatin/Paclitaxel,
"Zellen aus malignen Ergiissen getestet auf Sensitivitat flr Cisplatin und/oder Docetaxel mittels ATP-TCA-Assay,
*Platin als Erstlinientherapie (kombiniert mit S-1 oder Irinotecan), ‘bei Lungen-Ca (Platin Monotherapie bei 44% der
Patienten, Platin+Gemcitabin bei 56%) und Ovarial-Ca (100% Platinmonotherapie), °*Overall Risk fiir
Nichtansprechen, *Therapie mit FOLFIRINOX, NSCLC= nicht-kleinzelliges Lungen-Karzinom, OS=Gesamtlberleben,
ACC=Nebennierenrindenkarzinom, PFS=progressionsfreies Uberleben. Nicht in allen Studien wurde eine HR
(Hazard Ratio) angegeben.
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Tabelle 2: Klinische Studien mit platinbasierter Therapie, in denen ERCC1 als Marker keine
pradiktive Aussagekraft zeigte

) Protein/ ]
Autor Tumorentitdt | Anzahl Antikorper Aussage
mRNA
) Keine Unterschiede
(Malandrino et ) 8F1, 1:100, )
ACC 33 Protein bei Ansprechrate oder
al. 2010) Neomarker
(O]
) SF1, 1:200, Keine Unterschiede
(Tantraworasin ) ) )
NSCLC 247 Protein Thermo Fisher | bei os oder
et al. 2013) o o
Scientific Rezidivraten”
Keine Unterschiede
Pankreas-Ca: #M 3684, 1:80, ) ]
(Ulker et al. | Pankreas-Ca ) ) bei Ansprechraten bei
) 17 Protein Spring/ 4
2015) Ovarial-Ca ) o Pankreas-Ca” oder OS
Ovarial-Ca: 27 Bioscience ) .
bei Ovarial-Ca

"bei Pat. mit komplett reseziertem NSCLS, unabhdngig davon, ob die Patienten platinbasierte
Chemotherapie erhielten oder nicht, *Gemcitabin mono bei 28%, Gemcitabin+Platin bei 72%,
ACC=Nebennierenrindenkarzinom, OS=Gesamtiberleben, NSCLC=nicht-kleinzelliges Lungen-
Karzinom

1.3.2 ERCC1 und Nebennierenkarzinom

Nachdem bei verschiedenen Tumorentitaten teilweise vielversprechende
Ergebnisse in Bezug auf die Expression von ERCC1 und die Korrelation mit dem
Ansprechen auf platinbasierte Chemotherapie erzielt werden konnten,
untersuchten Ronchi et al. mittels Immunhistochemie (Anti-ERCC1-AK 8F1)
verschiedene Nebennierentumore hinsichtlich der ERCC1-Expression (Ronchi et
al. 2009). Dabei zeigte sich unter anderem, dass die Mehrheit der ACCs (54%)
eine niedrige Expression von ERCC1 aufwies (H-Score 0 und 1). Im Gegensatz
dazu zeigten alle gesunden Nebennieren eine hohe ERCC1-Farbeintensitat und
auch die Adenome wiesen fast durchweg (93%) eine hohe Expression von
ERCC1 (H-Score 2 und 3) auf (siehe Abbildung 4).
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a

Low expression High expression®

ERCC1 expression 0 1 2 3
H-score n n (%) n (%) P*
Normal adrenal glands 8 0 0 4 (50%) 4 (50%)
Adrenocortical adenomas 15 0 1 (7%) 12 (80%) 2 (13%) 1.00
Aldosterone-producing adenoma 5 0 0 5 0
Cortisol-producing adenoma 5 0 0 5 0
Inactive adenoma 5 0 1 2 2
Adrenocortical carcinomas 163 12 (7%) 76 (47%) 61 (37%) 14 (9%) 0.0007%
Primary tumor 132 9 65 46 12 0.006*
Local recurrence 17 2 8 6 1
Distant metastases 14 1 3 9 1

Abbildung 4: ERCC1-Expression mittels IHC in 186 Gewebeproben adrenaler Tumore,
Quelle: (Ronchi et al. 2009)

*p-Wert ermittelt mittels exaktem Fisher-Test zwischen hoher und niedriger ERCC1-Expression, Tp-
Wert vs. normale Nebenniere, 1p—Wert vs. gutartige Nebennierentumore. Fettgedruckte p-Werte
signalisieren p<0,05. Niedrige und hohe ERCC1-Expression wurde definiert als H-Score <1 bzw.
>1 (siehe (Ronchi et al. 2009)).

Es fand sich kein Zusammenhang zwischen der ERCC1-Expression und dem
Gesamtuberleben bei ACC-Patienten, die keine platinhaltige Chemotherapie
erhielten. Bei der Untersuchung des Tumormaterials von 45 Patienten, die wegen
eines fortgeschrittenen ACCs mit einer Chemotherapie mit Platinverbindungen
behandelt wurden, zeigte sich allerdings eine hodhere Ansprechrate auf die
Therapie bei Patienten, deren Tumore eine niedrige ERCC1-Expression
aufwiesen (29% vs. 14%). Dartber hinaus stellte sich in dieser Gruppe eine
signifikante Korrelation der ERCC1-Expression mit dem Gesamtiberleben heraus
(medianes Gesamtuberleben bei Patienten mit hoher ERCC1-Expression 8
Monate versus 24 Monate bei Patienten mit niedriger ERCC1-Expression,

p=0,004) (siehe Abbildung 5).
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Abbildung 5: Korrelation des Gesamtiiberlebens mit der ERCC1-Expression bei 45 mit
platinbasierter Chemotherapie behandelten ACC-Patienten, Quelle: (Ronchi et al. 2009)

Als Uberlebenszeit galt die Zeit zwischen dem Tag der ersten Platingabe bis zum Todestag oder
bis zur letzten Folgeuntersuchung. (A) Die Patienten wurden aufgeteilt in Patienten mit niedriger
ERCC1-Expression (H-Score <1) oder hoher ERCC1-Expression (H-Score >1). (B) Patienten
aufgeteilt in Untergruppen mit verschiedener ERCC1-Expression (H-Score 0=keine, 1=geringe,
2=moderate, 3=starke ERCC1-Expression).

Demgegeniber steht eine kurz darauf veroffentlichte Studie von Malandrino et al.
(Malandrino et al. 2010). Dieser untersuchte ebenfalls per Immunhistochemie
(Anti-ERCC1-AK 8F1) Tumormaterialen von 33 ACC-Patienten, die nach der
Operation eine platinbasierte Chemotherapie erhielten. Auch diese Studie fand
eine hohere Ansprechrate auf die Therapie bei Patienten, die eine niedrige
Expression von ERCC1 zeigten (26,7 vs. 16,7%), allerdings war dieser

Unterschied nicht signifikant.

Bei diesen widersprichlichen Ergebnissen ist zu beachten, dass es sich jeweils
um sehr kleine Patientenkohorten (n=45 und n=33) handelte. Zudem waren
verschiedene Platinderivate und verschiedenste Therapieregime angewandt

worden.
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1.3.3 ERCC1 und RRM1

Zahlreiche Studien untersuchen nicht nur den Biomarker ERCC1 alleine, sondern
die Kombination aus ERCC1-Expression und RRM1-Expression. RRM1, die
regulatorische Untereinheit der Ribonukleotidreduktase, produziert Desoxy-
ribonukleotiddiphosphate aus Ribonukleotiddiphosphaten. Diese  werden
anschlielBend weiterverarbeitet zu Desoxyribonukleosidtriphosphaten, welche fir
die Neusynthese der DNA sowie fur die DNA-Reparatur, z.B. durch das NER-
System, bendtigt werden (Besse et al. 2013). Vermutlich vermittelt Uber den
Zusammenhang zwischen der RRM1-Expression und der F&higkeit der Zelle,
Schaden an der DNA zu reparieren, zeigten zum Beispiel Mause mit
Lungentumoren ein langeres Uberleben bei hoher RRM1-Expression (Gautam and
Bepler 2006). Auch in klinischen Studien bei Patienten mit NSCLC zeigte sich eine
hohe RRM1-Expression als pradiktiv fur ein langeres OS und ein langeres
krankheitsfreies Uberleben nach der Operation (Bepler, et al. 2004). Zudem
scheint RRM1 eine Rolle bei der Unterdriickung der Invasivitat und der

Metastasierung von Tumoren zu spielen (Fan, et al. 1997; Gautam, et al. 2003).

Dabei ist es interessant, in welchem Verhaltnis zueinander RRM1 und ERCC1 im
Tumor exprimiert werden. So korrelierte zum Beispiel bei einer Studie an 187
Patienten mit frihen Stadien eines NSCLC die mittels IHC untersuchte RRM1-
Expression mit der Expression von ERCC1 (Zheng, et al. 2007). Dies hat klinische
Relevanz, da dasjenige Drittel der Patienten ein langeres Gesamtiberleben
zeigte, welches eine hohe Expression von RMM1 und gleichzeitig eine hohe
Expression von ERCC1 aufwies (Zheng et al. 2007).

Bei Patienten, die mit einer Chemotherapie behandelt wurden, wurde die RRM1-
Expression vor allem hinsichtlich des Ansprechens auf eine Chemotherapie mit
Gemcitabin untersucht (Jordheim, et al. 2011), da dieses Chemotherapeutikum als
Nukelosidanalogon Uber eine Blockade der Ribonukleotidreduktase wirkt (Wang,
et al. 2007). Doch auch bei Patienten, deren Tumor (zusatzlich) mit einer
platinhaltigen Chemotherapie behandelt wurde, korrelierte die Expression der
beiden Marker RRM1 und ERCC1 mit dem Ansprechen auf die Therapie: So war

eine niedrige Expression beider Marker bei Patienten, die mit Gemcitabin und/oder
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Cisplatin behandelt wurden, pradiktiv fir ein langeres Uberleben (Ceppi, et al.
2006), (Ulker et al. 2015), (Rosell, et al. 2004) oder zumindest pradiktiv fur ein
besseres Ansprechen auf die Chemotherapie mit Gemcitabin +/- Carboplatin
(Reynolds, et al. 2009). Auch bei einer prospektiven Phase-II-Studie bei lokal
fortgeschrittenem NSCLC und einer Therapie mit Gemcitabin und Carboplatin
zeigte sich die RRM1-Expression, gemessen mittels quantitativer RT-PCR, invers
mit dem Ansprechen auf die Therapie korreliert. Die Expression von ERCC1
zeigte einen vergleichbaren Trend (Bepler, et al. 2006). Bei dem mit Gemcitabin
+/- Platin therapierten Pankreas-Ca war ebenfalls eine niedrige RRM1-Expression
mit einem besseren Ansprechen auf die Chemotherapie verknupft (Ulker et al.
2015).

In der Regel ist also eine niedrige Expression von RRM1 und/oder ERCC1 mit
einem besseren Ansprechen auf platinhaltige Chemotherapie verbunden.
Allerdings gibt es auch widersprichliche Studien. Dazu zahlen zum Beispiel die
Ergebnisse von Huang et al, die bei 84 Patienten mit NSCLC keinen
Zusammenhang zwischen der RRM1-Expression und dem DFS (krankheitsfreien
Uberleben) herstellen konnten (Huang et al. 2016). Auch Tantraworasin et al., die
247 Patienten mit komplett reseziertem NSCLC untersuchten, konnten keine
prognostische Aussagekraft von ERCC1 und RRM1 finden. Dies war unabhangig
davon, ob die Patienten platinbasierte Chemotherapie erhalten hatten, oder nicht

(Tantraworasin et al. 2013).

1.3.4 Die Anti-ERCC1-Antikorper

1.3.4.1 Anti-ERCC1-Antikorper Klon 8F1

In Bezug auf den Zusammenhang zwischen ERCC1-Expression und dem
Ansprechen der Tumore auf platinbasierte Chemotherapien wurde fir die
Immunhistochemie zunachst der Antikorper 8F1 verwendet (Olaussen et al. 2006).
Zweifel an der Spezifitat des Antikorpers kamen aber auf, als Niedernhofer und
Kollegen aus der Universitat Pittsburgh ERCC1-positive Fibroblastenzellen und

ERCC1-negative Zellen mittels Immunoblotting untersuchten. Es zeigte sich nicht
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nur eine Bande fur ERCC1, sondern auch eine Bande, die ein unbekanntes
Protein anzeigte. Dieses war sowohl in ERCC1-positiven, als auch in ERCC1-

negativen Zelllysaten zu finden (Niedernhofer, et al. 2007).

Im Jahr 2013 veréffentlichten dann Friboulet et al. eine Studie, in der sie
bekanntgaben, dass sie, entgegen ihrer Veroffentlichung des Jahres 2006
(Olaussen et al. 2006), keinen signifikanten pradiktiven Effekt der ERCC1-
Farbeintensitat mehr feststellen konnten (Friboulet et al. 2013a). Sie hatten eine
andere Charge des Antikorpers 8F1 verwenden missen als in ihrer
vorangegangenen Studie, da die frihere Charge nicht mehr erhaltlich war. Nun fiel
auf, dass mit dieser neuen, 2011 erhaltlichen Charge des Antikérpers 8F1, bei
erneutem Farben derselben Gruppe von Tumorblécken der 2006 veroffentlichten
IALT Studie, 77% der Tumorproben ERCC1-positiv erschienen. Im Jahr 2006
hatten 44% der Tumorblécke eine positive Farbung aufgewiesen. Als Ursache

wurde eine Veranderung des Antikdrpers angenommen.

Dieselbe Gruppe testete auch 16 verschiedene monoklonale Antikdrper und fand
dabei heraus, dass keiner dieser AntikOrper spezifisch fir eine einzige ERCC1-
Isoform war, sondern mindestens drei Isoformen detektierte. Dabei scheint nur die
Isoform ERCC1-202 fir die Effektivitat der DNA-Reparatur verantwortlich zu sein
(Friboulet et al. 2013a).

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der nun erhéltliche Klon des Antikdrpers
8F1 auch ein nicht mit ERCC1l-zusammenhangendes Protein der
Zellkernmembran, das Protein PCYT1A bindet (Ma, et al. 2012; Vaezi, et al. 2014)
(siehe 4.5).

1.3.4.2 Neuer Anti-ERCC1-Antikorper Klon 4F9

Schon 2012 als Alternative zum Klon 8F1 vorgeschlagen (Bauman, et al. 2013;
Ma et al. 2012), erfolgte 2014 die Validierung des Klons 4F9 als AntikGrper mit
einer hoheren Spezifitat fir ERCC1 (Smith, et al. 2014).

Sowohl beim Verwenden von Protein-Microarrays, als auch bei der Anfertigung
von IHC von NSCLC-Tumoren, zeigte sich der Antikorper als spezifisch fir
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ERCC1 (Ma et al. 2012). Weiter konnte die Spezifitat des Antikérpers durch Smith
et al. bewiesen werden, da sich im Western Blot nur eine einzelne starke Bande,
dem Molekulargewicht von ERCCL1 entsprechend, in ERCC1-positiven Colo-205-
Zelllysaten zeigte. In XP2YO-Zellen (nur sehr geringer ERCC1-Anteil) zeigte sich
hingegen nur eine sehr schwache Bande. Bei der IHC farbten sich die Zellkerne
der Colo-205 Linie stark an, wohingegen Zellen mit nur geringer ERCC1-
Expression allenfalls eine leichte zytoplasmatische Farbung und nur vereinzelt
eine schwache Kernfarbung aufwiesen. In der zusétzlich durchgeflhrten
Immunfluoreszenz war in mit Oxaliplatin behandelten Zellen zu beobachten, dass
der Antikorper 4F9 korrekt ERCC1 anzeigte, welches sich an Stellen mit
Doppelstrang-DNA-Briichen angesammelt hatte (Smith et al. 2014) (siehe Tabelle
3).
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Tabelle 3: Probleme mit dem ERCC1-Antikdrper

Autor Tumorentitéat Anzahl | Antikorper Aussage
(Niedernhofer et al. ¥ Antikorper 8F1 nicht
Zellen - 8F1, FL-297 -~
2007) spezifisch
D10, ) -
(Bhagwat, et al. " Klon 8F1 nicht spezifisch;
Zellen - 8F1,3H11,FL297,
2009) FL297 fur IHC empfohlen
RWO018, RW017
(Olaussen and Klon 8F1 spezifisch, FL297
) Zellen* - 8F1, FL297 .
Soria 2010) nicht empfohlen
Kreuzreaktion von 8F1 mit
- 8F1, 2E12, FL297,
(Ma et al. 2012) Protein-Microarray~ - 4F9 PCYT1A. 4F9 und 2E12 fir
IHC empfohlen
Erste Ergebnisse mit 8F1
(Friboulet et al. y ] nicht reproduzierbar, kein AK
NSCLC 494 8F1" und 15 weitere ) )
2013a) unterscheidet zwischen den
vier ERCC1-Isoformen
(Bauman et al. 4F9 und FL297 pradiktiv fir
HNSCC 90 8F1, 4F9, FL297 ) o
2013) PFS, Klon 8F1 nicht pradiktiv
(Smith et al. 2014) | Kolorektaler Tumor® 120 4F9 Validierung des Klons 4F9°
] NSCLC 187 CCT-a ist zweites von 8F1
(Vaezi et al. 2014) 8F1 ) )
HNSCC 60 detektiertes Antigen
(Wislez, et al. Klon 8F1 von 2011 nicht
NSCLC 150 8F1 ) ] )
2014) identisch mit Klon von 2006

¥ERCCl—positive normale menschliche Fibroblasten und Zellen von Patienten mit geerbten
Mutationen von ERCC1 (Patient 165TOR) und XPF (Patient XP2YQO), getestet mittels
Immunoblotting, “C5RO-, HelLa-, XP42RO-, XP51R0O-, 165TOR- und XP2YO-Zellen getestet
mittels Immunoblotting, Immunprazipitation, Immunfluoreszenz und IHC, *Fibroblasten (HEL299,
IMR90), Lungen-Ca-Zellen (A549, H1299, H1563, H1650, H1651, H1793, H1975, H2228, H2342,
BEN, HCCB827), andere Epithel-Ca-Zellen (HeLa, SKBR3, MCF7, HCT116), "HEK293T-Zellen
transfiziert mit TrueORF cDNA-Plasmid, *2011 erhéltlich, ®Zellreine Colo-205, Ogetestet durch IHC,
Immunoblotting und Immunfluoreszenz, IHC=Immunhistochemie, NSCLC=nicht-kleinzelliges
Lungen-Karzinom, HNSCC=Kopf-Hals-Karzinom, CCT-a=Cholinphosphatcytidylyltransferase-a

1.4 Fragestellung der Arbeit

Unterschiedliche Studien sind in Bezug auf die Vorhersagbarkeit von
Platinsensitivitat durch Bestimmung der ERCC1-Expression bei verschiedenen
Tumorentitaten zu widersprichlichen Ergebnissen gekommen. Auch die Studien,
welche die ERCC1-Expression und das Ansprechen auf platinbasierte
Chemotherapie beim Nebennierenrindenkarzinom untersuchten, kamen zum Teil
zu vielversprechenden, zum Teil aber auch zu enttduschenden Ergebnissen.

Dabei waren die untersuchten Patientenkohorten sehr klein, zudem nutzten die
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meisten Studien den, wie inzwischen bekannt, nicht spezifischen ERCC1-
Antikorper Klon 8F1.

Das Ziel dieser Studie war also die Klarung folgender Fragen:

1. Kann die ERCCI1-Farbung als Prognosemarker fur die Sensitivitat
gegenuber platinbasierten Chemotherapien wie dem EDP-M-Regime bei
der Behandlung des fortgeschrittenen Nebennierenrindenkarzinoms

herangezogen werden?

2. In welchem Zusammenhang steht die Expression von RRM1 mit der von
ERCC1? Gibt es mogliche Zusammenhénge der (Ko-) Expression mit dem
Ansprechen auf platinbasierte Chemotherapie, dem progressionsfreien

Uberleben sowie dem Gesamtiiberleben?

Zur Klarung dieser Fragen erfolgte die Untersuchung einer grof3en Anzahl von

Tumorgeweben mit Hilfe des hochspezifischen neuen Antikérpers 4F9.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkohorte

Als Einschlusskriterien wurden ein histologisch gesichertes ACC, vorhandenes
formalinfixiertes Tumormaterial, ein Alter Gber 18 Jahre und die Behandlung mit
einer platinbasierten Chemotherapie festgelegt. Von den 179 Patienten, von
denen bekannt war, dass sie zwischen 2004 und 2015 in Wirzburg oder einem
anderen deutschen Krankenhaus, welches an der FIRM-ACT-Studie beteiligt
gewesen war (Fassnacht et al. 2012), mit einer solchen Therapie behandelt
worden waren, hatten sieben Patienten nur einen Zyklus der Chemotherapie
erhalten und wurden deshalb ausgeschlossen. Bei zusatzlichen 13 Patienten
mangelte es an ausreichendem Tumormaterial und weitere 13 Patienten konnten
aus verschiedenen Grinden (unzureichende klinische Daten (8 Patienten),
fehlende Einverstandniserklarung (2 Patienten) oder Platin als adjuvante Therapie
(2 Patienten)) nicht eingeschlossen werden. Schlief3lich fanden sich bei 146
Patienten (Naheres siehe ,Charakteristika der Patientenkohorte“ und Tabelle 4)
alle Voraussetzungen, um das Tumormaterial beztglich der ERCC1-Expression,
dem Ansprechen auf die Chemotherapie, dem progressionsfreien- und dem
Gesamtiuberleben retrospektiv weiter zu untersuchen. Keiner der Patienten war
zuvor schon in der vorherigen Studie unserer Arbeitsgruppe (Ronchi et al. 2009)
untersucht worden, 49 Patienten waren hingegen bereits Teil der FIRM-ACT-

Studie gewesen (Fassnacht et al. 2012).

Das Zusammenstellen der klinischen Daten und des Tumormaterials erfolgte mit
Zustimmung des Ethikkomitees der Universitat Wirzburg (Nr. 93/02 und 88/11).
Die Patienten hatten zuvor der Verwendung von Tumorgewebe und klinischen

Daten zu wissenschaftlichen Zwecken schriftlich zugestimmt.

2.1.1 Erhebung der klinischen Daten

Die Erhebung der klinischen Daten erfolgte mit Hilfe von Arztbriefen,

Pathologieberichten, Tumorboardprotokollen, Radiologieberichten und den
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Dokumentationsbdgen der Folgeuntersuchungen der Patienten in Wirzburg oder
konnten dem ENSAT-Register entnommen werden (www.ens@t.org).

Insgesamt wurden also zum einen klinische Daten wie Geschlecht, Alter bei
Diagnosestellung, initialer ENSAT-Tumorstatus, Operationsdatum,
Resektionsstatus sowie das Vorhandensein und die Lokalisierung von
Fernmetastasen betrachtet. Zum anderen wurden auch histopathologische Daten
wie der Weiss-Score und der Ki67%-Proliferationsindex dokumentiert und
analysiert. Bezlglich der Therapie wurden Daten zu etwaigen Vortherapien, dem
Chemotherapieprotokoll, der Anzahl applizierter Zyklen und moglicher Co-

Therapie mit Mitotane erhoben.

2.1.2 Charakteristika der Patientenkohorte

In der Gruppe von insgesamt 146 Patienten mit ACC (90 Frauen, 56 Manner,
medianes Alter bei Diagnosestellung 48 Jahre), die mehr als einen Zyklus
platinhaltiger Chemotherapie erhalten hatten, befand sich die Mehrheit der
Patienten schon zum Diagnosezeitpunkt in einem fortgeschrittenen Tumorstadium
(mindestens 56,2% ENSAT-Stadium 3 oder 4, bei 17 Patienten initiales
Tumorstadium nicht dokumentiert). Bei mindestens 57 Patienten konnte der
Tumor im Gesunden (RO) entfernt werden (39%). Zwischen der ersten Operation
und der ersten Platingabe kam es bei der Mehrheit der operierten Patienten (76

Patienten) zu einem Lokalrezidiv (52,1%).

Der Referenzpathologe der deutschen Studiengruppe Nebennieren-CA, Herr
Professor W. Saeger (Praxis fur Pathologie, Marienkrankenhaus, Hamburg),
nahm, soweit mdoglich, eine erneute histologische Untersuchung des
Tumormaterials vor. Alle untersuchten Tumorgewebe waren mit Hilfe des Weiss-
Scores als ACC klassifiziert worden. In vielen Fallen stutzte zudem eine
Untersuchung von SF1 die Diagnose. Der Weiss-Score der Tumore betrug im
Median 7 (Spanne 3-9) und der Ki67%-Index wurde im Median mit 20 (Spanne 1-
80) beschrieben.

Bezogen auf die von Metastasen betroffenen Organe zeigte sich, dass vor allem
die Lunge (34 Patienten, 23,3%) und die Leber (27 Patienten, 18,5%) zum
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Zeitpunkt der Diagnosestellung betroffen waren. Im Verlauf der Erkrankung (Zeit
der Beobachtung im Median 24 Monate mit einer Spanne von 3-231 Monaten)
lieBen sich bei vielen weiteren Patienten Fernmetastasen feststellen; lag die
Anzahl der von Metastasen betroffenen Organe bei Diagnosestellung im Median
bei 0,5 (1-3), so stieg diese im Verlauf auf einen Median von 3 (1-6) von

Fernmetastasen betroffener Organe an.

Alle klinischen und histopathologischen Charakteristika der Patientenkohorte sind

in Tabelle 4 zusammengefasst.
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Tabelle 4: Charakteristika der Patientenkohorte

gesamt niedrige ERCC1- hohe ERCC1- p
Expression Expression
n=146 n=50 (34,25%) n=96 (65,75%)

Alter - Median (Spanne) 48 (19-78) 43 (22-70) 49 (19-78) <0,05
Geschlecht- n (%)
weiblich 90 (61,6%) 27 (54%) 63 (65,6%) NS
mannlich 56 (38,4%) 23 (46%) 33 (34,4%)
Tumorstadium (ENSAT)-
n (%)
1-2 48 (37,2%) 14 (28,6%) 34 (42,5%) NS
3 29 (22,5%) 13 (26,5%) 16 (20%)
4 52 (40,3%) 22 (44,9%) 30 (37,5%)
n.v. 17 1 16
Resektionsstatus- n (%)
RO 57 (53,3%) 17 (47,2%) 40 (56,3%) NS
R1 17 (15,9%) 6 (16,7%) 11 (15,5%)
R2 22 (20,6%) 11 (30,6%) 11 (15,5%)
RX 11 (10,3%) 2 (5,6%) 9 (12,7%)
n.v.x 39 14 25
Proliferationsindex (Ki67%) 20 (1-80) 20 (1-80) 20 (2-80) NS

Median (Spanne)
Weiss-Score 7 (3-9) 7 (4-9) 7(3-9) NS
Median (Spanne)

Metastasen bei Diagnosestellung-

n (%) 48 (32,9%) 19 (38%) 29 (30,2%) NS
von Metastasen betroffene Organe bei
Diagnosestellung- n (%)
Leber 27 (18,5%) 11 (22%) 16 (16,6%)
Lunge 34 (23,3%) 16 (32%) 18 (18,7%) NS
Knochen 8 (5,5%) 5 (10%) 3 (6%)
Median (Spanne) 0,5 (1-3) 0 (0-3) 1(0-3)
NS
Lokalrezidiv vor platinbasierter
Chemotherapie- n (%) 76 (52,1%) 24 (48%) 42 (43,8%) NS
Organe mit Fernmetastasen im
Verlaufi- n (%)
Leber 102 (69,9%) 35 (70%) 67 (69,8%) NS
Lunge 114 (78,1%) 43 (86%) 71 (74%)
Knochen 32 (21,9%) 14 (28%) 18 (18,8%)
Lymphknoten* 77 (52,7%) 18 (36%) 49 (51%)
andere 78 (53,4%) 25 (50%) 53 (55,2%)
Anzahl der Fernmetastasen im 3(1-6) 2,5 (1-5) 3(1-6) NS
Verlauf- n (Spanne)
eine Fernmetastase 15 2 13
> 1 Fernmetastase 130 48 82
Gesamtiiberleben’, Monate 24 (3-231) 24 (4,59-231) 25 (3-167) NS

Median (Spanne)

p-Wert mit exaktem Fisher-Test zwischen Patienten mit niedriger ERCC1-Expression und hoher ERCC1-
Expression, “Material von Biopsien (n=4, Patienten inoperabel), Rezidiv- (n=6) oder Metastasen-OPs (n=9),
nicht angegeben (n=20), 'vom Tag der ersten Operation bis zum Versterben der Patienten bzw. bis zur letzten
Folgeuntersuchung, *LK nur gezahlt, wenn nicht schon bei Diagnose betroffen, wenn mehrerer LKs nach
Diagnosestellung betroffen, als eine Metastase gezahlt, NS=nicht signifikant

Die lokalen und/oder pharmakologischen Therapien, die die Patienten vor der
platinhaltigen Chemotherapie erhalten hatten, sind in Tabelle 5 zusammengefasst.
Bei 96,6% der Patienten hatte vor Applikation der Chemotherapie zunachst eine
OP des Primarius stattgefunden, lediglich funf Patienten waren vor der
Chemotherapie nicht operiert worden. Bei 32% der Patienten war mehr als eine

OP vor der Chemotherapie erfolgt. Eine Bestrahlung des Tumorbetts hatte bei 11
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Patienten (9,4%) stattgefunden und eine Bestrahlung von Metastasen war bei 17
Patienten (14,5%) erfolgt. Rund 22% der Patienten hatten vor der platinhaltigen
Chemotherapie bereits eine Chemotherapie mit anderen Substanzen erhalten.
Dabei handelte es sich bei 17,1% der Patienten um Streptozotocin, 4,8% der
Patienten waren mit einer Kombination aus Streptozotocin und anderen
Chemotherapeutika oder mit ganzlich anderen Substanzen (z.B. Vincristin oder
Capecitabin/Gemcitabin) behandelt worden (Sperone, et al. 2010). Somit erhielten
114 Patienten Platin als Erstlinientherapie (78%), fur 29 Patienten (19,9%) war
Platin die Zweitlinientherapie und fur 3 Patienten (2,1%) handelte es sich bei Platin

um die Drittlinientherapie (Tabelle 6).

Tabelle 5: Therapien vor platinhaltiger Chemotherapie

gesamt niedrige hohe ERCC1- p
ERCC1- Expression
Expression
n=146 n=50 (34,25%) | n=96 (65,75%)
OP des Primarius- n (%)
Ja 141 (96,6%) 47 (94%) 94 (97,9%) NS
Nein 5 (3,4%) 3 (6%) 2 (2,1%)
weitere OP— n (%) 47 (32%) 20 (40%) 27 (28,1%) NS
Bestrahlung- n (%)
Tumorbett 11 (9,4%) 5 (13,5%) 6 (7,5%) NS
Metastasen 17 (14,5%) 4 (10,8%) 13 (16,3%)
keine 89 (76,1%) 28 (75,7%) 61 (76,3%)
n.v. 29 13 16
Chemotherapie— n (%) 32 (21,9%) 14 (28%) 18 (18,8%) NS
Streptozotocin 26 (17,8%) 12 (24%) 14 (14,6%)
und/oder andere' 7 (4,8%) 2 (4%) 5 (5,2%)

p-Wert mit exaktem Fisher-Test zwischen Patienten mit niedriger ERCC1-Expression und hoher
ERCC1-Expression, '1x Carboplatin+Taxol+Etoposid, 1x Vincristin und unbekanntes Protokoll, 3x
Capecitabin+Gemcitabin, 1x  Carboplatin  und  Vepezid, 1x  Streptozotocin  und
Capecitabin+Gemcitabin, NS=nicht signifikant

Die platinbasierte Chemotherapie erfolgte bei 89,1% der Patienten im Rahmen
eines klassischen oder leicht modifizierten EDP-Regimes. Dabei erhielten 89,7%
der Patienten Cisplatin und 10,3% der Patienten Carboplatin. In der Gruppe der
Patienten mit hoher ERCC1-Expression erhielten mehr Patienten Carboplatin als
in der Gruppe mit niedriger ERCC1-Expression (13,5% im Vergleich zu 4%,

p=0,08). Die meisten Patienten nahmen zusatzlich Mitotane ein (89,7%).
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Im Median wurden 6 Zyklen platinbasierter Chemotherapie appliziert, mit einem
Minimum von 2 Zyklen und einem Maximum von 15 Zyklen (Tabelle 6). Die
Behandlung wurde abgebrochen, wenn nicht akzeptable Nebenwirkungen
auftraten, der Patient eine weitere Behandlung mit dieser Chemotherapie ablehnte

oder es zu einem Progress der Erkrankung kam.

Tabelle 6: Platintherapie

gesamt niedrige hohe ERCC1- p
ERCC1- Expression
Expression
n=146 n=50 (34,25%) | n=96 (65,75%)

Platin- n (%)
Cisplatin 131 (89,7%) 48 (96%) 83 (86,5%) 0,08
Carboplatin 15 (10,3%) 2 (4%) 13 (13,5%)
Reihenfolge Chemotherapie-
n (%)
Platin als Erstlinientherapie 114 (78%) 36 (72%) 78 (81,3%) NS
Platin als Zweitlinientherapie 29 (19,9%) 13 (26%) 16 (16,7%)
Platin als Drittlinientherapie 3(2,1%) 1 (2%) 2 (2,1%)
Kombination— n (%)
EDP 130 (89,1%) 45 (90%) 85 (88,5%) NS
andere 16 (11%) 5 (10%) 11 (11,5%)
Mitotane- n (%)
Ja 131 (89,7%) 44 (88%) 87 (90,6%) NS
Nein 15 (10,3%) 6 (12%) 9 (9,4%)
Anzahl der Zyklen - 6 (2-15) 6 (3-13) 6 (2-15) NS
Median (Spanne)

p-Wert mit exaktem Fisher-Test zwischen Patienten mit niedriger ERCC1-Expression und hoher
ERCC1-Expression, NS=nicht signifikant

2.2 Evaluation der Wirksamkeit der platinbasierten

Chemotherapie

Wahrend der Chemotherapie wurden die Patienten alle 8 bis 12 Wochen einer
standardisierten klinischen, biochemischen und radiologischen Untersuchung
durch abdominelle und thorakale CT-Untersuchungen mit Kontrastmittel
unterzogen. Die Effektivitdt der Chemotherapie wurde anschlielend anhand des
besten objektiven Ansprechens auf die Therapie sowie durch die Lange des

progressionsfreien Uberlebens bewertet.

Entsprechend den sogenannten RECIST-Kriterien verschwinden bei einer

kompletten Remission (CR) alle Ziellasionen durch die Therapie, bei einer
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partiellen Remission (PR) ist die Summe aller langsten Durchmesser der
Ziellasionen um mindestens 30% gesunken. Eine stabile Erkrankung (SD) liegt
vor, wenn weder die Kriterien flr eine PR noch fir einen Progress zutreffen. Bei
einem Progress steigt die Summe der langsten Durchmesser der Lasionen um
mehr als 20%, oder es bilden sich neue L&sionen (Therasse, et al. 2006)
(Eisenhauer, et al. 2009). Zur Bewertung des Ansprechens auf die Chemotherapie
und zur Planung des weiteren Vorgehens wurden die Krankheitsverlaufe der
Patienten einem multidisziplinaren Team inkl. erfahrenen Radiologen in der

regelméfigen Tumorkonferenz unseres Zentrums vorgestellt.

Da die Toxizitat der platinbasierten Chemotherapie nicht das Thema der
vorliegenden Arbeit ist, wurden dazu keine genauen Aufzeichnungen und
Auswertungen vorgenommen. Generell lassen sich die aufgetretenen
Nebenwirkungen aber mit den in der FIRM-ACT-Studie beschriebenen vergleichen
(Fassnacht et al. 2012).

2.3 Tumormaterial

Es wurden formalinfixierte, in Paraffin eingebettete (FFPE) Tumorgewebe
verwendet. Von 66 Patienten befand sich bereits FFPE-Tumormaterial im Haus,
80 weitere Tumorbldcke sowie fehlende klinische Daten zu den Féllen wurden von

den lokalen deutschen Pathologien angefordert und zur Verfliigung gestellt.

Von den untersuchten Tumorblocken stammten 87% (127) der Blocke von der
ersten Operation der Patienten. Lediglich 6 Tumorblocke beinhalteten Material
einer Rezidiv-Operation, 4 Proben entstammten einer Biopsie des Tumors und 9
der 146 Tumorblocke enthielten Material aus einer Metastasen-Operation (Tabelle
7).
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Tabelle 7: Tumormaterial

gesamt niedrige hohe ERCC1- p
ERCC1- Expression
Expression

n=146 n=50 (34,25%) n=96 (65,75%)
Art der Material-
gewinnung- n (%)
erste OP 127 (87%) 42 (84%) 85 (88,5%) NS
Rezidiv-OP 6 (4,1%) 2 (4%) 4 (4,2%)
Biopsie 4 (2,7%) 2 (4%) 1 (1%)
Metastasen-OP 9 (6,2%) 4 (8%) 6 (6,3%)

p-Wert mit exaktem Fisher-Test zwischen Patienten mit niedriger ERCC1-Expression und hoher
ERCC1-Expression, NS=nicht signifikant

Die FFPE Tumorgewebe wurden unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur
gelagert. Spater wurden 2um dinne Schnitte erstellt und auf Objekttragern fixiert,
um sie anschlie3end mittels Immunhistochemie zu farben.
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2.4 Immunhistochemie

2.4.1 Chemikalien

Die fur die Immunhistochemie verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 8 gelistet.

Tabelle 8: Verwendete Chemikalien

Chemikalie Firma (Ort)

Xylol SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Ethanol SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland

Destilliertes Wasser, Ampuwa 1000m|

Plastipur

Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad
Homburg v.d.H., Deutschland

Citronensauremonohydrat

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Natriumhydroxidplatzchen

SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Natronlauge 1 mol/l

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Wasserstoffperoxid 30%

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Methanol

SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Humanes Ab Serum H4522

SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Anti-Maus AK Dako North America Inc., Carpinteria, USA
Antikoérper 4F9 UM500008 mouse Ab OriGene Technologies, Inc, Rockville, USA
1mg/di

Antikorper 8F1 MA5-13912 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
HRP-link Dako North America Inc., Carpinteria, USA
HRP Enzym Dako North America Inc., Carpinteria, USA

Liquid DAB + substrate chromogen Dako North America Inc., Carpinteria, USA

system

Hamalaunlésung sauer nach Meyer Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Enthelan Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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2.4.2 Puffer und Losungen

Die fur die Immunhistochemie verwendeten Puffer und Lésungen sind in Tabelle 9

gelistet.

Tabelle 9: Verwendete Puffer und Lésungen

Puffer und Lésungen Firma (Ort)

Citronenséaurepuffer 840mg Citronensauremonohydrat + 400ml destilliertes
Wasser, mit Natriumhydroxidplatzchen und Natronlauge
auf pH-Wert von 6,5 eingestellt (Chemikalien siehe
Tabelle 8)

PBS SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

2.4.3 Durchfihrung der Immunhistochemie

Die Objekttrager mit den 2um dicken Schnitten wurden zweimal zwdlf Minuten in
100%igem Xylol entparaffiniert und anschlieBend funf Minuten in je 100%igem,
90%igem, 80%igem und schlie3lich in 70%igem Ethanol-Wassergemisch
rehydriert. Verbleibendes Ethanol wurde durch fliinfmaliges Waschen mit

destilliertem Wasser entfernt.

Zur Vorbehandlung der Schnitte wurden in einem Schnellkochtopf 250m| Wasser
zum Kochen gebracht. Ein Citronensaurepuffer, frisch angesetzt aus 840mg
Citronensauremonohydrat und  400ml destilliertem Wasser, der mit
Natriumhydroxidplatzchen und Zugabe von Natronlauge auf einen pH-Wert von
6,5 eingestellt worden war, wurde in einem Wasserkocher ebenfalls auf 100°C
erhitzt. Die Schnitte wurden nun in einer Metallschale, die auf einem Metallgestell
im Schnellkochtopf stand, bei geschlossenem Deckel dreizehn Minuten lang
gekocht. Nachdem sie 20 Minuten aul3erhalb des Kochtopfs abgekthlt waren,

wurden sie erneut finfmal mit destilliertem Wasser gespuilt.

Die Hemmung der endogenen Peroxidase erfolgte, indem die Schnitte zunachst
mit einem Fettstift umkreist wurden und anschlieBend pro Schnitt 200ul einer
Losung aus Wasserstoffperoxid und Methanol aufpipetiert wurden. Pro Schnitt

wurden dafur 20ul Wasserstoffperoxid und 180ul Methanol verwendet. Nach
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zehnminutiger Inkubationszeit erfolgte erneut ein funfmaliges Spilen mit

destilliertem Wasser.

Im nachsten Schritt wurde der Proteinblock durchgefuhrt. Humanes AB Serum
wurde 1:5 mit PBS verdunnt. Der zehnminitigen Inkubation bei Raumtemperatur
folgte ein Entfernen des Proteinblocks durch finfmaliges Spuilen der Schnitte mit

destilliertem Wasser.

Als Negativkontrolle des Antikérpers wurde der Dako Anti-Maus-Antikérper
verwendet. Von diesem wurden 150ul auf einen als Negativkontrolle
gekennzeichneten Schnitt aufgebracht. Auf die restlichen Schnitte wurden je 150pl
des 1:100 in PBS verdinnten monoklonalen Anti-ERCC1-Antikdrpers 4F9
(UM500008, OriGene Technologies, Inc, Rockville, USA) bzw. des Anti-ERCC1-
Antikorpers 8F1 (MA5-13912, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
gegeben, danach wurden die Schnitte Uber Nacht bei 4°C inkubiert.

Am folgenden Tag wurden die Objekttrager mit den Schnitten funfmal in PBS
gewaschen, bevor sie fur 20 Minuten mit dem HRP-link des HRP-Systems von
Dako bei Raumtemperatur inkubiert wurden. Nach dreimaligem je finf Minuten
langem Waschen in PBS wurde nun das HRP Enzym von Dako aufpipettiert,
dieses Mal im Dunkeln. Auch das dreimalige, je fiunf Minuten lange Waschen der

Schnitte erfolgte im Dunkeln.

Fir die folgende zehnminitige Inkubation mit DAB wurden pro Schnitt 200pl
Substrat und 4pul DAB verwendet. Danach wurde die Mischung vorsichtig in einen

Spezialabfall abgekippt und die Schnitte dreimal mit Leitungswasser gespiilt.

Zur Kernfarbung wurden die Schnitte zwei Minuten lang in ein Hamalaunbad
gestellt und anschlie3end funf Minuten lang in einer Wanne, in die flieRendes
Leitungswasser lief, geblaut. Nach einem kurzen Abspilen der Schnitte mit
100%igem Ethanol wurden die Schnitte im Trockenofen bei 56°C fir 20 Minuten

getrocknet, bevor die Proben mit Enthelan eingedeckelt und beschriftet wurden.

Als Positivkontrollen  dienten  Schnitte  von Kolon-Adeno-Karzinomen,

Hepatozellularem-Karzinom, Nierenzell-Karzinom, Mamma-Karzinom und Tonsille.
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Als Negativkontrolle fungierten Fibroblasten aus dem Bindegewebe, das den

Tumor umgab.

2.5 Mikroskopische Analyse

Die mikroskopische Analyse der Schnitte erfolgte anonymisiert mit dem Scope Al
Mikroskop von Carl Zeiss Microscopy GmbH, Géttingen, Deutschland. Fotografien
der Schnitte wurden mit der Axiocam 503 color, ebenfalls von Carl Zeiss,
aufgenommen. Die Schnitte wurden dabei von mindestens zwei unabhangigen
Operatoren (Sonja Steinhauer und Valeria Laufs), die keine Kenntnis des
klinischen Verlaufs der Patienten hatten, analysiert. Die Bewertung der Intensitat
der Kernfarbung erfolgte auf einer Skala von 0 bis 3, wobei eine hohe Zahl eine
hohe Farbeintensitat bedeutete. Ein Beispiel fur die verschiedenen Intensitaten ist
in Abbildung 6 gezeigt. Aus dem prozentualen Anteil der positiv gefarbten Kerne
wurde ein Score berechnet (0 fur 0% positive Zellkerne, 0,1 fir 1-9% positive
Kerne, 0,5 fur 10-49% und 1,0 fir =50%). Dieser Score wurde dann mit den
jeweiligen Farbeintensitaten verrechnet, um einen definitiven semiquantitativen
H-Score zu erhalten (H-Score = Intensitat der Farbung x Prozent positiver Kerne)
(Olaussen et al. 2006; Ronchi et al. 2009).

Bei in Einzelfallen vorkommenden Abweichungen der Bewertung durch die zwei
Operatoren wurden die Schnitte noch einmal gemeinsam mikroskopiert und eine
Einigung gesucht. Wo diese nicht mdglich war, wurde ein dritter Untersucher
hinzugezogen. Die Ubereinstimmung in der Bewertung war sehr groR mit einem
Korrelationskoeffizent von 0,72 (95%CI1=0,63-0,79).

Die dokumentierenden Photographien der Schnitte wurden mit einer 20-fachen

VergroRerung aufgenommen.
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H-Score 0 H-Score 1 ) H-Score 2 -Score 3

Abbildung 6: Immunhistochemische ERCC1-Farbungen der Kerne in den Intensitaten
0,1,2und 3

Beispiele fir die ERCC1-Expression mittels IHC bei in Formalin fixiertem, in Paraffin gebettetem
Nebennierenrindenkarzinom. H-Score 0=Fehlen von ERCC1, H-Score 1=geringe Expression, H-
Score 2=mittelstarke Expression, H-Score 3=starke Expression von ERCC1. Verwendet wurde der
Antikodrper 4F9 von OriGene Technologies, Inc, Rockville, USA. 20-fache Vergré3erung.

2.6 Statistische Analyse

Die statistischen Berechnungen kontinuierlicher Variablen erfolgten mittels
ungepaartem t-Test oder einem nicht-parametrischen Test wie dem Mann-
Whitney-U-Test. Dichotomische Variablen wurden mittels Chi-Quadrat-Test oder
exaktem Fisher-Test verglichen. Die Darstellung der Uberlebenskurven erfolgte
als Kaplan-Meier-Kurven und die Unterschiede im Rahmen der Uberlebenskurven
wurden mittels Log-Rank-Test (Mantel-Cox-Test) untersucht. Ein nicht-
parametrischer Kruskal-Wallis-Test, gefolgt vom Dunn’s Test, wurde zum
Vergleich verschiedener Gruppen in Bezug auf nicht-normal verteilte Variablen
genutzt. Korrelationen und 95%-Konfidenzintervalle zwischen unterschiedlichen
Parametern wurden mittels linearer Regressionsanalyse bestimmt. Zur Kalkulation
des Risikoquotienten (Hazard Ratio (HR)) wurden zwei ACC-Patientengruppen mit
niedriger oder hoher ERCC1-Expression betrachtet (hohe ERCC1-Expression
definiert als H-Score 21). AuRerdem wurde eine multivariate Regressionsanalyse
mittels Cox-proportionalen Hazard-Modells durchgefiihrt, um unabhangige
Faktoren zu bestimmen, die das Uberleben beeinflussen kénnten.

Als Gesamtuiberleben wurde die Zeit von der ersten Operation oder vom Tag der
Administration des ersten Zyklus platinhaltiger Chemotherapie bis zur letzten
Folgeuntersuchung oder bis zum Versterben des Patienten definiert, je nachdem,
wie angegeben. Das progressionsfreie Uberleben beschreibt die Zeit vom Tag der

Administration des ersten Zyklus platinhaltiger Chemotherapie bis zum ersten
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radiologischen Nachweis einer Krankheitsprogression oder dem Versterben des
Patienten. Zeigte sich keine Krankheitsprogression, galt als Endpunkt der Tag, der

genau einen Monat nach Applikation des letzten Chemotherapiezyklus lag.

Die Berechnung der multivariaten Statistik erfolgte dann nach Cox-Regression.
Werte unter 0,05 (p<0,05) wurden als signifikant gewertet. Dargestellt werden die
errechneten Daten als Kaplan-Meier-Kurven, als Saulendiagramme oder
tabellarisch. Die statistische Auswertung und die Darstellung der statistischen
Analysen wurde mit den Programmen Excel (Microsoft, USA), GraphPad Prism
(Version 6.0, La Jolla, CA, USA) und SPSS (PASW Version 21.0, SPSS Inc.
Chicago, IL, USA) durchgefihrt.

2.7 Zusatzliche Analyse der Koexpression von RRM1 und ERCC1

Um maogliche Zusammenhange zwischen der ERCC1- Expression und der RRM1-
Expression mit dem Ansprechen auf platinbasierte Chemotherapie zu analysieren,
wurden die Ergebnisse einer schon zuvor durchgefuhrten Studie der
Arbeitsgruppe integriert (Henning et al. 2017). Henning et al. hatten unter anderem
an Tumormaterial von Patienten mit Nebennierenrindenkarzinom, die mit
Gemcitabin behandelt worden waren, die Expression von RRM1 analysiert. Da 47
dieser Patienten auch mehr als einen Zyklus platinhaltiger Chemotherapie
erhalten hatten, konnten diese Analysen mit den Ergebnissen der neuen Studie
verbunden werden. Auch Henning et al. hatten eine immunhistochemische
Farbung durchgeflihrt wie hier in Kapitel 2.4.3 beschrieben. Dabei nutzten sie den
polyklonalen Anti-RRM1-Antikérper Cat# ab81085 von AbCam in einer
Verdinnung von 1:100. Anschlieend berechneten auch Henning et al. einen
semiquantitativen H-Score, um die Féarbeintensitat, in diesem Fall des
Zytoplasmas, zu beschreiben (Ronchi et al. 2009). Alle Schnitte waren von zwei
unabhangigen Operatoren (J.E.K.H und C.L.R.), die gegeniber den klinischen

Verlaufen verblindet waren, bewertet worden.
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3 Ergebnisse

Das Patientenkollektiv wurde, abhangig von der ERCC1-Expression, in zwei
Gruppen eingeteilt. Patienten, deren Tumor eine niedrige ERCC1-Expression
zeigte, also einen H-Score von <1 aufwies, bildeten die eine Gruppe und
Patienten, deren Tumor eine hohe ERCC1-Expression aufwies, d.h. mit einem H-

Score von 2 oder 3 beschrieben wurde, die andere Gruppe (siehe Tabelle 4) .

Die zwei Gruppen unterschieden sich signifikant hinsichtlich des Alters der
Patienten zum Diagnosezeitpunkt, mit einem medianen Alter von 43 Jahren (22-
70) in der Gruppe mit niedriger ERCC1-Farbeintensitdt und einem medianen Alter
von 49 Jahren (19-78) in der Gruppe mit hoher ERCC1-Farbeintensitat (p<0,05)
(Tabelle 4). Hinsichtlich der Geschlechterverteilung zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Bei etwa der Halfte der Patienten
konnte in beiden Gruppen der Tumor RO reseziert werden (bei 47,2% der
Patienten, bei denen sich eine niedrige ERCC1-Expression zeigte und bei 56,3%

der Patienten mit hoher ERCC1-Expression).

3.1 Expression von ERCC1 in den Tumorgeweben

Bei der ERCC1-Farbung der Kerne zeigten die ACC-Schnitte eine hohe
Homogenitat, mit einem Median von 80% positiver Zellen (mehr als 50% positive
Zellen bei 135 von 146 Tumorschnitten, d.h. bei 92,5%).

Von den insgesamt 146 gefarbten Tumoren zeigten 50 Falle eine niedrige
ERCC1-Farbeintensitat (34,2%), d.h. einen H-Score von 0 oder 1, mit 10 Tumoren
mit der Intensitat 0 bzw. <1 (6,8%) und 40 Tumoren mit der Intensitat 1 (27.4%)
(Tabelle 10). Die tUbrigen 96 Tumore fielen in die Kategorie einer hohen ERCC1-
Expression (65,7%), mit H-Scores von 2 oder 3 (58 Tumore mit H-Score 2, 38
Tumore mit H-Score 3).
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Tabelle 10: Expression von ERCC1 in den Tumorgeweben

H-Score n (%)

<1 10 (6,8%)
1 40 (27,4%)
2 58 (39,7%)
3 38 (26,0%)

Ein H-Score von <1 bezeichnet eine sehr geringe bis gar keine Expression von ERCC1, ein H-
Score von 2 zeigt eine mittelstarke ERCC1-Expression an, ein H-Score von 3 verdeutlicht eine
starke ERCC1-Expression. Die meisten Gewebeproben (96 Tumore) zeigten eine hohe Expression
von ERCCL1 (H-Score von 22).

3.2 Korrelation von ERCC1-Expression, Klinik und Prognose

3.2.1 ERCCI1-Farbeintensitat und klinische Daten

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen der ERCC1-Expression in
Tumormaterial des Primartumors (n=127) oder Tumormaterial von Rezidiven
(n=6), Metastasen (n=9) oder in durch Biopsie gewonnenem Tumormaterial (n=4)
(Tabelle 7). Die Mehrheit der Patienten befand sich bei Diagnosestellung in einem
fortgeschrittenen ENSAT-Tumorstadium (56,2% ENSAT-Stadium 3 oder 4). Dabel
liel3 sich kein Zusammenhang feststellen zwischen dem ENSAT-Stadium und der
ERCC1-Expression (71,4% der Patienten mit niedriger ERCC1-Expression vs.
58,8% der Patienten mit hoher ERCC1-Expression mit ENSAT-Stadium 3 oder 4
bei Diagnosestellung). Auch hinsichtlich des Proliferationsindex Ki67% oder des
Weiss-Scores zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den

Tumormaterialien mit niedriger oder hoher ERCC1-Expression.

Bei Betrachtung des Gesamtiiberlebens, also der Zeit vom Tag der ersten
Operation bis zum Versterben der Patienten bzw. bis zur letzten
Folgeuntersuchung, zeigte sich auch hier kein signifikanter Unterschied

hinsichtlich der unterschiedlichen ERCC1-Expressionen.

3.2.2 Wirksamkeit platinbasierter Chemotherapie

Die wesentlichen Daten Uber das Ansprechen der Tumore auf die platinhaltige
Chemotherapie sind in Tabelle 11 zusammengefasst.
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Hinsichtlich des besten Ansprechens wahrend der platinbasierten Chemotherapie
zeigte sich bei 42 Patienten eine partielle Remission (28,8%) und eine einzige
Patientin (0,7%) erreichte eine komplette Remission nach 6 Zyklen. Eine
Stabilisierung der Tumorerkrankung wurde bei 49 Patienten beobachtet (33,6%),
bei 8 Patienten (5,5%) zeigte sich ein gemischtes Ansprechen der
Tumorabsiedlungen. Bei den restlichen 46 Patienten war die Erkrankung bereits
bei der ersten Bildgebung progressiv (31,5%). Insgesamt konnte bei 84 Patienten
(57,5%) ein Klinischer Nutzen der Chemotherapie, also eine komplette oder
partielle Remission, eine Stabilisierung der Erkrankung oder ein gemischtes
Ansprechen der Tumorabsiedelungen fir jeweils mindestens vier Monate,

beobachtet werden.

Betrachtet man das progressionsfreie Uberleben, das heiRt, die Zeit von der
Applikation des ersten Zyklus der Chemotherapie bis zu einem Progress des
ACCs, liegt dieses im Median bei 6 Monaten (Spanne 1-18 Monate). Das
Gesamtuberleben, also die Zeit zwischen dem Tag der ersten Administration einer
platinhaltigen Chemotherapie und dem Versterben der Patienten bzw. der letzten
Folgeuntersuchung, lag im Median bei 17 Monaten (1,5-127 Monate). Sowohl das
progressionsfreie, als auch das Gesamtiberleben nach Erhalt einer Platintherapie
war bei den Patienten, die Platin als Zweit- oder Drittlinientherapie erhielten,
jeweils signifikant kiirzer, als bei den Patienten, fur die Platin die Erstlinientherapie
darstellte (PFS im Median 4,5 vs. 6 Monate ( p=0,057, HR=1,50, 95%CI=1,03-
2,86) und OS im Median 13,5 vs. 19 Monate (p=0,013, HR=1,67, 95%CI=1,15-
3,10)). Die Effektivitat der platinbasierten Chemotherapie wurde nicht durch das
Auftreten eines Lokalrezidivs (n=76) beeinflusst, auch gab es keine Unterschiede
bei den Ansprechraten zwischen Patientengruppen mit nur einer Fernmetastase

(n=15) oder Patientengruppen mit mehreren Fernmetastasen (n=130).

Bei genauer Analyse der Fernmetastasen in unterschiedlichen Organen zeigte
sich, dass Patienten mit Lebermetastasen (n=102) interessanter Weise ein
schlechteres Ansprechen auf die platinbasierte Chemotherapie zeigten als die
anderen Patienten (medianes PFS 5 vs. 10,5 Monate, p=0,004, HR=1,91,
95%CI=1,29-3,05; medianes OS 15,5 vs. 25 Monate, p=0,048, HR=1,50,
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95%CI=1,01-2,16). Ein solcher Unterschied konnte zwischen Patienten mit
Lungen-, Knochen- oder Lymphknotenmetastasen im Vergleich zu Patienten,
deren Organe nicht von solchen Metastasen betroffen waren, indes nicht
beobachtet werden. Diese Beobachtung sollte in zuklnftigen Studien weiter

Beachtung finden und tiefer analysiert werden.

Tabelle 11: Ansprechen auf platinbasierte Chemotherapie

gesamt niedrige hohe p
ERCC1- ERCC1-
Expression Expression
n=146 n=50 (34,25%) n=96 (65,75%)
Art des Ansprechens-n (%)
komplette Remission 1 (0,7%) 0 (0%) 1 (1%) NS
partielles Ansprechen 42 (28,8%) 13 (26%) 29 (30,5%)
Stabilisierung 49 (33,6%) 17 (34%) 32 (33,7%)
Progress 46 (31,5%) 17 (34%) 29 (30,2%)
Gemischte Ansprechen 8 (5,5%) 3 (6%) 5 (5,3%)
klinischer Nutzen*- n (%)
Ja 84 (57,5%) 26 (52%) 58(60,4%) NS
Nein 62 (42,5%) 24 (48%) 38(39,6%)
progressionsfreies Uberleben
nach Chemotherapie', Monate 6 (1-18) 6 (1-15) 6,5 (1,5-18) NS
Median (Spanne)
Gesamtuberleben*, Monate
Median (Spanne) 17 (1,5-127) | 16,5 (3,5-114) 17 (1,5-127) NS

p-Wert mit exaktem Fisher-Test zwischen Patienten mit niedriger ERCC1-Expression und hoher
ERCC1-Expression, *komplette oder partielle Remission, Stabilisierung oder gemischtes
Ansprechen fir jeweils mindestens 4 Monate, 'vom Tag der Administration des ersten
Chemotherapiezyklus bis zum Progress der Erkrankung, *vom Tag der Administration des ersten
Chemotherapiezyklus bis zum Versterben des Patienten oder bis zur letzten Folgeuntersuchung,
NS=nicht signifikant

3.2.3 ERCC1 Farbeintensitat und Ansprechen auf platinbasierte
Chemotherapie

Bei dem objektiven Ansprechen auf die Therapie zeigten sich keine signifikanten

Unterschiede zwischen der Gruppe mit hoher ERCC1-Expression (H-Score 2-3,

n=50) und den Patienten mit niedriger Expression von ERCC1 (H-Score 0-1,
n=96) (p=NS, siehe dazu Tabelle 11 und Abbildung 7).
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komplette/partielle Stabilisierung (n=43)  gemischtes Progress (n=46)
Remission (n=43) Ansprechen (n=8)

Abbildung 7: ERCC1-Expression und Ansprechen auf platinbasierte Chemotherapie

p-Wert mit Chi Quadrat-Test zwischen Patienten mit niedriger ERCC1-Expression und hoher
ERCC1-Expression. Eine komplette Remission (CR) beschreibt dabei, dass alle Ziellasionen durch
die Therapie verschwunden sind, eine partielle Remission (PR) beschreibt, dass die Summe aller
langsten Durchmesser der Ziellasionen um mindestens 30% gesunken ist. Eine Stabilisierung (SD)
liegt vor, wenn weder die Kriterien fir eine PR noch flir einen Progress zutreffen. Bei einem
Progress steigt die Summe der langsten Durchmesser der Lasionen um mehr als 20%, oder es
bilden sich neue Lasionen (Therasse et al. 2006). Die Patienten wurden unterteilt nach niedriger
(H-Score von <1) und hoher ERCC1-Expression (H-Score 22) im Tumormaterial.

Auch das mediane PFS nach Applikation des ersten Zyklus platinhaltiger
Chemotherapie war in den zwei Gruppen vergleichbar und lag bei 6 Monaten in
der Gruppe der Patienten mit niedriger ERCC1-Expression und bei 6,5 Monaten in

der Patientengruppe, die eine hohe Expression von ERCC1 zeigte (p=0,33,
HR=1,23, 95% CI=0,82-2,0) (Abbildung 8).
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Abbildung 8: ERCC1-Expression und progressionsfreies Uberleben nach
Administration platinhaltiger Chemotherapie

Darstellung mittels Kaplan-Meier-Kurven, statistische Berechnung erfolgte mit Log-Rank-Test. Das
progressionsfreie Uberleben wurde bestimmt als die Zeit zwischen der Administration des ersten
Zyklus platinhaltiger Chemotherapie und dem Feststellen eines Krankheitsprogresses. Die
Patienten wurden unterteilt nach niedriger (H-Score von <1) und hoher ERCC1-Expression (H-
Score 22) im Tumormaterial.

Ebenso verhalt es sich bezlglich des Gesamtiiberlebens, also der Zeit zwischen
dem Tag der Administration des ersten Chemotherapiezyklus bis zum Versterben
des Patienten, bzw. bis zur letzten Folgeuntersuchung: Die mediane
Uberlebenszeit lag bei 16,5 Monaten in der Gruppe der Patienten mit niedriger
ERCC1-Expression (3,5-114 Monate) sowie bei 17 Monaten (1,5-127 Monate) in

der Patientengruppe, die eine hohe Expression von ERCC1 zeigte (p=0,87,
HR=1,03, 95%CI=0,70-1,53).
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Abbildung 9: ERCC1-Expression und Gesamtiiberleben

Darstellung mittels Kaplan-Meier-Kurven, statistische Berechnung erfolgte mit Log-Rank-Test. Das
Gesamtiuberleben wurde bestimmt als die Zeit zwischen der Administration des ersten Zyklus
platinhaltiger Chemotherapie und dem Versterben des Patienten bzw. bis zur letzten
Folgeuntersuchung. Die Patienten wurden unterteilt nach niedriger (H-Score <1) und hoher
ERCC1-Expression (H-Score 22).

3.3 Zusammenhang von RRM1-Expression mit ERCCI1-
Expression, Ansprechen auf Platintherapie,

progressionsfreiem Uberleben und OS

Um maogliche Zusammenhange zwischen der ERCC1- Expression und der RRM1-
Expression mit dem Ansprechen auf platinbasierte Chemotherapie zu analysieren,
wurden die Ergebnisse einer schon zuvor durchgefihrten Studie der
Arbeitsgruppe (Henning et al. 2017) integriert (siehe 2.7). Die RRML1-
Farbeintensitaten der 47 mittels Immunhistochemie untersuchten

Tumormaterialien sind in Tabelle 12 aufgefuhrt.
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Tabelle 12: Expression von RRML1 in 47 Nebennierenrindenkarzinomen

H-Score RRM1 n (%)

<1 1 (2%)

1 10 (21,3%)
2 32 (68,1%)
3 4 (8,5%)

Ein H-Score von <1 bezeichnet eine sehr geringe bis gar keine Expression von RRM1, ein H-Score
von 2 zeigt eine mittelstarke RRM1-Expression an, ein H-Score von 3 verdeutlicht eine starke
RRM1-Expression.

Die Patienten wurden, je nach RRM1-Expression, in zwei Gruppen eingeteilt. Die
eine Gruppe wurde gebildet aus Patienten, deren Tumormaterial eine niedrige
RRM1-Expression (H-Score <1) aufwies, die andere Gruppe wurde aus den
Patienten gebildet, deren Tumormaterial eine hohe RRM1-Expression (H-Score
von =22) zeigte. Die Mehrheit der Tumorgewebe, namlich 36 der 47

Gewebeproben, zeigte dabei eine hohe RRM1-Expression (76,6%).

Die Charakteristika der Patientengruppe, bei denen die RRM1-Expression im
Tumormaterial untersucht wurde, sind in Tabelle 13 zusammengefasst. Das
mediane Alter der Patienten betrug 45 Jahre mit einer Spanne von 22 bis 75
Jahren. Auch in dieser Subgruppe waren mehr Frauen von einem ACC betroffen
als Manner (26 W vs. 21 M). Dabei bestanden weder das mediane Alter, noch die
Geschlechterverteilung betreffend signifikante Unterschiede zwischen den
Patientengruppen mit niedriger oder hoher RRM1-Expression. Auch in dieser
Subgruppe befand sich die Mehrheit der Patienten (57,4%) bei Diagnosestellung

in einem fortgeschrittenen Tumorstadium (ENSAT-Stadium 3 oder 4).
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Tabelle 13: Charakteristika der

47 hinsichtlich RRM1-Expression

analysierten

Patienten
gesamt niedrige RRM1- | hohe RRM1- D
Expression Expression

n=47 n=11 (23,4%) | n=36 (76,6%)
Alter- Median
(Spanne) 45 (22-75) 45 (29-67) 45 (22-75) NS
Geschlecht- n (%)
weiblich 26 (55,3%) 5 (45,5%) 21 (58,3%) NS
mannlich 21 (44,7%) 6 (54,5%) 15 (41,7%)
Tumorstadium
(ENSAT)- n (%)
1-2 17 (38,6%) 4 (44,4%) 13 (37,1%)
3 10 (22,7%) 1(11,1%) 9 (25%) NS
4 17 (38,6%) 4 (44,4%) 13 (37,1%)
n.v. 3 2 1

p-Wert mit exaktem Fisher-Test zwischen Patienten mit niedriger RRM1-Expression und hoher
RRM1-Expression, NS= nicht signifikant

Die Daten Uber das Ansprechen auf die platinhaltige Chemotherapie bei den
Patienten mit niedriger RRM1-Expression und denen mit hoher RRM1-Expression

sind in Tabelle 14 zusammengefasst.

Keiner der in dieser Gruppe untersuchten Patienten erreichte eine komplette
Remission durch die platinhaltige Chemotherapie. Ein partielles Ansprechen
wurde jedoch bei 21,3% der Patienten beobachtet, eine Stabilisierung der
Erkrankung fand bei 36,2% der Patienten statt und ein gemischtes Ansprechen
der Tumorabsiedelungen zeigte sich bei 8,5% der Patienten. Dabei hielt bei 23
Patienten (48,9%) der positive Effekt der Chemotherapie mindestens vier Monate
an, sodass man von einem klinischen Nutzen sprechen kann. Bei 16 Patienten

(34%) lag bei der ersten Bildgebung ein Krankheitsprogress vor.
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Tabelle 14: Ansprechen auf platinbasierte Chemotherapie bei 47 hinsichtlich RRM1-
Expression analysierten Patienten

gesamt niedrige RRM1- | hohe RRM1-
Expression Expression P
n=47 n=11(23,4%) n=36 (76,6%)
Art des Ansprechens-
n (%)
komplette Remission - - -
partielles Ansprechen | 10 (21,3%) 4 (36,4%) 6 (16,7%) NS
Stabilisierung 17 (36,2%) 3 (27,3%) 14 (38,9%)
Progress 16 (34%) 4 (36,4%) 12 (33,3%)
X1 4 (8,5%) - 4 (11,1%)
klinischer Nutzen*-
n (%)
Ja 23 (48,9%) 6 (54,5%) 17 (47,2%) NS
Nein 24 (51,1%) 5 (45,5%) 19 (52,8%)
progressionsfreies
Uberleben nach
Chemotherapie’, 2 (1-18) 2 (2-17) 3 (1-18) NS
Monate
Median (Spanne)
Gesamtiberleben*,
Monate 20 (1,5-113) 20 (6-60) 19 (1,5-113,5) NS
Median (Spanne)

p-Wert mit exaktem Fisher-Test zwischen Patienten mit niedriger RRM1-Expression und hoher
RRM1-Expression, tgemischtes Ansprechen, *Ansprechen, gemischtes Ansprechen oder
Stabilisierung fir jeweils mindestens 4 Monate, 'vom Tag der Administration des ersten
Chemotherapiezyklus bis zum Progress der Erkrankung, *vom Tag der Administration des ersten
Chemotherapiezyklus bis zum Versterben des Patienten oder bis zur letzten Folgeuntersuchung,
NS=nicht signifikant

Das progressionsfreie Uberleben, also die Zeit zwischen dem Tag der ersten
Gabe platinhaltiger =~ Chemotherapie und dem Feststellen eines
Krankheitsprogresses, betrug im Median zwei Monate (1-18 Monate). Das
Gesamtiuberleben, also die Zeit zwischen der ersten Gabe platinhaltiger
Chemotherapie und dem Versterben des Patienten bzw. bis zur letzten
Folgeuntersuchung, betrug im Median 20 Monate, mit einer Spanne von 1,5
Monaten bis 113 Monaten (Tabelle 14). Korreliert man die RRM1-Expression mit
der Wirksamkeit der platinhaltigen Chemotherapie, lassen sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen Patienten, deren Tumor eine niedrige RRM1-Expression
aufwies und solchen mit einer hohen RRM1-Expression feststellen. So zeigten
sich weder signifikante Unterschiede in Bezug auf das progressionsfreie

Uberleben seit Erhalt des ersten Zyklus platinhaltiger Chemotherapie (Abbildung
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11), noch in Bezug auf das Gesamtuberleben seit dem ersten Tag der
platinhaltigen Chemotherapie (Abbildung 10).
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Abbildung 10: RMM1-Expression und Gesamtiberleben nach Erhalt einer
platinhaltigen Chemotherapie bei 47 Patienten

Darstellung mittels Kaplan-Meier-Kurven, statistische Berechnung erfolgte mit Log-Rank-Test. Das
Gesamtuberleben wurde bestimmt als die Zeit zwischen der Administration des ersten Zyklus
platinhaltiger Chemotherapie und dem Versterben des Patienten bzw. bis zur letzten
Folgeuntersuchung. Die Patienten wurden unterteilt nach niedriger (H-Score <1) und hoher RRM1-
Expression (H-Score =2).
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Abbildung 11: RRM1-Expression und progressionsfreies Uberleben nach Erhalt einer
platinhaltigen Chemotherapie bei 47 Patienten

Darstellung mittels Kaplan-Meier-Kurven, statistische Berechnung erfolgte mit Log-Rank-Test. Das
progressionsfreie Uberleben wurde bestimmt als die Zeit zwischen der Administration des ersten
Zyklus platinhaltiger Chemotherapie und dem Feststellen eines Krankheitsprogresses. Die
Patienten wurden unterteilt nach niedriger RRM1-Expression (H-Score <1) und hoher RRM1-
Expression (H-Score 22).

Bei der gleichzeitigen Analyse der Tumoren hinsichtlich der Expression von RRM1
und ERCC1 (Abbildung 12) schien es, als ob eine niedrige Exprimierung von
RRM1 mit einer hohen Exprimierung von ERCC1 einhergeht und umgekehrt,
diese Korrelation ist jedoch nicht signifikant (p=0,07).
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Abbildung 12: Expression von RRM1 verglichen mit der Expression von ERCCL1 in 47
Tumoren

Statistische Berechnung erfolgte mit exaktem Fisher-Test. Die Patienten wurden unterteilt nach
niedriger (H-Score <1) und hoher ERCC1-Expression (H-Score =2) bzw. nach niedriger RRM1-
Expression (H-Score <1) und hoher RRM1-Expression (H-Score =2).

Zudem wurde die Koexpression von RRM1 und ERCC1 in verschiedenen
Konstellationen, also niedrige RRM1-Expression/niedrige  ERCC1-Expression,
niedrige RRM1-Expression/hohe ERCC1-Expression sowie hohe RRM1-
Expression/hohe ERCC1-Expression und hohe RRM1-Expression/niedrige
ERCC1-Expression hinsichtlich der Auswirkung auf das Gesamtiuberleben und auf

das progressionsfreien Uberleben nach Erhalt des ersten Zyklus platinhaltiger

Chemotherapie analysiert.
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Abbildung 13: Zusammenhang von RRMI1-Expression und ERCC1-Expression in
Bezug auf das Gesamtiiberleben nach Platintherapie

Darstellung mittels Kaplan-Meier-Kurven, statstische Berechnung erfolgte mit Log-Rank-Test. Das
Gesamtuberleben wurde bestimmt als die Zeit zwischen der Administration des ersten Zyklus
platinhaltiger Chemotherapie und dem Versterben des Patienten bzw. bis zur letzten
Folgeuntersuchung. Die Patienten wurden unterteilt nach niedriger (H-Score <1) und hoher RRM1-
Expression (H-Score 22) bzw. nach niedriger ERCC1-Expression (H-Score <1) und hoher ERCC1-

Expression (H-Score 22).

Dabei wurde deutlich, dass es keine Kombination der Expression von RRM1 und
ERCC1 gab, die fir einen signifikanten Vorteil beim Gesamtuberleben nach der
Chemotherapie prognostisch war.

Der Eindruck, dass eine gleichzeitig hohe Expression von RRM1 und ERCC1 zu
einem kirzeren Gesamtuberleben fuhrt, war bei der kleinen Fallzahl von 47

Patienten nicht signifikant.
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Abbildung 14: Zusammenhang zwischen RRM1-Expression und ERCC1-Expression in
Bezug auf das progressionsfreie Uberleben nach Platintherapie

Darstellung mittels Kaplan-Meier-Kurven, statstische Berechnung erfolgte mit Log-Rank-Test. Das
progressionsfreie Uberleben wurde bestimmt als die Zeit zwischen der Administration des ersten
Zyklus platinhaltiger Chemotherapie und dem Feststellen eines Krankheitsprogresses. Die
Patienten wurden unterteilt nach niedriger (H-Score <1) und hoher RRM1-Expression (H-Score =2)
bzw. nach niedriger ERCC1-Expression (H-Score <1) und hoher ERCC1-Expression (H-Score >2).
Auch bei der Betrachtung der RRM1-Expression und der ERCC1-Expression in
Relation zueinander und hinsichtlich des progressionsfreien Uberlebens nach
Erhalt des ersten Zyklus platinhaltiger Chemotherapie, lie3en sich keine (Sub-)

Gruppen mit langerem progressionsfreien Uberleben definieren.

3.4 Vergleich der beiden Anti-ERCC1-Antikérper 8F1 und 4F9

Bei den immunhistochemischen Farbungen von 45 ACCs hinsichtlich der ERCC1-
Expression zeigte sich in der 2009 durch Ronchi et al. veroffentlichten Studie ein
signifikant langeres Uberleben nach platinhaltiger Chemotherapie bei Patienten
mit niedriger Expression von ERCC1 (medianes Uberleben von acht Monaten bei
Patienten mit hoher ERCC1-Expression des Tumorgewebes im Vergleich zu 24
Monaten bei Patienten mit niedriger ERCC1-Expression im Tumorgewebe, HR
2,95, 95%Cl=1,4-6,2, p=0,004) (Ronchi et al. 2009) (Abbildung 5).

Die damaligen Untersuchungen wurden mit dem Anti-ERCC1-Antikorper 8F1
durchgefuihrt (Neomarkers, Lab Vision Corp., Fremont, CA, USA). Da sich dieser

Antikdrper zum einen als nicht spezifisch fir ERCC1 herausstellte (Bhagwat et al.

57



2009; Niedernhofer et al. 2007) (siehe auch S.24) und zum anderen deutlich
wurde, dass sich die nun erhéaltliche Version des Antikdrpers 8F1 vom damals
verwendeten Antikdrper 8F1 zu unterscheiden scheint (Friboulet et al. 2013a),
fuhrten wir eine Reihe weiterer Untersuchungen durch. Zunachst aktualisierten wir
die klinischen Daten wie progressionsfreies Uberleben und Gesamtiiberleben der
damaligen Patientenkohorte auf den Stand des Jahres 2016 (Abbildung 15).
Hierbei zeigte sich, dass bei den damals untersuchten Patienten auch im weiteren
Verlauf bis zum Jahr 2016 ein signifikant langeres Gesamtliberleben nach
platinhaltiger Chemotherapie in der Gruppe der Patienten mit niedriger Expression
von ERCC1 im Tumorgewebe zu verzeichnen war (HR=2,48, p=0,02).
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Abbildung 15: Gesamtuberleben nach platinhaltiger Chemotherapie, Anti-ERCC1-AK
8F1

Darstellung mittels Kaplan-Meier-Kurven, statistische Berechnung erfolgte mit Log-Rank-Test. Das
Gesamtuberleben wurde bestimmt als die Zeit zwischen der Administration des ersten Zyklus
platinhaltiger Chemotherapie und dem Versterben des Patienten bzw. bis zur letzten
Folgeuntersuchung. Die Patienten wurden unterteilt nach niedriger (H-Score <1) und hoher
ERCC1-Expression (H-Score =2). Untersucht wurden die 45 von Ronchi et al. 2009 gefarbten
Tumormaterialien in Kombination mit auf das Jahr 2016 aktualisierten klinischen Daten.

Von den 45 damals untersuchten ACCs war es zudem mdoglich, asserviertes
Tumormaterial von 38 Patienten erneut zu farben, diesmal mit dem
hochspezifischen neuen monoklonalen Anti-ERCC1-Antikdrper 4F9. Wie in

Abbildung 16 zu erkennen ist, war nun kein signifikanter Unterschied im

Gesamtiuberleben zwischen Patienten mit schwacher ERCC1-Expression des
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Tumormaterials und solchen mit starker ERCC1-Expression mehr erkennbar
(p=0,95, HR=1,02, 95%CI=0,53-1,95).
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Abbildung 16: Gesamtiiberleben nach Chemotherapie, Farbung mit Klon 4F9

Darstellung mittels Kaplan-Meier-Kurven, statistische Berechnung erfolgte mit Log-Rank-Test.
Mittels IHC und dem neuen Anti-ERCC1-Antikérper 4F9 wurden 38 der 45 damals von Ronchi et
al. mit dem Anti-ERCC1-Antikérper 8F1 untersuchten Tumorproben neu gefarbt. Das
Gesamtiuberleben wurde bestimmt als die Zeit zwischen der Administration des ersten Zyklus
platinhaltiger Chemotherapie und dem Versterben des Patienten bzw. bis zur letzten
Folgeuntersuchung. Die Patienten wurden unterteilt nach niedriger (H-Score <1) und hoher
ERCC1-Expression (H-Score 22).

Als zusatzliche Untersuchung verglichen wir die Farbeintensitaten verschiedener
Anti-ERCC1-Antikoérper. Dazu verglichen wir die neuen Farbeintensitaten der 38
mit dem 4F9-AK erneut gefarbten Schnitte mit der Farbeintensitat des damals

vorhandenen Antikorpers Klon 8F1. Dabei wurde eine Ubereinstimmung von nur
49% deutlich.
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Abbildung 17: Direkter Vergleich der beiden Anti-ERCC1-AK 4F9 (A und C) und 8F1

(aktuell erhaltlich Version, B und D)
A) und B) normale Nebenniere, C) und D) Nebennierenrindenkarzinom. VergrofRerung 1x20.
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Abbildung 18: Vergleich der Farbeintensitat des alten Klons 8F1 und des Klons 4F9 an

38 Tumoren der alten Studie
Farbeintensitaten von 38 der damals 45 gefarbten ACCs mit dem neuen hochspezifischen
monoklonalen Antikorper 4F9 vs. den Farbeintensitaten des vorherigen Antikérpers Klon 8F1.

Ubereinstimmung von 49%.

60



Als weitere Untersuchung verglichen wir die Farbeintensitat des neuen
hochspezifischen monoklonalen Antikorper 4F9 und die Féarbeintensitat des
aktuell erhaltlichen Anti-ERCC1-Antikodrpers Klon 8F1.

Hierzu wurde eine immunhistochemische Farbung des Tumormaterials von 21
Patienten der neuen Studie vorgenommen. Zusatzlich zur Farbung mit dem Klon
4F9 fuhrten wir die IHC auch mit der aktuell erhaltlichen Version des Anti-ERCC1-
Antikorpers Klon 8F1 durch. Wie in Abbildung 19 zu sehen ist, stimmten die
beiden Antikdrper in ihrer Farbeintensitat in 81% der Tumorschnitte Uberein.

H-Score

8F1 4F9
2014 erhiltlich

Abbildung 19: Vergleich der Farbeintensitdten des neuen Klons 8F1 (2014 erhéltlich)

und des Klons 4F9 an 21 Tumoren der neuen Studienkohorte

Farbeintensititen des Tumormaterials von 21 Patienten der neuen Studienkohorte,
gegenibergestellt in Bezug auf die Farbeintensitat des neuen hochspezifischen monoklonalen
Antikérpers 4F9 und den Farbeintensitdten des aktuell erhéltlichen Antikdrpers Klon 8F1.
Ubereinstimmung von 81%.

Der aktuell (bzw. 2014) erhaltliche Klon des Anti-ERCC1-Antikdrpers 8F1 scheint
dem hoch spezifischen Anti-ERCC1-Antikérper 4F9 also &hnlicher zu sein als der
2009 verwendete Anti-ERCC1-Antikérper 8F1 (Ubereinstimmung von 81% vs.
49%). Dabei spielt sicher das zusatzliche Detektieren von CCTa durch den alten

Antikérper 8F1 eine Rolle.
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4 Diskussion

4.1 Platinbasierte Chemotherapie ist wirksam bei der

Behandlung des Nebennierenrindenkarzinoms

Bei der Behandlung des fortgeschrittenen Nebennierenrindenkarzinoms ist Platin
aktuell die wirkungsvollste zytotoxische Therapie. Seit der FIRM-ACT-Studie
(Fassnacht et al. 2012) findet es meist im EDP-M-Regime Anwendung. In der von
uns untersuchten Kohorte lagen die Ansprechraten hoher als in vergleichbaren
Studien, zudem zeigte sich ein etwas langeres medianes progressionsfreies

Uberleben sowie ein langeres Gesamtiiberleben.

Die platinhaltige Chemotherapie fuhrte in der von wuns untersuchten
Patientengruppe zu Ansprechraten von 68,6%. Insbesondere wurde eine
komplette Remission bei einem Patienten (0,7%), ein partielles Ansprechen bei
28,8% der Patienten, eine Stabilisierung der Tumorerkrankung bei 33,6% der
Patienten und ein gemischtes Ansprechen bei 5,5% der Patienten beobachtet.
Das Ansprechen des Tumors hielt bei 57,5% der behandelten Patienten fir
mindestens vier Monate an. Der Vergleich mit den Ergebnissen anderer Studien
wird in diesem Punkt dadurch erschwert, dass der Begriff ,Ansprechen”
unterschiedlich definiert wird. Doch selbst, wenn man den Begriff so fasst, dass
,<Ansprechen“ nur eine partielle oder komplette Remission Uber mindestens drei
Monate bedeutet und eine Stabilisierung nicht eingeschlossen ist, zeigen in der
untersuchten Patientengruppe 43 Patienten (29,5%) ein Ansprechen des Tumors.
Diese Ansprechraten sind etwas hoher als bei den Patienten der FIRM-ACT-
Studie, bei der nur 23,2% der 304 Patienten ein objektives Ansprechen des
Tumors auf die platinbasierte Chemotherapie zeigten, und sind vergleichbar mit
den Ergebnissen in der Studienkohorte von Malandrino et al.. Diese Studie
untersuchte ebenfalls 33 Patienten mit Nebennierenrindenkarzinom die
platinhaltige Chemotherapie erhielten und zeigte bei 27,3% der Patienten ein
objektives Ansprechen des Tumors (3 Patienten mit CR, 12 Patienten mit PR).

62



Eine Stabilisierung der Erkrankung wurde dort bei zehn Patienten (18,2%)
beobachtet (Malandrino et al. 2010).

Hinsichtlich des progressionsfreien Uberlebens unter Therapie zeigte sich in
unserer Analyse ein medianes progressionsfreies Uberleben von 6 Monaten
(Spanne: 1-18 Monate). Dies ist vergleichbar mit den Ergebnissen der FIRM-ACT-
Studie, hier betrug das mediane progressionsfreie Uberleben bei Patienten, die
nach dem EDP-M-Schema behandelt wurden, 5 Monate.

Das Gesamtiuberleben betrug in der vorliegenden Arbeit im Median 17 Monate
(Spanne: 1,5-127 Monate), in der FIRM-ACT-Studie 14,8 Monate. Obwohl sich
diese Werte nicht genau miteinander vergleichen lassen, da bei der FIRM-ACT-
Studie das Gesamtiiberleben vom Tag der Randomisierung in die verschiedenen
Therapiearme an bestimmt wurde, in der vorliegenden Arbeit allerdings vom
ersten Tag der platinhaltigen Chemotherapie an gezahlt wurde, scheint das
Gesamtiuberleben in der von uns untersuchten Patientenkohorte langer zu sein.
Gleiche Endpunkte, aber ebenfalls ein kiirzeres Gesamtiberleben, zeigte auch die
Studie von Malandrino et al., mit einem medianen Gesamtuberleben von 12

Monaten nach Beginn der platinbasierten Chemotherapie (Malandrino et al. 2010).

Auffallend war, dass Patienten, die Lebermetastasen aufwiesen (n=102),
schlechter auf die platinbasierte Chemotherapie ansprachen als andere Patienten.
Moglicherweise unterscheiden sich die Tumorzellen, die sich in der Leber
ansiedeln, von den Zellen, die sich in anderen Organen absiedeln, durch z.B. eine
andere Ausstattung an Transportern oder Reparaturproteinen. Eine genaue
Evaluation dieser molekularbiologischen Unterschiede kénnte neue Ansatzpunkte

fur die Entwicklung pradiktiver Marker bieten.

4.2 ACCs zeigen eine hohe Expression von ERCC1

Wie auch in anderen Studien zuvor beschrieben, zeigten die ACCs eine hohe
Expression von ERCC1 (Ronchi et al. 2009), (Malandrino et al. 2010). Vergleicht
man die Studien von Ronchi et al., Malandrino et al. und unsere Ergebnisse, so
zeigen sich bei der immunhistochemischen Farbung von ERCC1 in den

Nebennierenkarzinomen viele Gemeinsamkeiten. Als hohe ERCC1-Expression
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wurde in allen Studien ein semiquantitativer H-Score von >1 festgelegt. Etwa die
Halfte der Gewebeproben zeigte eine hohe ERCC1-Expression (47% bei Ronchi

et al, 53% bei Malandrino et al., 65,8% in der vorliegenden Studie).

4.3 Die ERCCI1l-Farbeintensitat korreliert nicht mit dem

Ansprechen auf platinbasierte Chemotherapie

In der von uns untersuchten Patientenkohorte Kkorrelierte die ERCCI1-
Farbeintensitat weder mit dem Ansprechen auf die platinbasierte Chemotherapie,

noch mit dem progressionsfreien Uberleben oder dem Gesamtiiberleben.

Nachdem bei verschiedenen Tumorentitaten teilweise vielversprechende
Ergebnisse in Bezug auf die Expression von ERCC1 und die Korrelation mit dem
Ansprechen auf platinbasierte Chemotherapie erzielt werden konnten, waren
Ronchi et al. und Malandrino et al. hinsichtlich der Ubertragbarkeit dieser
Ergebnisse auf das Nebennierenrindenkarzinom zu  widerspruchlichen

Ergebnissen gekommen.

Bei der Untersuchung des Tumormaterials von 45 Patienten, die wegen eines
fortgeschrittenen ACCs eine platinhaltige Chemotherapie erhielten, zeigte sich
damals in der Studie von Ronchi et al. eine héhere Ansprechrate bei Patienten,
deren Tumore eine niedrige ERCC1-Expression aufwiesen (29% vs. 14%).
Darlber hinaus stellte sich eine signifikante Korrelation der ERCC1-Expression
mit dem Gesamtiberleben dar (medianes Gesamtiberleben bei Patienten mit
hoher ERCC1-Expression 8 Monate versus 24 Monate bei Patienten mit niedriger
ERCC1-Expression, p=0,004) (Ronchi et al. 2009).

Demgegeniber standen die von Malandrino et al. durchgefiihrten Untersuchungen
an Tumormaterialien von 33 ACC-Patienten, die nach der Operation eine
Chemotherapie nach dem EDP-M-Regime erhalten hatten. Auch Malandrino et al.
fanden eine hohere Ansprechrate auf die Therapie bei Patienten, deren Tumore
eine niedrige Expression von ERCC1 zeigten (26,7% vs. 16,7%). Allerdings zeigte

sich in dieser Kohorte kein signifikanter Unterschied zwischen Patienten mit hoher
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oder niedriger ERCC1-Expression im Gesamtiberleben nach Platintherapie
(Malandrino et al. 2010).

Beide erwéhnten Studien verwendeten den inzwischen als unspezifisch erkannten
Anti-ERCC1-Antikdrper Klon 8F1 und untersuchten eine kleine Patientenkohorte.
In der vorliegenden Studie untersuchten wir deshalb das Tumormaterial einer sehr
grollen Gruppe von 146 Tumorpatienten und verwendeten den neuen,
spezifischen Anti-ERCC1-Antikorper Klon 4F9 (siehe Abschnitt 4.5). In dieser
aussagekraftigen Studie fanden wir weder einen signifikanten Unterschied im
Ansprechen auf die Therapie in Bezug auf die ERCC1-Expression, noch fanden
sich signifikante Unterschiede im progressionsfreien Uberleben (medianes PFS
bei 6 Monaten in der Gruppe der Patienten mit niedriger ERCC1-Expression und
bei 6,5 Monaten bei der Patientengruppe, die eine hohe Expression von ERCC1
zeigte (p=0,33). Auch beziglich des Gesamtiberlebens zeigten sich keine
signifikanten  Unterschiede zwischen den beiden Gruppen (medianes
Gesamtuberleben bei 16,5 Monaten in der Gruppe der Patienten mit niedriger
ERCC1-Expression (3,5-114 Monate) sowie bei 17 Monaten (1,5-127 Monate) in
der Patientengruppe, die eine hohe Expression von ERCC1 zeigte (p=0,87).

Dass die ERCC1-Expression nicht mit dem Ansprechen auf platinhaltige
Chemotherapie korreliert, zeigt auch eine erste Phase-llI-Studie, die randomisiert
und prospektiv den Einfluss von ERCC1 auf das Therapieansprechen bei
Patienten mit fortgeschrittenem NSCLC untersuchen sollte (Lee, et al. 2017).
Zunachst wurde mittels IHC (Anti-ERCC1-AK 8F1) die ERCC1-Expression des
Tumors bestimmt. Anschliel3end wurden die Patienten randomisiert verschiedenen
Therapiearmen mit oder ohne Platinderivate zugeteilt. Nachdem 648 Patienten
rekrutiert worden waren, wurde die Studie vorzeitig abgebrochen, da sich zeigte,
dass die Patienten, welche eine Therapie ohne Platin erhielten, ein signifikant
kirzeres Uberleben zeigten, als die Patienten, die mit platinhaltiger
Chemotherapie behandelt wurden. Dabei zeigte sich keinerlei signifikante
Korrelation zwischen der ERCC1- bzw. der XPF-Expression und dem Ansprechen

auf die jeweilige Therapie. Ebenso erlaubte die ERCC1- bzw. XPF-Expression
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keine prognostische Aussage bezuglich des Gesamtiberlebens oder des
progressionsfreien Uberlebens.

4.4 Die RRM1-Expression eignet sich nicht als prognostischer
Marker hinsichtlich des Ansprechens auf platinbasierte

Chemotherapie

Zusatzlich zur Analyse der ERCC1-Expression analysierten wir die RRM1-
Expression und die Koexpression von ERCC1 und RRM1 als prognostische
Marker fur das Ansprechen auf platinbasierte Chemotherapie. Dazu integrierten
wir die Ergebnisse einer zuvor durchgefuhrten Studie der Arbeitsgruppe. Es
kristallisierte sich heraus, dass auch RRM1 nicht als prognostischer Marker fir

das Ansprechen auf platinbasierte Chemotherapie geeignet ist.

Bei der Analyse von 47 Tumorproben zeigten sich keine signifikanten
Zusammenhange in der Koexpression der beiden Marker. Es entstand lediglich
der Eindruck, dass bei schwacher RRM1-Expression ERCC1 eher hoch exprimiert
wird und umgekehrt (p=0,07, nicht signifikant).

Dartber hinaus lieRen sich keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der
Sensitivitat auf platinbasierte Chemotherapie zwischen Patienten, deren Tumor
eine niedrige RRM1-Expression auswies und solchen, deren Tumor eine hohe
RRM1-Expression zeigte, feststellen. Es zeigten sich weder signifikante
Unterschiede in Bezug auf das progressionsfreie Uberleben, noch in Bezug auf
das Gesamtuberleben seit dem ersten Tag der platinhaltigen Chemotherapie.

Zwischen  verschiedenen  Koexpressionsmustern (z.B. hohe RRML1-
Expression/hohe ERCC1-Expression vs. niedrige RRM1-Expression/niedrige
ERCC1-Expression) und der Korrelation mit dem progressionsfreien Uberleben
und mit dem Gesamtuberleben liel3en sich ebenfalls keine (Sub-)Gruppen mit
langerem PFS oder langerem Gesamtiberleben nach platinhaltiger

Chemotherapie definieren.
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4.5 Die erhéltlichen Anti-ERCC1-Antikorper unterscheiden sich

malf3geblich in ihrem Farbeverhalten

Wir konnten zeigen, dass sich die erhaltlichen Anti-ERCC1-Antikorper maf3geblich

in ihrem Farbeverhalten unterscheiden.

Die vorherigen immunhistochemischen ERCC1-Farbungen von
Nebennierenkarzinomen ((Ronchi et al. 2009), (Malandrino et al. 2010)) wurden
mit dem Anti-ERCC1-Antikérper Klon 8F1 durchgefuhrt (Neomarkers, Lab Vision
Corp., Fremont, CA, USA), da dieser zuvor u.a. in einer grof3en Studie zur
Platintherapie bei Patienten mit NSCLC zur Evaluation der ERCC1-Expression
eingesetzt worden war (Olaussen et al. 2006). Dieser Antikdrper stellte sich
allerdings als nicht spezifisch fiur ERCC1 heraus (Bhagwat et al. 2009;
Niedernhofer et al. 2007). Es konnte namlich gezeigt werden, dass der Antikoérper
Klon 8F1 auch ein nicht mit ERCC1l-zusammenhangendes Protein der
Zellkernmembran, das Protein PCYT1A bindet (Ma et al. 2012; Vaezi et al. 2014).
Auch bekannt als CCTa (Cholinphosphat Cytidyltransferase Alpha), ist PCYT1A
ein wichtiges Enzym bei der Synthese von Phosphatidylcholin (Tronchere, et al.
1994), einem Schlisselenzym in Signalkaskaden von Tumorzellen (Linkous, et al.
2010). AulRerdem ist es bei der Bildung der Phospholipidwand des Zellkerns
(Northwood, et al. 1999) und der Bildung des Endoplasmatischen Retikulums
beteiligt (Lagace and Ridgway 2005b). CCTa ist unerlasslich fiir das Uberleben
von Embryos (Wang, et al. 2005) und ist ein Schlisselenzym bei der Bildung von
Surfactant (Tian, et al. 2007). Des Weiteren spielt CCTa eine Rolle beim
Abwenden von Apoptose (Lagace and Ridgway 2005a) und bei der
Zellproliferation (Fagone, et al. 2009), (Vaezi et al. 2014).

Eine hohe Expression von CCTa zeigte sich zudem als prognostisch fur ein
langeres Uberleben bei Patienten mit NSCLC, deren Therapie in einer Operation
bestand, und bei Patienten mit Plattenepithelkarzinomen des Kopf- und
Halsbereichs (HNSCC) (Vaezi et al. 2014). Eine Beteiligung von CCTa bei der
Resistenz gegen platinbasierte Chemotherapeutika ist zum gegenwaértigen

Zeitpunkt allerdings nicht bekannt.
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Ein weiteres Problem bei der Anwendung der Antikorper bestand darin, dass sich
die nun (im Jahr 2011) erhaltliche Version des Antikérpers Klon 8F1 vom vormals
(im Jahr 2006) verwendeten Antikérper Klon 8F1 zu unterscheiden schien
(Friboulet et al. 2013a). Aus diesen Griinden fuhrten wir eine Reihe weiterer

Untersuchungen durch.

Dazu farbten wir 38 der 45 im Jahr 2009 untersuchten ACCs erneut mittels IHC,
allerdings unter Verwendung des hochspezifischen neuen monoklonalen Anti-
ERCC1-Antikorpers Klon 4F9. Mit dieser spezifischen Farbung von ERCC1 wurde
beim Vergleich der Farbeintensitaten eine Ubereinstimmung von nur 49%
zwischen den zwei Antikdrperklonen deutlich. Damit war kein signifikanter
Unterschied im Gesamtiuberleben zwischen Patienten mit schwacher ERCC1-
Expression des Tumormaterials und solchen mit starker ERCC1-Expression mehr
erkennbar. Des Weiteren verglichen wir die Farbeintensitit des neuen
hochspezifischen monoklonalen Antikdrpers Klon 4F9 und die Farbeintensitat des
aktuell erhaltlichen Anti-ERCC1-Antikorpers Klon 8F1. Dazu farbten wir das
Tumormaterial von 21 Patienten der neuen Studie mit dem Klon 4F9 sowie mit der
nun erhaltlichen Version des Anti-ERCC1-Antikdrpers Klon 8F1. Die beiden

Antikdrper stimmten in ihrem Farbeverhalten in 81% der Tumorschnitte Uberein.

Der aktuell (bzw. 2014) erhéltliche Klon des Anti-ERCC1-Antikdrpers 8F1 scheint
dem hoch spezifischen Anti-ERCC1-Antikoérper Klon 4F9 also ahnlicher zu sein,
als der 2009 verwendete Anti-ERCC1-Antikorper Klon 8F1 (Ubereinstimmung von
81% vs. 49%). Dies kann teilweise durch das zusatzliche Detektieren von CCTa
durch den alten Antikérper 8F1 erklart werden. Dennoch bleibt die Frage
bestehen, worin die 19% der Unterschiede im Farbeverhalten zwischen den
aktuell erhaltlichen Antikérpern 8F1 und 4F9 begriindet liegen.

4.6 ERCC1l ist nicht zur klinischen Therapieentscheidung

heranzuziehen

Aus verschiedenen Grinden ist der Hoffnungstrager ERCC1 weder als
prognostischer, noch als pradiktiver Marker nutzbar, geschweige denn fur den

klinischen Einsatz zur Therapieentscheidung geeignet.
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Unabhangig von der Tumorentitat zeigt bei einer Therapie mit Platinderivaten,
bzw. generell bei einer Therapie mit Chemotherapeutika, stets nur ein Teil der
Patienten ein Ansprechen des Tumors. Der andere Teil der Patienten leidet aber
zum einen an den Nebenwirkungen der Therapie, zum anderen wird unter
Umstanden mit einer unwirksamen Therapie Zeit verloren, bevor eine individuell
wirksamere Therapie verabreicht werden kann. Die so entstehenden Kosten und
vor allem das so entstehende Leid der Patienten sind nur einige Griinde, warum
Biomarker zur Vorhersagbarkeit des Therapieansprechens so dringend bendtigt

werden.

Bevor ein solcher Biomarker allerdings als zuverlassiger Marker genutzt werden
kann, mussten zunachst verschiedene Studien seine Einsetzbarkeit validieren. Es
existieren zwar viele Veroffentlichungen, die sich mit ERCC1 als pradiktivem
Biomarker in verschiedenen Tumorarten beschaftigen, allerdings kommen diese
zu einander widersprechenden Ergebnissen. Bei der Suche nach dem Grund fir
die unterschiedlichen Ergebnisse besteht das Hauptproblem, neben der
Verwendung unterschiedlicher Antikdrperklone und der Veranderung derselben,
darin, dass die Studien auch im Hinblick auf andere Aspekte nicht direkt
miteinander verglichen werden konnen. Dies wird in Metaanalysen, wie zum
Beispiel von Barsanti-Innes et al. (28 Studien verglichen) (Barsanti-Innes, et al.
2017) oder von Malottki et al. (33 Studien verglichen) (Malottki, et al. 2016), die
sich mit der Aussagekraft der ERCCI1-Expression hinsichtlich des
Therapieansprechens beschéftigt haben, deutlich. Bei der meist retrospektiven
Analyse der Korrelation von ERCC1-Expression und dem Ansprechen auf
platinbasierte Chemotherapie wurden viele verschiedene Methoden (wie zum
Beispiel IHC oder RT-gPCR) zur Ermittlung der ERCC1-Expression verwendet.
Diese Methoden waren meist nicht standardisiert, wurden nicht wiederholt oder
waren nicht validiert (Barsanti-Innes et al. 2017). Zudem scheint es teilweise keine
Korrelation zu geben zwischen den Ergebnissen hinsichtlich der ERCC1-
Expression ermittelt mittels IHC und denen, die durch Messung der mRNA-
Expression ermittelt wurden (Zheng et al. 2007). Des Weiteren wurden haufig
unterschiedliche Cut-off-Punkte zur Abgrenzung zwischen niedriger und hoher

ERCC1-Expression verwendet: Barsanti-Innes et al. schreiben, dass 75% der von
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ihnen untersuchten Studien den medianen Wert der ERCC1-Expression als Cut-
off-Punkt genutzt haben, was den Vergleich zwischen den Studien hinsichtlich der
Gruppen mit ,hoher* oder ,niedriger* ERCC1-Expression erschwert. Dabei wurde
teilweise ein H-Score berechnet, teilweise wurden aber auch andere
Scoringsysteme verwendet (Malottki et al. 2016). Gerade das Vorgehen bei der
Immunhistochemie ist ebenfalls zwischen den Zentren nicht standardisiert und
bildet so eine mdgliche Fehlerquelle bei der Bewertung der ERCC1-Expression
(Besse et al. 2013).

Des Weiteren kommen generelle Problemen beim Einsatz eines Biomarkers, wie
zum Beispiel der réaumlichen sowie zeitlichen Heterogenitat innerhalb eines
Tumors (Olaussen and Postel-Vinay 2016), zum Tragen. Viele Studien
untersuchten Material, das durch eine Biopsie gewonnen worden war (Malottki et
al. 2016) und somit mdglicherweise nur die ERCC1-Expression in einem kleinen
Teil des Tumors darstellen konnte. Dass sich die Ergebnisse der ERCC1
Evaluation zwischen Biopsien und resezierten Tumoren unterscheiden, zeigt zum
Beispiel eine kleinen Studie bei Lungentumoren (Taillade, et al. 2007). Und nicht
nur die Heterogenitat innerhalb eines Tumors stellt ein Problem dar: Diverse
Studien beim NSCLC zeigten, dass es zusatzlich einen Unterschied zwischen der
ERCC1-Expression (ermittelt mittels IHC) im Primarius und der in Metastasen gibt
(Kang, et al. 2009), (Gomez-Roca, et al. 2009). Das Untersuchen einer Metastase
hinsichtlich der ERCC1-Expression kann also unter Umstanden keine Aussage zur
ERCC1-Expression im Primartumor zulassen. Verfolgt man diesen Gedanken
weiter, muss man sich die Frage stellen, ob, falls ERCC1 tatsachlich beim
Ansprechen auf eine platinhaltige Therapie eine Rolle spielt, eine Bestimmung der
ERCC1-Expression aus Material des Primartumors beim Vorliegen von
Metastasen nicht zu einer Therapieentscheidung fuhren wirde, die zwar flr den
Primarius angebracht, fir die Behandlung der Metastasen aber ungeeignet ist und
umgekehrt.

Dartber hinaus wurden haufig sehr heterogene Gruppen mit Patienten, die
unterschiedliche Therapieregime mit meist mehreren Chemotherapien gleichzeitig

erhalten hatten (z.B. Etoposid, Doxorubicin und Mitotane) oder mit anderen
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Therapien vorbehandelt waren, untersucht (Olaussen and Postel-Vinay 2016),
(Ronchi et al. 2009), (Barsanti-lnnes et al. 2017). Dies erschwert das
Herausarbeiten des Zusammenhangs zwischen der Expression eines einzelnen
Biomarkers und der Wirksamkeit einer einzelnen, in Kombination applizierten,
Substanz. Die Expression verschiedener anderer Biomarker, wie z.B. der
Topoisomerase Il alpha (TOP2A) und der Thymidylat-Synthase (TS) hat z.B.
ebenfalls einen Einfluss auf das Ansprechen auf das EDP-M-Regime (Roca, et al.
2017). Dabei spielen aber statt Platin wohl vor allem die Wirkung des
Topoisomerase-Inhibitors Etoposid sowie die Wirkung des Anthracyclins
Doxorubicin eine Rolle (Roca et al. 2017).

Neben der Tatsache, dass ein Biomarker nicht die Aktivitat eines
Reparaturenzyms bestimmen kann, sondern nur die Quantitat (Besse et al. 2013),
gibt es einen weiteren, nicht zu vernachlassigenden Grund, warum die
momentane Aussagekraft von ERCC1 als Biomarker differenziert betrachtet
werden muss: Bei genauer Analyse von ERCC1 wurde festgestellt, dass ERCC1
in vier Isoformen vorliegen kann (201-204). Nur eine dieser Isoformen, namlich
Isoform 202, spielt beim Entfernen von Platinaddukten in der DNA eine Rolle. Nur
sie formt im NER-System ein Heterodimer mit XPF (Xeroderma Pigmentosum
complementation group F), auch bekannt als ERCC4, und nur als ERCC1-XPF-
Komplex ist ERCC1 als Endonuklease in DNA-Reparaturmechanismen involviert
(Bessho et al. 1997), (Bowden 2014), (Friboulet et al. 2013a), (Friboulet, et al.
2013b). Dabei ist keiner der von Friboulet, Olaussen et al., getesteten 16 Anti-
ERCC1-Anitkérper in der Lage, zwischen den vier ERCC1-Isoformen zu
unterscheiden (Friboulet et al. 2013a) und auch der Versuch, durch gleichzeitige
Bestimmung von XPF eine prognostische Aussage treffen zu kénnen, schlug fehl
(Lee et al. 2017). Soll die ERCC1-Bestimmung zur Therapieentscheidung
herangezogen werden, konnte es also zu einer falschen Zuordnung bei
vermeintlich hoher ERCC1-Expression kommen und zu Nachteilen fur den
Patienten fuhren. Auch bei der Bestimmung der ERCC1-mRNA-Expression ergibt
sich das Problem, dass die Primer nicht isoformspezifisch sind (Besse et al. 2013).
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Obwohl allein die genannten Grinde davon abhalten sollten, ERCC1 als
prognostischen Marker im klinischen Alltag einzusetzen, ist eine Reihe von Kits
zur Bestimmung von ERCC1 in Tumorgeweben kommerziell erhéltlich. Eine
Studie von Schneider et al.,, die diese verschiedenen Kits vergleicht, zeigte
erwartungsgemafld mafgebliche Unterschiede zwischen den Kits bei der
Auswertung identischen Tumormaterials (Schneider, et al. 2014).

Um die bestehenden technischen Schwierigkeiten bei der Bestimmung der
ERCC1-Expression zu umgehen, konnte in Zukunft der Einsatz anderer
Techniken, wie z.B. die Analyse der vollstandigen Genomsequenz (whole-
genome-sequencing), die Sequenzierung von RNA oder die Untersuchung des
Proteoms von Formalin-fixiertem Tumormaterial mittels Massenspektrometrie eine

Rolle spielen (Postel-Vinay and Soria 2017).

Letztendlich ist die DNA-Reparatur durch ERCC1 nicht der einzige Grund fiur die
Entwicklung einer Resistenz gegen Platin. Die Wirksamkeit von Platin hangt unter
anderem auch vom CTR1 Transporter, dem GSTM1 Detoxikations-Enzym und
dem MSH2 Protein ab. AuRerdem spielen das anti-apoptotische Protein BCL-2
und SMARCA4 eine Rolle (Olaussen and Postel-Vinay 2016). Eine niedrige
Expression von SMARCA4 (einem Mitglied des ATP-abhangigen Chromatin-
Remodelling-Komplexes SNF/SWI) zeigte sich kirzlich beim NSCLC als assoziiert
mit einer insgesamt schlechteren Prognose, jedoch auch mit einem besseren

Ansprechen auf eine platinbasierte adjuvante Chemotherapie (Bell, et al. 2016).

4.7 Diskussion von Starken und limitierenden Faktoren

Die Studie weist trotz gewisser Limitationen bemerkenswerte Starken auf.

Als Kritikpunkt der vorliegenden Arbeit konnte man die im Vergleich zu anderen
Tumorentitaten geringe Fallzahl anmerken. Ruft man sich jedoch die Seltenheit
der Erkrankung ins Gedachtnis (pro Jahr treten nur 0,5-2 Neuerkrankungen pro 1
Millionen Menschen auf (Kerkhofs et al. 2013b)), so ist die Fallzahl von 146
Patienten keinesfalls als Limitation, sondern, im Gegenteil, als Starke zu

bewerten.
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Ein anderer Kritikpunkt ist die retrospektive Erfassung der Daten. Da allerdings nur
Patienten, von denen ausreichende Mengen an Tumormaterial und ausfthrliche
klinische Daten vorhanden waren, in die Studie einbezogen wurden, kann das
Risiko eines relevanten Bias als gering eingestuft werden. Zudem wies die
untersuchte  Studienkohorte eine groBe Homogenitat hinsichtlich  der
Chemotherapieprotokolle auf.

Es kann angemerkt werden, dass das Bewerten der histologischen Schnitte und
der Farbeintensitaten, insbesondere auch das Einschatzen der Anzahl positiv
gefarbter Zellen, untersucherabhéngig und subjektiv ist. Die beiden Operatoren
waren allerdings gegenuber den klinischen Daten der Patienten und den
jeweiligen Ergebnissen des anderen Operators verblindet und kamen dennoch zu
Uberwiegend Ubereinstimmenden Ergebnissen (Korrelationskoeffizient 0,72,
95%CI=0,63-0,79).

Die vorliegende Arbeit ist die Erste, die bei einer solch gro3en Patientengruppe
die ERCC1-Expression und den Zusammenhang mit dem Ansprechen auf
platinbasierte Chemotherapie untersucht. Zudem wurde, soweit bewusst, erstmals
der neue monoklonale hochspezifische Anti-ERCC1-Antikdrper Klon 4F9 bei der

Untersuchung des Nebennierenrindenkarzinoms verwendet.
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5 Zusammenfassung

Das Nebennierenrindenkarzinom ist ein sehr seltener Tumor mit einer unguinstigen
Prognose. Die einzige Moglichkeit, die Erkrankung zu heilen, besteht in der
radikalen Operation, diese ist allerdings oft nicht mdglich. Patienten in
fortgeschrittenen Stadien werden in den meisten Fallen mit einer platinhaltigen
Chemotherapie behandelt, die nur bei einem Teil der Patienten erfolgreich ist und
mit relevanter Toxizitat einhergeht. Da ERCC1 als Teil des Nukleotide-Excision-
Repair-Systems mit fur die Entfernung der durch Platin verursachten DNA-
Schéaden verantwortlich ist, hatten verschiedenen Studien ERCC1 bei diversen
Tumorentitaten als mdoglichen Biomarker zur Vorhersage der Platinsensitivitét
untersucht. Dabei hatten sich teilweise vielversprechende Ergebnisse gezeigt.
Auch beim Nebennierenrindenkarzinom lag eine positive Studie vor, die auf Grund
der geringen Fallgréf3e allerdings nur limitierte Aussagekraft besal3.

Die vorliegende Arbeit untersucht deshalb die potentielle Rolle von ERCC1 als
pradiktiven Biomarker fur das Ansprechen auf platinbasierte Chemotherapie in der
grodten bis dahin zu diesem Thema untersuchten Kohorte von Patienten mit
Nebennierenrindenkarzinom (n=146). Dabei wurde der neue hoch spezifische
Anti-ERCC1-Antikdrper Klon 4F9 verwendet. Die Mehrheit der Tumore (65.8%)
zeigte eine hohe ERCC1-Expression, mit H-Scores von 2 oder 3. Wir konnten
eindeutig zeigen, dass die ERCC1-Expression keine pradiktive Aussage fur das
Ansprechen auf platinbasierte Chemotherapie bei Patienten mit ACC zulésst
(klinischer Nutzen der Therapie bei 52% der Patienten mit niedriger ERCC1-
Expression im Tumor vs. 60,4% der Patienten mit hoher ERCC1-Expression, p=
NS). Auch zeigte sich keinerlei Korrelation zwischen der ERCC1-Farbeintensitéat
und dem progressionsfreien Uberleben (medianes PFS bei 6 Monaten in der
Gruppe der Patienten mit niedriger ERCC1-Expression und bei 6,5 Monaten bei
der Patientengruppe, die eine hohe Expression von ERCC1 zeigte (p=0,33) oder
dem Gesamtiberleben (medianes Gesamtiberleben bei 16,5 Monaten in der
Gruppe der Patienten mit niedriger ERCC1-Expression (3,5-114 Monate) sowie
bei 17 Monaten (1,5-127 Monate) in der Patientengruppe, die eine hohe
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Expression von ERCC1 zeigte (p=0,87). Diese Ergebnisse stimmen mit neueren
Forschungsergebnissen bei anderen Krebsentitdten Uberein. Daraus kann
Folgendes gefolgert werden: Gerade wegen der schlechten Vergleichbarkeit der
vorhandenen Studien zum Thema der ERCC1-Expression und diverser Probleme
mit den Antikorpern ist ERCC1 alleine betrachtet als Biomarker nicht geeignet,
Platinsensitivitat vorherzusagen und ist nicht fir den klinischen Einsatz zur
Therapieentscheidung heranzuziehen. Auch in Kombination mit der Bestimmung
der RRM1-Expression liel3en sich keine prognostischen Aussagen bezlglich des
progressionsfreien Uberlebens oder des Gesamtiiberlebens treffen. Da Biomarker
zur Vorhersagbarkeit der Effektivitdt einer platinbasierten Chemotherapie beim
Nebennierenrindenkarzinom dringend bendtigt werden, ware zur besseren
Vergleichbarkeit der Studien verschiedener Zentren zukinftig ein Protokoll zum
standardisierten Vorgehen bei der Bestimmung der ERCC1-Expression ndtig.
Zudem sollte in Zukunft eine Evaluation moglicher Kombinationen aus ERCC1 mit
anderen Biomarkern erfolgen, oder es sollte sich ganz auf neue vielversprechende
Marker, wie z.B. SMARCAA4, konzentriert werden.
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