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1. Abstract

Background: Precision cancer medicine (PCM) holds promise to inform tumor therapy decision
making by matching systemic therapy options (TOs) to a patient’s molecular tumor properties,
most commonly attempted by interdisciplinary Molecular Tumor Boards (MTBs). Yet, replicable
interpretation of obtained molecular data as well as coherent TO prioritization across MTBs are
still hampered by a lack of inter-MTB standardization of diagnostic pipelines and the process of
TO allocation and prioritization. This is further complicated by the increasing availability of
extensive and complex profiling techniques such as whole-exome- and RNA-sequencing as well
as the rapidly growing body of biomedical evidence. To meet these requirements, a TO decision-
making workflow was established and tested in the first 100 patients (pts) of the MTB of the
Charité Comprehensive Cancer Center. Methods: An evidence-based algorithm for the analysis
and interpretation of tumor profiling data as well as TO decision-making was developed. Pts were
either allocated to the diagnostic pipeline by the MTB or included with available outside profiling
data, irrespective of the diagnostic modality. A dedicated physician analyzed the profiling data for
potential biomarkers by applying the algorithm and best available evidence was researched by
manual interrogation of an in-house database as well as public databases. TOs were prioritized by
defined evidence levels and subsequently discussed in the MTB for the generation of recorded
TOs. Translation into treatment and patient outcomes were followed-up by structured descriptive
analysis, permitted by the transfer of both patient and MTB data into a PCM database specifically
designed for this purpose. Results: Between January 2016 and May 2017, 100 pts were discussed
in the MTB. Profiling data was available for 70/100 pts (90%) and a median of 2 TOs (range: 1-
6) each were made for 63/70 (90%) pts. Of those, 39 pts (62%) were treated according to the TO
(“matched”), 24 pts were treated with unmatched agents. Best responses were 6 partial responses
(PRs) and 12 stable diseases (SDs) in the matched cohort versus 1 complete response (CR), 1 PR
and 9 SDs for the unmatched group. Median progression-free survival (PFS) was 66 and 94 days,
respectively. Combination therapy was initiated in 7 matched pts, resulting in superior outcomes
of 4 PRs, 2 SDs and a median PFS of 182 days. Detected germline events led to recommendation
of genetic counseling in 7 pts. Conclusion: The tested decision-making workflow allowed for a
structured, reproducible annotation and interpretation of complex molecular data and generation
of TOs, irrespective of the profiling modality. It resulted in high rates of TO recommendation and

translation into treatment, showing its feasibility to implement PCM strategies into clinical routine.



2. Zusammenfassung

Hintergrund: Der Ansatz der Prizisionsonkologie (PO) beruht auf dem Prinzip, spezifischen
molekularen Alterationen von Tumorzellen systemische Therapieoptionen (TO) zuzuordnen und
diese somit gezielt zu behandeln. Dennoch sind sowohl die reproduzierbare Interpretation
molekularer Daten als auch ihre klinische Translation in die Behandlung durch eine fehlende
Standardisierung der diagnostischen Modalititen und der Priorisierung von TOs zwischen MTBs
limitiert. Die wachsende Verfligbarkeit breiter Profiling-Methoden wie Ganz-Exom- und RNA-
Sequenzierung sowie der rasant wachsende Umfang biomedizinischer Literatur erschweren den
Ansatz  weiterhin. In  der vorliegenden Arbeit wurde ein evidenzbasierter
Entscheidungsalgorithmus entwickelt und fiir die ersten 100 Patient*innen der Molekularen
Tumorkonferenz (MTK) des Charit¢ Comprehensive Cancer Centers getestet. Methodik: Zur
Analyse von patientenspezifischen Profilingdaten und TO-Priorisierung wurde ein
evidenzbasierter Algorithmus entwickelt. Die Patient*innen (PT) wurden der Art des molekularen
Profilings durch die MTK zugefiihrt oder mit extern generierten Resultaten eingeschlossen. Die
Ergebnisse wurden durch Anwendung des Algorithmus hinsichtlich moglicher Biomarker
analysiert, mittels Abfrage einer erstellten internen Datenbank sowie offentlich zugénglicher
Datenbanken einer oder mehreren TOs zugeordnet und nach pridefinierten Evidenzleveln
priorisiert. Falls moglich, wurde nachfolgend fiir jede/n Patient*in durch die interdisziplindre
Diskussion in der MTK evidenzbasierte TOs generiert. Deren klinische Umsetzung sowie das
Behandlungsergebnis wurden strukturiert nachverfolgt und nach Eingabe in eine fiir die MTK
konzipierte PO-Datenbank analysiert und deskriptiv dargestellt. Ergebnisse: Zwischen Januar
2016 und Mai 2017 wurden 100 PT in der MTK diskutiert. Resultate waren fiir 70/100 PT
verfligbar. Fiir insgesamt 63/70 PT (90%) wurden im Median je 2 TO (Spannbreite: 1-6) generiert.
39 PT (62%) wurden gemil der protokollierten TO behandelt (,,Prézisionskohorte®), 24 PT
erhielten eine andere Therapie (,,konventionelle Kohorte*). In der Prazisionskohorte wurden 6
partielle Remissionen (PRs) und 12 stabile Erkrankungen (SDs) verzeichnet, in der
konventionellen Kohorte wurden eine komplette Remission (CR), 1 PR und 9 SDs erzielt. Das
mediane progressionsfreie Uberleben (PFS) betrug 66 bzw. 94 Tage. Sieben PT erhielten eine
préazisionsonkologische Kombinationstherapie, resultierend in 4 PRs, 2 SDs und einem
prolongierten medianen PFS von 182 Tagen. Sieben PT erhielten die Empfehlung einer
genetischen Beratung aufgrund von detektierten Keimbahnalterationen. Schlussfolgerung: Der

entwickelte Arbeitsalgorithmus ermdglichte eine von der Diagnostik unabhéngige,



reproduzierbare Annotation komplexer molekularer Daten. Die Anwendung resultierte in einer
hohen Rate von TO Empfehlungen sowie einer hohen Behandlungsrate und zeigte daher eine

Anwendbarkeit fiir die PO Implementation in die klinische Versorgung.



3. Einleitung

3.1 Allgemeines zu antineoplastischer Therapie

Die klassischen Therapiekonzepte der Onkologie, bestehend aus systemischer Chemotherapie,
chirurgischer Therapie, strahlentherapeutischer Behandlung sowie interventionellen Verfahren,
basieren seit jeher auf dem Prinzip der histopathologischen Klassifizierung von Tumoren auf

Grundlage des Ursprungsgewebes.

Einen Wandel in der medikamentdsen Tumortherapie stellte die Einfithrung der sogenannten
zielgerichteten Therapeutika (engl. ,,targeted therapies®) dar, welche sich hinsichtlich einiger
Merkmale von den klassischen Chemotherapeutika unterscheiden. Im Gegensatz zu Agenzien der
Chemotherapie, welche zytotoxisch auf sdmtliche (v.a. hochgradig) proliferierende Zellen wirken
und daher haufig ausgeprigte Nebenwirkungsprofile aufweisen, besitzen sie eine oder mehrere
zelluldre Zielstruktur/en (engl. ,targets) und damit eine gewisse mechanistische Selektivitit.
Ebenso war mit der Einfithrung der zielgerichteten Therapie die Hoffnung verbunden, neben
gezielteren therapeutischen Effekten giinstigere Nebenwirkungsprofile zu ermdoglichen [1].
Gleichwohl ist zu bemerken, dass die Zielstrukturen dieser Therapeutika, wie beispielsweise
Wachstumsrezeptoren und andere Schliisselmolekiile der zelluldren Signaltransduktion oder
epigenetischen Modifikation, in den meisten Fillen ebenso auf oder in gesunden Zellen exprimiert
werden. Daher weisen die Substanzen dieser mittlerweile groBen und heterogenen Gruppe einige
besondere Toxizititsprofile auf, wie beispielsweise die kutane Toxizitdt der EGFR-Inhibitoren
(engl. ,,epidermal growth factor receptor®), kardiovaskuldre Toxizitdt der VEGFR-Inhibitoren
(engl. ,,vascular endothelial growth factor receptor®) oder autoimmun-vermittelte Toxizitét der
Immuncheckpoint-Inhibitoren (ICI) [2-4]. Im Umkehrschluss bedeutet dies, dass die
Zielstrukturen der Inhibitoren idealerweise vorrangig oder, im giinstigsten Falle, ausschlieBlich
von Tumorzellen exprimiert werden, sodass die Toxizitét der Therapie auf ein Minimum reduziert
wird [5].

Zielgerichtete Therapeutika sind in der Regel extrazelluldr wirksame monoklonale Antikorper
oder sogenannte ,,small molecules®, welche als Kinase- und Signaltransduktions-Inhibitoren eine
orale Applikation erlauben sowie eine intrazelluldire Wirkung entfalten kdnnen [6]. Die
Erstzulassung einer zielgerichteten Substanz in der hamatoonkologischen Therapie wurde durch
die Food and Drug Administration (FDA) im November 1997 fiir Rituximab erteilt - einem

chiméren, monoklonalem Antikérper gegen das B-Lymphozyten-Antigen CD20, welches auf



einem Teil der B-Zell Non-Hodgkin-Lymphome exprimiert wird [7]. Seither wurden vielzédhlige
zielgerichtete Therapeutika in diversen klinischen Konstellationen und fiir zahlreiche Entitdten

zugelassen, jahrlich kommen viele neue Pharmaka hinzu [8].

3.2 Prizisionsonkologie

Das Konzept der Prizisionsonkologie (syn. ,personalisierte Onkologie®, ,personalisierte
Krebstherapie®, engl. ,,precision cancer medicine*, PCM) ist ein systemtherapeutischer Ansatz,
welchem zufolge spezifische molekulargenetische Verdnderungen und Charakteristika (sog.
,Alterationen) in Tumorzellen auf diversen zellbiologischen Ebenen zur Stratifizierung von
Tumoren sowie zur zielgerichteten Therapie in Betracht gezogen werden [9]. Da jeder Tumor
eigene spezifische Alterationen aufweist, wird dabei von einem ,personalisierten Ansatz
gesprochen. Alterationen, die zur Pradiktion eines moglichen Therapieansprechens und/oder
Therapieerfolges genutzt werden, werden als positiv prdidiktive Biomarker bezeichnet [10], wie
beispielsweise aktivierende EGFR-Mutationen bei Patient*innen mit nicht-kleinzelligem
Lungenkarzinom (engl. ,,non-small cell lung cancer*, NSCLC), bei welchen durch eine Therapie
mit den EGFR-Inhibitoren Gefitinib oder Erlotinib ein verlingertes progressionsfreies Uberleben
(engl. ,,progression free survival“, PFS) beobachtet wurde [11, 12]. Ebenso existieren
Alterationen, welche ein reduziertes Therapieansprechen oder ein ginzliches Therapieversagen
priadizieren, sogenannte negativ prddiktive Biomarker, wie beispielsweise aktivierende
Mutationen in KRAS (engl. , kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog®), bei deren Vorliegen

anti-EGFR gerichtete Therapeutika wirkungslos sind [13, 14].

Hierbei ist eine sorgfiltige Differenzierung der Termini ,zielgerichtete Therapie* und ,,PCM*
vorzunehmen. Der Terminus der ,,zielgerichteten Therapie ist im Allgemeinen als Begriff zur
Beschreibung des Wirkungsprinzips einer insgesamt funktionell und chemisch heterogenen
Gruppe von Therapeutika zu verstehen, welche sich von der unselektiven, zytotoxischen Wirkung
konventioneller Chemotherapeutika unterscheidet [1]. Die therapeutische Applikation dieser
Substanzen erfolgt zwar hdufig Biomarker-unstratifiziert (also vorrangig abhdngig von der
jeweiligen Entitdt und damit der konventionellen Histopathologie), jedoch werden einige
zielgerichtete Pharmaka ausschlieBlich Biomarker-stratifiziert und daher prizisionsonkologisch

appliziert (Tab. 1).



Tabelle 1: Beispiele zielgerichteter Therapiesubstanzen und Grundlagen der Zulassung

Pharmakon Jahr der Tumorentitit Biomarker 2
Zulassung !

Rituximab 1997 CML CD20 Expression
Trastuzumab 1998 Mammakarzinom Her2/neu Uberexpression
und/oder Amplifikation

Gemtuzumab-Oxagamicin 2000 AML CD33 Expression
Alemtuzumab 2001 CLL keiner
Imatinib 2001 CML Ber-abl Translokation, t(9;22)
Ibritumomab-Tiuxetan 2002 FL /tB-NHL CD20 Expression
Gefitinib 2003 NSCLC keiner

2015 NSCLC EGFR-Mutation
Bortezomib 2003 Myelom keiner
Cetuximab 2004 CRC keiner
Bevacizumab 2004 CRC keiner
Erlotinib 2004 NSCLC keiner
Anmerkungen:

'Bezogen auf die Erstzulassung in den USA (FDA).
2Gibt an, auf Grundlage welches Biomarkers die Zulassung erfolgte. Pridiktive Biomarker, die nach
Erstzulassung identifiziert wurden, sind hier nicht aufgefiihrt.

AML, akute myeloische Leukdmie; CLL, chronische lymphatische Leukdmie; CML, chronische myeloische
Leukimie; CRC, kolorektales Karzinom; EGFR, epidermal growth factor receptor; FL, follikuldres
Lymphom; NSCLC, nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom; tB-NHL, transformiertes B-Zell Non-Hodgkin-
Lymphom

Schon fiir einige der allerersten zielgerichteten Therapeutika wurde die Anwendung im Rahmen
des initialen Zulassungsverfahrens auf das Vorliegen positiv pradiktiver Biomarker beschrinkt,
wie beispielsweise der 1998 zugelassene Her2/neu-Inhibitor (engl. ,,human epidermal growth
factor receptor 2°) Trastuzumab fiir Patient*innen mit Her2/neu positivem Mammakarzinom oder
der 2001 zugelassene Multi-Tyrosinkinase-Inhibitor Imatinib fiir Patient*innen mit #(9;22) (sog.
,Philadelphia-Chromosom*) positiver, chronisch myeloischer Leukdmie [15, 16]. Es sei darauf
hingewiesen, dass diese Biomarker-basierte Applikation zumeist weiterhin innerhalb der
klassischen Histologieklassifikation erfolgt. Nur einige wenige Biomarker-stratifizierte
Therapeutika wurden in weiteren Entititen zugelassen wurden, wie zum Beispiel die im Oktober
2010 erfolgte Zulassung von Trastuzumab beim Her2/neu positivem Magenkarzinom [17]. Das
Paradigma der PCM ist in daher in seinen grundsétzlichen Merkmalen nicht génzlich neu. Zur
sinnvollen Abgrenzung sei jedoch auf folgende Merkmale der hier gemeinten, ganzheitlichen

PCM hingewiesen:



i)

Die Biomarker-stratifizierte Anwendung zielgerichteter Therapeutika soll hierbei
entitdtsiibergreifend untersucht, validiert und gegebenenfalls zugelassen werden: zahlreiche
klinisch bewihrte positiv priadiktive Biomarker, wie die zuvor erwédhnte Amplifikation
und/oder Uberexpression von Her2/neu sind keinesfalls auf Mamma- oder Magenkarzinome
beschriankt und lassen sich in weiteren Entitdten wie NSCLC, Ovarial-, Gallengangs- und
Speicheldriisenkarzinomen sowie kolorektalen Karzinomen (engl. ,,colorectal carcinoma®,
CRC) nachweisen [18-22]. Sowohl im diagnostischen als auch therapeutischen Sinne riicken
daher die molekulargenetischen Charakteristika von Tumorzellen in den Vordergrund, um
kiinftig Therapieentscheidungen zu priorisieren und entitétsiibergreifende Zulassungen von
Pharmaka zu erwirken. Die erste Histologie-unabhingige Zulassung eines antineoplastischen
Therapeutikums erfolgte im Mai 2017 fiir den ICI Pembrolizumab fiir Patient*innen mit
tumor-assoziierter Mikrosatelliteninstabilitdt (engl. ,,microsatellite instability (high)“, MSI)
bzw. DNA-Reparatur-Defizienz (engl. ,,mismatch-repair deficiency*, MMRD), fiir die bei
bestehender Therapieindikation keine weiteren etablierten medikamentdsen Therapieoptionen
(TO) mehr zur Verfiigung stehen [23]. Es folgten Larotrectinib und Entrectinib fiir
Patient*innen mit Tumoren mit Gen-Rearrangements in NTRK1-3 (engl. ,,neurotrophic
receptor tyrosine kinase 1-3%) [24, 25].

Der Ansatz der PCM hat Auswirkungen auf die Teststrategie. Bisher folgte die initiale Testung
von Tumorproben auf das Vorliegen therapierelevanter Alterationen im Rahmen der
Primérdiagnostik nach wie vor dem histologischen Prinzip und findet meist nur in Einzelfédllen
fiir Entitdten statt, welche nicht zum klassischen Spektrum der jeweiligen Alteration gehoren.
So wird beispielsweise die Amplifikation und/oder Uberexpression von Her2/neu bei weitem
nicht fiir alle Tumorentititen im Rahmen der histopathologischen Primérdiagnostik
untersucht, obwohl eine mogliche Her2/neu-Positivitit anderer Entititen gezeigt wurde und
eine mogliche therapeutische Konsequenz iiber Mamma- und Magenkarzinome hinaus nicht
auszuschliefen ist, sodass diese gegebenenfalls unerkannt bleibt. Dies l4sst sich am Beispiel
der sekundéren Zulassung von Trastuzumab fiir Her2/neu positive Magenkarzinome erkennen

(s.0.), welche erst zwolf Jahre nach der Erstzulassung dieser Substanz erfolgte [17].

Das Prinzip der umfassenderen PCM ist also eine je nach Methodik mehr oder weniger umfassende

molekulare Charakterisierung (engl. ,,Profiling*) von Tumoren jeder histologischen Entitét, um so

Patient*innen und Therapeutika zu selektieren. Ziel dessen ist ein moglichst optimales

Behandlungsergebnis bei giinstigen Nebenwirkungsprofilen [26].



3.3 Stand der Forschung

Wie vorab geschildert wurde der positiv pradiktive klinische Nutzen prézisionsonkologischer
Therapieansétze fiir einige extensiv charakterisierte Biomarker in einzelnen Entitdten erfolgreich
gezeigt, sodass diese bekanntermaflen Einzug in die klinisch-onkologische Praxis gehalten haben
[27, 28]. Ebenso konnte dariiber hinaus die grundsétzliche Machbarkeit und Anwendung des
Konzeptes der PCM fiir unselektierte Patientenkohorten (,,breite* PCM) gezeigt werden [29-32].
Dennoch konnte in der bisher einzigen prospektiven, randomisierten Studie mit unselektierten
Patient*innen, der SHIVA-Studie, keine Uberlegenheit hinsichtlich der Ansprechrate (engl.
,overall response rate*, ORR) oder des Gesamtiiberlebens (engl. ,,overall survival®, OS) gezeigt
werden [33].

Die Zahl der untersuchten Patient*innen in relevanten publizierten Studien unterlag einer groflen
Streubreite und lag zwischen n=28 und n=10336 Patient*innen (Median: 325, n=22 Publikationen)
[29-50]. Mindestens eine prizisionsonkologische TO wurde fiir einen Median von 50.5% der
analysierten Patient*innen ausgesprochen (r: 3-100%, n=21 Publikationen). Ebenso heterogen
waren die Behandlungsraten (engl. ,treatment rate“, TR): im Median erhielten 34% eine
priorisierte TO (r: 10-100%, n=19 Publikationen). Fiir die ORRs wurde ein Median von 17%
(Spannbreite, engl. ,,range®, r: 4-33%, n=14 Publikationen) berichtet, wohingegen das mediane
PFS zwischen 2.0 und 5.0 Monaten lag (Median: 3.2 Monate, n=10 Publikationen) [29-50].
Hinsichtlich des OS konnte fiir n=10 Publikationen ein Median von 11.2 Monaten beobachtet
werden (r: 5.0-nicht erreicht) [29-50]. Eine Ubersicht bisheriger Publikationsdaten
prazisionsonkologischer Studien sind Tab. 12.1 und 12.2 (Kap. 6) zu entnehmen [29-50].

3.4 Problemstellung

Aus den rezitierten Daten lésst sich eine gewisse Heterogenitét hinsichtlich der Methodik und des
Informationsgehaltes ableiten. In nahezu sidmtlichen bisherigen Veroffentlichungen
préazisionsonkologischer Programme wurde zum Profiling der Tumore die Technik der
Panelsequenzierung (Panel-Seq) angewandt. Bei dieser Art der Sequenzierung wird eine
priadefinierte (und fakultativ erweiterbare) Zahl von Genen und deren Exone und Amplikons
hinsichtlich tumorbiologisch relevanter Alterationen interrogiert [51]. Zumeist handelt es sich
hierbei um Punktmutationen in Genen, welche in Tumorzellen vergleichsweise hiufig verdndert
sind (sog. ,Hotspot-Mutationen*), wie beispielsweise Regulatoren des Zellzyklus oder
Wachstumsrezeptoren [52]. In einigen kommerziell verfiigbaren Sequenzierungen sind ebenso
Kopiezahlverdnderungen (engl. ,,copy number variations®, CNVs) ausgewéhlter Gene inkludiert.

Bei den meisten dieser angewandten Panels werden die Gene daher ausschlielich auf DNA-Ebene
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(Detektionsebene: genomisch) untersucht, sodass andere zellbiologische Ebenen, wie z.B. das
Transkriptom (mRNA Expression) oder Proteom (Proteinexpression), nicht in das Profiling
einbezogen werden. Daraus ergibt sich eine gewisse Limitation des Informationsgehaltes dieser
Panel-Seq Datensdtze, da diese lediglich einen sehr begrenzten Ausschnitt der molekularen
Charakteristika und von Tumorzellen genutzten Mechanismen skizzieren. Dariiber hinaus wurden
die Panels und damit die inkludierten Gene durch die Autor*innen manuell ausgewéhlt und

unterliegen natiirlicherweise einem gewissen Selektionsbias.

Die Komplexitét dieser ohnehin heterogenen Ansitze wird durch die zunehmende Verfiigbarkeit
umfassenderer Sequenziertechniken wie Exom-Sequenzierungen (engl. ,,whole exome
sequencing“, WES) oder Transkriptom-Sequenzierungen (engl. ,,RNA sequencing, RNA-Seq)
erheblich gesteigert [9]. Zusitzlich zu {iblichen bisherigen Biomarkern wie Mutationen geraten
zunehmend komplexe Biomarker wie Mutationssignaturen in den Fokus der Forschung, welche
moglicherweise klinisch nutzbar sind [53, 54]. Dariiber hinaus besteht im prézisionsonkologischen
Diskurs sowie zwischen molekularen Tumorboards nach wie vor kein Konsens dariiber, wie
detektierte Alterationen in Zusammenschau ihrer protoonkogenen und teilweise sogar diametralen
zellbiologischen Effekte zu interpretieren und in ihrer Bedeutung zu kontextualisieren sind [55].
Publizierte Leitfaden adressieren hauptséchlich die Stratifizierung von detektierten Alterationen,
wohingegen die Translation dieser in klinische Therapieentscheidungen nach wie vor nicht
standardisiert ist und es keine allgemein akzeptierte Definition von ,actionability”, also
,2Angehbarkeit”, einer Alteration oder eines Biomarkers gibt [56-58]. Dies flihrt dazu, dass die
Zuordnung therapeutisch wirksamer Substanzen zu einer oder multiplen Alteration/en
(,,Priorisierung®) nicht standardisiert vorgenommen wird.

Unter dem Terminus der Priorisierung ist dariiber hinaus nicht nur die molekular informierte
Therapieentscheidung als solche zu verstehen. In Abhingigkeit von der Art des Profilings (engl.
,Pipeline®) liegen hdufig zahlreiche detektierte Alterationen vor, fiir welche moglicherweise
mehrere TO sinnvoll erscheinen. Diese sollten, falls moglich, ihrer therapeutischen Rationale
folgend einem Rang zugeordnet werden (engl. ,,Ranking®). Dieser Aspekt gewinnt besonders an
Bedeutung, wenn fiir einen priadiktiven Biomarker diverse TO in Frage zu kommen scheinen.
Zur Priorisierung sowie zum Ranking prazisionsonkologischer Therapieempfehlungen legen
verdffentlichte Konzepte vorrangig die Nutzung von Evidenzlevels (EvLs) nahe, welche sich an
der derzeitig verfiigbaren wissenschaftlichen Datenlage (Evidenzen) orientieren [59-61]. Dies
stellt den/die Kliniker*in vor eine grofe Herausforderung, da die Menge biomedizinischer

Veroftentlichungen hinsichtlich der Relevanz priadiktiver Biomarker in Studien und Fallberichten



rasant wichst und zunehmend uniiberschaubar wird. Ebenso kdnnten weitere Klassen von
Biomarkern die klinische Therapieentscheidung beeinflussen und sollten daher bei der
Interpretation des Profilings beriicksichtigt werden. Hervorzuheben sind hier Alterationen in der
Keimbahn, welche sowohl eine prddiktive als auch eine prddispositionierende Relevanz aufweisen
konnen. Als Beispiel seien hier Keimbahnmutationen in BRCA1/2 (engl. ,,breast cancer gene 1

and 2°) genannt, welche beide Eigenschaften aufweisen (s. Kap. 4.2.2).

Aus dem Genannten ergibt sich die Notwendigkeit der Erstellung und Implementation eines
standardisierten Arbeitsalgorithmus, dessen Applikation die strukturierte Analyse von Profiling-
Datensétzen unabhingig von der Art des Profilings sowie der Entitét des Tumors ermdglicht und
zur reproduzierbaren Generierung evidenzbasierter, personalisierter TO fithrt. Um diesen
Anforderungen gerecht zu werden sollte dieser 1) evidenzbasiert, ii) flexibel, und iii) im Sinne der

jeweiligen Pipeline umfassend und reproduzierbar sein.

3.5 Ziel der Arbeit und Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit erfolgte zunichst die Darstellung der prézisionsonkologischen
Infrastruktur des Charité Comprehensive Cancer Centers (CCCC) sowie die Erstellung und der
inhaltliche Ablauf eines strukturierten, evidenzbasierten Arbeitsalgorithmus. Darauthin wurden
die Ergebnisse der prospektiven Applikation dieses Algorithmus auf 100 Profiling-Datensétze zur
Generierung prazisionsonkologischer TO untersucht und die klinische Umsetzung dieser
deskriptiv restimiert. In der vorliegenden Arbeit beschriankte sich der Autor auf die Darstellung
der prddiktiven und, in reduziertem Umfang, der prddispositionierenden Profilingergebnisse (s.
Kap. 4.2.2). Anschlielend erfolgte eine retrospektive Analyse des klinischen Behandlungserfolges
der behandelten Patient*innen (,,Prazisionskohorte*) und ein Vergleich mit Patient*innen, die eine
nicht-personalisierte (,,konventionelle Kohorte*) erhalten haben. Im Anschluss nahm der Autor
eine Einordnung der Ergebnisse in den Kontext des aktuellen Forschungsstandes sowie die
kritische Diskussion der Ergebnisse hinsichtlich der Limitationen des untersuchten Ansatzes vor.
Abschlieend wurden mogliche Schlussfolgerungen hinsichtlich der Anforderungen an die

Implementation von PCM gezogen.
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4. Methodik

4.1 Molekulare Tumorkonferenz

Zur Etablierung der prézisionsonkologischen Forschungsprogramme am CCCC wurde
dissertationsunabhéngig eine wochentliche interdisziplindre Molekulare Tumorkonferenz (MTK)
unter der Leitung von Prof. Dr. med. Ulrich Keilholz gegriindet, welche am 20. Januar 2016 zum
ersten Mal konstituierend stattgefunden hat. Sie besteht seither aus einem Konsortium fest
kooperierender klinischer Mediziner*innen und Forscher*innen aus dem Fachbereich der
klinischen Onkologie sowie Spezialist*innen aus den Fachbereichen der Pathologie, Molekular-
und Tumorbiologie sowie Bioinformatik. Zusétzliche Spezialist*innen weiterer Fachbereiche
wurden den Fragestellungen entsprechend in Vor- und Nachbereitung sowie Durchfiihrung der
MTK konsultiert. Campusiibergreifend war es Mitarbeiter*innen moglich, per Videokonferenz an

der MTK teilzunehmen.

Die MTK diskutierte patientenbezogen sowohl die hinsichtlich der klinischen Situation am
zielfithrendsten erscheinende molekulare Diagnostik von Tumorproben als auch die im Ergebnis
vorliegenden, annotierten molekularen Profile der Tumore, um nach dem Ansatz der PCM
systemische, zielgerichtete TO fiir die Patient*innen zu priorisieren und diese in einem Ranking
abzubilden (s. Kap. 3.2 und 3.4). Ebenso wurden Patient*innen mit bereits erfolgter molekularer
Tumordiagnostik in der MTK vorgestellt und nach identischem Arbeitsalgorithmus hinsichtlich
molekular zielgerichteter TO diskutiert. Die MTK wurde im Zeitraum von 01.03.2017 bis
30.04.2019 vom Verfasser dieser Arbeit sowie zuvor von 01.12.2015 bis 31.10.2016 von Dr. med.

Damian Tobias Rieke vor- und nachbereitet und koordiniert.

4.2 Entwicklung und Anwendung eines Annotationsalgorithmus

Der im Folgenden beschriebene Annotationsalgorithmus zur evidenzbasierten Annotation der
molekularen Profile der Tumore wurde in Zusammenarbeit mit Dr. med. Damian Tobias Rieke
konzeptualisiert und anschlieBend vom Verfasser dieser Arbeit kontinuierlich weiterentwickelt
(Abb. 1, [62]). Die Applikation des Algorithmus zur im Folgenden beschriebenen (Pré-)
Annotation der Tumorprofile erfolgte durch den Autor der sowie durch Dr. med. Damian Tobias

Rieke (je n=50 Patient*innen).
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Abbildung 1: Annotationsalgorithmus

Anmerkungen:
Die Abbildung wurde in modifizierter Form aus Lamping et al. [62] iibernommen.

eCREF, elektronische Patientenakte; FISH, Fluoreszens-in-situ-Hybridisierung; FU, Nachverfolgung; ITHC,
Immunhistochemie; MTK, Molekulare Tumorkonferenz; pradispos., pradispositionierend; Seq, Sequenzierung

4.2.1 Pra-Annotation

Die Pri-Annotation beinhaltete zunédchst die allgemeine Sichtung und biologische Bewertung
detektierter Alterationen, um solche mit einer biologischen und damit therapeutischen Konsequenz
von als irrelevant erscheinenden Alterationen zu distinguieren. Unabhdngig von der Art der
erfolgten Diagnostik der Tumorproben wurden sdmtliche gewonnenen molekularen Profile der
Tumore gesichtet und manuell pri-annotiert, um eine Liste an potentiellen Biomarkern

unterschiedlicher Relevanz (s.u.) zu extrahieren. Hierbei wurden molekulare Alterationen auf

12



mehreren zellbiologischen Ebenen inkludiert, sofern sie im Rahmen der jeweiligen diagnostischen

Untersuchung verfligbar waren:

1. genomische Marker: Mutationen, Insertionen, Deletionen, CNVs, Translokationen und
relevante Gen-Fusionen, Ploiditét

2. transkriptomische Marker: mRNA Uber- oder Unterexpression, Expressionssignaturen,
alternative mRNA-Transkripte

3. proteomische Marker: Proteinexpression per Immunhistochemie (IHC)

Ein einzelner angenommener Biomarker konnte hierbei gleichzeitig auf mehreren Ebenen sowohl
gleichsinnig (z.B. Genamplifikation und Uberexpression) als auch gegensinnig (z.B. Genfusion
und nicht vorhandene Genexpression) verdndert sein. Zusitzlich zu einzelnen potentiellen
Biomarkern beinhaltete die Prid-Annotation auch die Bewertung komplexer Merkmale, wie
beispielsweise die immunologische Infiltration der Tumore, die totale somatische
Tumormutationslast (engl. ,,total somatic tumor mutational burden®, TMB) und Mutations- sowie

Genexpressionssignaturen.

Ein essentieller Schritt bei der Pra-Annotation bestand in der Bewertung der Relevanz von nicht-
synonymen Mutationen, also solchen, die auf der Proteinebene einen (sog. ,,nonsense““~-Mutation)
oder mehrere (durch sog. Leserasterverschiebung, engl. . frameshift“-Mutation)
Aminosdureaustausche in der Primérstruktur des Proteins oder einen Proteinabbruch (sog.
,»stopgain‘“-Mutation) zur Folge hatten. Dies diente der Analyse der tumorbiologischen Relevanz
einer Mutation, um relevante, protonkogene Mutationen von Varianten unklarer Signifikanz
(VUS) sowie Mutationen mit sicher oder hochstwahrscheinlich unveranderter resultierender
Proteinfunktion zu unterscheiden.

Die Relevanzbewertung erfolgte durch Abfrage der Varianten in webbasierten Protein-
Priadiktionssystemen und -datenbanken. In Wesentlichen war dies die integrative VarSome-
Datenbank (varsome.com, [63]), in welcher zu einer interrogierten Genvariante eine Vielzahl
molekularbiologischer und translationaler Datenbanken zeitgleich abgefragt werden konnen.
Ebenso wurde PolyPhen-2 (genetics.bwh.harvard.edu/pph2/, [64]) genutzt. Hierbei handelt es sich
um ein etabliertes Pradiktionsprogramm, welches den Effekt von Aminosédureaustauschen auf die
Proteinfunktion approximieren kann. Weiterhin wurden zur Signifikanzbewertung die
Allelfrequenzen der Varianten im Kontext beeinflussender Faktoren (Ploiditdt, histopathologisch

evaluierter Tumorzellgehalt (TZG) der Gewebeprobe sowie totale mediane Genkopiezahl) in
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Betracht gezogen. Dies erlaubte Riickschliisse tiber die Klonalitdt einer Mutation im Tumor und
damit indirekt eine Ndherung der Frage, ob eine molekulare Zielstruktur bzw. ein préadiktiver
Biomarker in einer ausreichenden Zahl Tumorzellen vorlag, damit von einer molekular
zielgerichteten TO ein Behandlungserfolg fiir den/die Patientin/en erwartet werden konnte. Als
Grenzwert wurde eine Allelfrequenz von mindestens 20% zugrunde gelegt, wobei dieser immer
in Zusammenhang mit dem TZG betrachtet wurde und damit in engen Grenzen variabel war.

In Féllen unklar zu bewertender Varianten wurden die zur MTK gehdrenden Expert*innen fiir
Molekularpathologie aus dem Institut fiir Pathologie an der Charité Universitdtsmedizin Berlin zur
Bewertung der Variante konsultiert. Keimbahnvarianten aus WES/RNA-Seq Datensdtzen wurden
in Zusammenarbeit mit Spezialist*innen des Institutes fiir Humangenetik der Charité
Universitidtsmedizin Berlin und des Nationalen Centrums fiir Tumorerkrankungen (NCT) Dresden

bewertet.

4.2.2 Annotation

Die pré-annotierten Biomarker wurden darauthin gemif3 dem in Abb. 1 dargestellten Algorithmus
als diagnostisch, prddiktiv, prognostisch, prddispositionierend und/oder pharmakogenomisch
klassifiziert. Hierbei konnte ein einzelner Biomarker die Merkmale mehrerer der vorab genannten
Klassen aufweisen, wie zum Beispiel BRCAIl-Keimbahnmutationen. Diese sind
pradispositionierend fiir Mamma- und Ovarialkarzinome sowie weitere Malignome, dariiber
hinaus sind Mammakarzinome bei Patient*innen mit pathogenen BRCA1-Keimbahnmutationen
in ca. 70% der Fille dreifach negativ (d.h. keine Expression von Ostrogen- sowie
Progesteronrezeptoren oder Her2/neu) und gehéren damit zur Subgruppe der Patient*innen mit
limitierten systemischen TO und schlechter Prognose [65-68]. Weiterhin sind BRCAI1-
Keimbahnmutationen positiv priadiktiv fiir eine im Vergleich zu Wildtyp-Patientinnen héheren
ORR sowie ein verldngertes OS bei einer Therapie mit einem PARP-Inhibitor (engl. ,,poly(ADP-
Ribose)-polymerase), deren first-in-class Zulassung mit Olaparib auf Grundlage dieses
Biomarkers (d.h. BRCA1/2) im Dezember 2014 erfolgte [69].

Die Biomarker wurden, sofern addquate Evidenzen recherchiert werden konnten, einer molekular
zielgerichteten Therapie zugeordnet (positiv priadiktiver Biomarker). Ein Biomarker konnte
hierbei préidiktiv fiir eine andere molekulare Zielstruktur sein (z.B. BRCA1/2 Mutationen und
PARP-Inhibitoren (s.o., [69])), als auch selbst das therapeutische Target darstellen, wie z.B. BRAF
(engl. ,,rat fibrosarcoma homolog B*) p.V600E/K-Mutationen und BRAF-Inhibitoren [70, 71].
Zuvor vermutete Biomarker, fiir welche keine Evidenz recherchiert werden konnte, wurden aus

der Liste der Pra-Annotation entfernt. Den gelisteten TO wurden EvLs zugeordnet, denen zufolge
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sie gerankt wurden. Die genutzten EvLs wurden in modifizierter Form von Meric-Bernstam et al.
iibernommen (Tab. 2, [60]). Zusétzlich wurden die Biomarker und Therapeutika im
Studienregister ClinicalTrials (clinicaltrials.gov) recherchiert und verfiigbare, rekrutierende
sowohl entitétsspezifische als auch Basket-Studien gelistet.

Ebenso wurden negativ pradiktive Biomarker annotiert, wie z.B. aktivierende KRAS-Mutationen
bei Patient*innen mit CRC im Kontext einer primdren oder sekunddren Resistenz auf eine anti-
EGFR Therapie [14, 72]. Negative EvLs wurden mit ,,R* (,,Resistenz) in der Angabe kenntlich
gemacht (Tab. 2).

Sofern verfiigbar, wurden den nicht-pridiktiven Biomarkern der iibrigen Biomarkerklassen
(diagnostisch, prognostisch, prddispositionierend, pharmakogenomisch) Evidenzen zugeordnet,
die die Alterationen in den erkrankungsspezifischen Kontext stellten und ggf. das weitere
Procedere beeinflussten, wie beispielsweise eine humangenetische Beratung aufgrund einer
detektierten Keimbahnalteration oder eine Re-Evaluation der bisherigen onkologischen Diagnose

bei Vorliegen oder Fehlen diagnostisch relevanter Mutationen.
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Tabelle 2: Pridefinierte Evidenzlevel zur Annotation der pradiktiven Biomarker

EvL  Beschreibung Beispiel

la! Die Substanz ist fiir die gleiche Tumorhistologie auf Vemurafenib in BRAF p.V600E-
Grundlage des Biomarkers zugelassen. mutierten Melanomen.

1b Adéquat gepowerte, prospektive Studie mit Biomarker- Infigratinib in FGFR2-rearrangierten,
Stratifizierung oder Meta-Analyse, welche den cholangiozelluldren Karzinomen.
pradiktiven Wert des Biomarkers in der gleichen
Tumorhistologie zeigt.

2a'! Retrospektive Studie, welche den préadiktiven Wert eines  Resistenz auf Immuncheckpoint-
Biomarkers in der gleichen Tumorhistologie zeigt (z.B. Inhibition in STK11-mutierten NSCLCs.
retrospektive Biomarker-Analyse als sekundéren
Endpunkt ohne vorherige Stratifizierung).

2b? Klinische Daten (analog 1a, 1b und 2a), die den PARP-Inhibitoren in BRCA1/2-
pradiktiven Wert eines Biomarkers in einer anderen mutierten NSCLCs.
Tumorhistologie zeigen.

2¢3 Einzelfallberichte oder Fallstudie oder kleine Studie Crizotinib in ALK-negativen,
(<10 Patient*innen), die den pradiktiven Wert eines c-MET-amplifizierten NSCLCs. -
Biomarkers nahelegen (Histologie-unabhéngig).

3a! Préklinische Daten (in vitro/vivo Modelle), welche den Selumetinib in RIT1-mutierten NSCLCs.
pradiktiven Wert eines Biomarkers in Zelllinien/PDX der
gleichen Tumorhistologie zeigen.

3b? Analog 3a in einer anderen Tumorhistologie. Ponatinib in FGFR4-exprimierenden

alveoldren Rhabdomyosarkomen.

43 Biologische Rationale einer Biomarker- Therapieeffekt- Infliximab in TNFoa-exprimieren-
Assoziation (keine Daten, Histologie-unabhéngig). den Karzinomen.

Rla... Der Biomarker ist anerkannt als negativ pradiktiver Cetuximab in KRAS-mutierten CRCs.
Marker.

Anmerkungen:

Die genutzten EvLs wurden in modifizierter Form von Meric-Bernstam et al. [60] iibernommen
Der Resistenzindikator ,,R“ wurde zur Kennzeichnung negativ pradiktiver Biomarker verwendet.

'Level ,,a traf zu, wenn die annotierte Tumorhistologie mit der im Beispiel genannten Histologie identisch war.
2 Level ,,b* traf zu, wenn die annotierte Tumorhistologie sich von der im Beispiel genannten Histologie

unterschied.
3 Level ,,c* oder ,,4“ wurde unabhiingig von der jeweiligen Tumorhistologie verwendet.

ALK, anaplastic lymphoma kinase; BRAF, rat fibrosarcoma homolog B; BRCA1/2, breast cancer gene 1 and 2;
¢c-MET, tyrosine-protein kinase Met; CRC, kolorektales Karzinom; EvL, Evidenzlevel; FGFR2, fibroblast
growth factor receptor 2; FGFR4, fibroblast growth factor receptor 4; KRAS, kirsten rat sarcoma viral oncogene
homolog; NSCLC, nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom; PARP, poly(ADP-Ribose)-polymerase; PDX, patient
derived xenograft; RIT1, Ras like without CAAX1; STK11, Ras like without CAAX1; TNFo, Tumornekrose-

faktor-o
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4.2.3 Interdisziplinire Diskussion

Die annotierten Biomarker wurden patientenbezogen in anonymisierter Form in einer PowerPoint-
Priasentation tabellarisch dargestellt und vor der endgiiltigen Finalisierung mit der
Institutsdirektion des CCCCs auf Plausibilitit und mogliche Diskrepanzen gepriift. Bei Vorliegen
solcher Diskrepanzen erfolgte eine erweiterte Literaturrecherche. Nach Finalisierung wurden die
annotierten Evidenzen per E-Mail unter Berlicksichtigung der Datenschutzrichtlinien mindestens
2 Stunden vor Sitzungsbeginn an das MTK-Konsortium sowie beteiligte kooperierende
Arzt*innen und Forscher*innen zirkuliert, um die interdisziplinire Diskussion in der MTK zu
gewihrleisten (Tab. 3). Das allgemeine Profil (TZG der Probe, Ploiditidt, TMB, Signaturen) und
therapierelevante Alterationen sowie die von der MTK priorisierten TO wurden im
Tumorkonferenz-Dokumentationssystem des CCCC (GieBlener Tumordokumentationssystem
GTDS, [73]) protokolliert und gespeichert, worauthin der automatische Protokolltransfer in die
elektronische Patientenakte der Charité Universitdtsmedizin Berlin erfolgte. Die Zuweiser*innen
wurden nach Abschluss der Protokollierung unverziiglich von der &rztlichen Koordination der
MTK tiber die Konferenzergebnisse informiert. Bei Bedarf wurde durch den Verfasser der Arbeit
ein offizieller Befundbrief erstellt, um bei der Beantragung einer geplanten off-label Therapie oder
einem Studienscreening zu assistieren. Bei Vorliegen von als relevant eingestuften
Keimbahnmutationen wurde eine humangenetische Beratung empfohlen und die Patient*innen
sowie deren Angehorige bei Bedarf an das Institut fiir medizinische Genetik und Humangenetik

der Charité Universititsmedizin Berlin referenziert.
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Tabelle 3: Beispielannotation des Patienten Nr. 48

Patient: #48
Entitét: Kolorektales Karzinom
TZG: 70%
Keimbahnmutation: MSHS6, p.V1253E, heterozygot — benigne Variante
Fusionen: Keine relevanten Fusionen detektiert
Immunhistochemie: Kein Hinweis auf MMRD, keine weiteren Parameter vorhanden
Biomarker AF/ BM in TO Mechanismus EvL Evidenz/
TMB Evidenz PMID
KRAS 73% Mutation Selumetinib MEK-Inhib. 2b 23200175
p-Q61H Mutation Trametinib MEK-Inhib. 2b 22805291
Exp.: 7x Mutation Trametinib MEK-Inhib. 3b 22169769
Mutation Trametinib + MEK-Inhib. + 3a 24685132
Afatinib Pan-ErbB-Inhib.
Mutation Refametinib + MEK-Inhib. + 2b 25294897
Sorafenib RAF-Inhib.
Mutation Atezolizumab + PD-L1 + ICI 2b! J Clin Oncol 34,
Cobimetinib abstr 3502
TMB 134 Atezolizumab + PD-L1 + ICI 41 J Clin Oncol 34,
Cobimetinib abstr 3502
APC 77% Mutation G007-LK WNT-Inhib. 3a 22440753
p.G1288* 2 JWS55 WNT-Inhib. 3a 23539443
Anmerkungen:

'In der gezeigten Evidenz waren Patient*innen mit KRAS-mutierten Kolorektalkarzinomen untersucht worden,
sodass hier das Evidenzlevel 2b zu vergeben war. Eine Inhibition von MEK erhoht in préklinischen Versuchen die
Expression des Haupthistokompatibilitidtskomplexes I (MHC I) sowie von PD-L1, sodass die Immuncheckpoint-
Inhibition durch Atezolizumab angezeigt war. Da aber in der Publikation keine TMB angegeben waren nach ihr
als Biomarker stratifiziert wurde, war das EvL 4 zu vergeben.

2Gibt an, auf Grundlage welches Biomarkers die Zulassung erfolgte. Priidiktive Biomarker, die nach Erstzulassung
identifiziert wurden, sind hier nicht aufgefiihrt.

* Erstzulassung erfolgte unabhingig von einem pridiktiven Biomarker. Dennoch wurden teilweise schon bei
Erstzulassung Subgruppen bzw. Biomarker identifiziert, bei deren Vorliegen das Therapieergebnis verbessert war.

AF, Allelfrequenz; APC, adenomatdses Polyposis Coli Protein; BM, Biomarker; EvL, Evidenzlevel; ErbB, ErbB-
Rezeptorfamilie; Exp., Expressionslevel; ICI, Immuncheckpoint-Inhibitor; Inhib., Inhibitor; KRAS, kirsten rat
sarcoma viral oncogene homolog; MEK, mitogen-activated protein kinase kinase 1; MMRD, mismatch repair
deficiency; MSH6, MutS protein homolog 6; PD-L1, programmed cell death ligand 1; PMID, PubMed ID; RAF,
rat fibrosarcoma; TMB, Tumormutationslast; TO, Therapieoption; TZG, Tumorzellgehalt; WNT, Proto-oncogene
protein Wnt

4.3 Etablierung einer Biomarker-Datenbank

Die zur Annotation recherchierten Evidenzen {iber bereits etablierte sowie bisher experimentelle
Biomarker und evidenzbasierte TO wurden zur reproduzierbaren Abrufbarkeit in einer vom Autor
und Dr. med. Damian Tobias Rieke erstellten excelbasierten (Microsoft Office Professional Plus,

Version 2016) Biomarker-Datenbank gespeichert. Diese beinhaltete jeweils den Gennamen, die
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jeweilige molekulare Alteration, das verwendete antineoplastische Therapeutikum, den
Wirkmechanismus bzw. die molekulare Zielstruktur, die Therapieverfiigbarkeit, die
Tumorentitit/en der aufgefiihrten Evidenz/en, das EvL sowie die zugehorige PubMed-ID (PMID).
Die Evidenzen wurden in PubMed sowie Abstract-Datenbanken von Fachtagungen und
Kongressen mittels der Suchtermini des jeweiligen Gennamens sowie ,,treatment* und ,,cancer*
recherchiert. Zusdtzlich wurden frei zugéngliche Biomarker-Datenbanken abgefragt (CIViC,
civic.genome.wustl.edu/, [74]; MyCancerGenome, mycancergenome.org, [75]). Um eine
regelméBige Aktualisierung der Datenbank zu gewihrleisten, wurden die Recherchen an die
jeweilige klinische Situation angepasst wiederholt, beispielsweise, wenn eine spezifische
Alteration in der Tumorprobe eines/r Patient*in detektiert wurde. Insgesamt wurden von Januar
2016 bis Juli 2018 655 Evidenz-Items manuell durch den Autor sowie Dr. med. Damian Tobias
Rieke in der internen Datenbank katalogisiert, 633 dieser Items wurden konsekutiv in die
offentlich zugdngliche CIViC-Datenbank {ibertragen, um eine interinstitutionelle Verfligbarkeit

der Informationen zu ermdglichen [74].

4.4 Rekrutierung der Patient*innen

Die Patient*innen wurden der #rztlichen Koordination der MTK von klinisch titigen Arzt*innen
der Charité Universititsmedizin Berlin sowie kooperierenden Kliniken und ambulant tétigen
Fachirzt*innen fiir Innere Medizin und Himatologie und Onkologie zugewiesen. Sowohl fiir die
Vorstellung der Patient*innen in der MTK als auch die Archivierung von Tumormaterial wurde
von allen Patient*innen eine durch die zustindige Ethikkommission der Charité
Universitdtsmedizin Berlin genehmigte schriftliche Einverstandniserkldrung (Votum EA1/152/10)
eingeholt. Fir die WES/RNA-Seq Programme (s. Kap. 4.5.1) wurden zusétzliche
projektspezifische Einverstidndniserkldrungen (Votum EA4/075/16 und EA4/063/13) eingeholt.

4.5 Molekulare Charakterisierung der Tumore

Die MTK empfahl die Art der molekularen Diagnostik basierend auf der Tumorentitdt, dem
bisherigen Therapieverlauf, der klinischen Dringlichkeit sowie der Verfiigbarkeit und Qualitét
geeigneten Tumorgewebes der Patient*innen. Um sich fiir intern am CCCC durchgefiihrte
molekulare Diagnostik zu qualifizieren, mussten die Patient*innen volljihrig sein, einen Eastern
Cooperative Oncology Group (ECOG) Performance Status von 0-1 aufweisen sowie eine
Lebenserwartung von mindestens 6 Monaten haben. Die Allokation der molekularen

Charakterisierung ist Abb. 2 zu entnehmen.
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Alle Patient*innen wurden bei der Erstvorstellung in der MTK hinsichtlich der Eignung fiir einen
Einschluss in die WES/RNA-Seq Programme (s. Kap. 4.5.1) evaluiert und gegebenenfalls in diese

eingeschlossen. Fiir eine WES/RNA-Seq ungeeignete Patient*innen wurden einer erweiterten
Panel-Seq und/oder IHC zugefiihrt (s. Kap. 4.5.2).

Charité externe
Patient*innen Patient*innen
MTK Vorstellung
WES/RNA-Seq.
Einschlusskriterien
ja erfillt? nein
e DKTK Master
e Treat 20 Plus
Panel-Seq
w1 1o
Ggf. zusétzlich ja moglich?
IHC / FISH / MSI e CHP
e CLP
|
Profiling IHC / FISH /MSI nein

Abbildung 2: Allokation der molekularen Charakterisierung

Anmerkungen:
Patient*innen, die unabhéngig von der MTK ein externes Tumorprofiling erhalten haben, sind nicht dargestellt
CHP, Cancer Hotspot Panel; CLP, ColoLung Panel; DKTK, Deutsches Konsortium fiir Translationale

Krebsforschung; FISH, Fluoreszens-in-situ-Hybridisierung; IHC, Immunhistochemie; MTK, Molekulare

Tumorkonferenz; MSI, Mikrosatelliteninstabilitét; Panel-Seq, Panel-Sequenzierung; RNA-Seq, RNA-
Sequenzierung; WES, Exom-Sequenzierung
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4.5.1 WES/RNA-Seq
Zum Zeitpunkt der Anfertigung der vorliegenden Arbeit waren am CCCC zwei molekulare

Profilingprogramme zur WES/RNA-Seq verfligbar:

1) DKTK MASTER-Programm (Molecularly Aided Stratification for Tumor Eradication,
NCT Heidelberg und Deutsches Konsortium fiir Translationale Krebsmedizin am
Deutschen Krebsforschungszentrum (DKFZ) Heidelberg).

Einschlusskriterien:

- <50 Jahre und/oder seltene Tumorerkrankung

ausgeschopfte Standardtherapie

Indikation zur systemischen Therapie (d.h. keine Indikation zur Palliation)

ECOG 0-1, Lebenserwartung mindestens 6 Monate

Frischprobe verfiigbar (kein Archivgewebe)

i) Treat20Plus (Max-Planck-Institut (MPI) fiir molekulare Genetik).
Einschlusskriterien:
- therapierefraktires Melanom der Haut, Schleimhaut oder Uvea
- ausgeschopfte Standardtherapie
- Indikation zur systemischen Therapie (d.h. keine Indikation zur Palliation)
- ECOG 0-1, Lebenserwartung mindestens 6 Monate
- Frischprobe verfiigbar (kein Archivgewebe)

Die sequenzierten Rohdaten (FASTQ Format) wurden durch das NCT Heidelberg und die Core
Unit for Bioinformatics am Berlin Institute for Health (fiir DKTK Master) und Alacris
Theranostics/MPI (fiir Treat20Plus) verarbeitet und dem Koordinator der MTK bereitgestellt
(Excel fir DKTK Master, PDF fiir Treat20Plus). Die Berichterstattung enthielt Mutationen,
CNVs, Genfusionen, Genexpressionslevels (assoziiert mit Mutationen/CNVs/Fusionen oder
isolierte Uber-/Unterexpressionen), Genexpressionssignaturen (in %), Ploiditit (in N) und TZG
(in %). Die relative Genexpression (in RPKM, engl. ,,reads per kilobase million*) wurde durch
den Vergleich zum medianen Expressionslevel der jeweiligen Programmkohorte quantifiziert.

Weiterhin wurden die RNA-Seq Daten zur Detektion der Genfusionen verwendet.

Falls durch die MTK empfohlen, wurden zusétzlich zur WES/RNA-Seq IHC-Untersuchungen an
parallel gewonnenem FFPE-Gewebe (engl. ,formalin-fixed paraffin embedded*) oder FISH-
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Untersuchungen (Fluoreszens-in-situ-Hybridisierung) veranlasst (Institut fiir Pathologie, Charité
Universitdtsmedizin Berlin, s. Kap. 4.5.2). Diese dienten der Analyse der proteomischen Ebene

und, sofern applizierbar, der Validierung von in der WES/RNA-Seq detektierten Alterationen.

Die WES/RNA-Seq wurde fiir beide Programme ausschlieBlich an frisch gewonnenen, mittels
Fliissigstickstoff kryokonservierten Tumorproben durchgefiihrt. Sofern moglich wurden diese
offen operativ oder laparoskopisch gewonnen, um eine suffiziente Gewebemenge und -qualitit zu
gewihrleisten. Interventionelle (d.h. durch bildgebende Verfahren gestiitzte Punktionen) oder
endoskopische Verfahren waren nachrangig ebenso zuldssig. Die Gewebeentnahmen erfolgten
ausschlieBlich durch drztliche Kolleg*innen chirurgischer sowie interventionell-radiologischer
Fachdisziplinen der Charité Universitidtsmedizin Berlin, die Materialasservierung und Versand
durch Studienpersonal des CCCC, der Klinik fiir H&matologie, Onkologie und
Tumorimmunologie (Charité Campus Benjamin Franklin) sowie der Klinik fiir Hepatologie und
Gastroenterologie (Charit¢é Campus Virchow Klinikum, Charit¢ Campus Mitte). Zusitzlich
wurden Vollblutproben asserviert und parallel zum Tumorgewebe in der jeweils selben

Einrichtung sequenziert, um Keimbahnereignisse zu detektieren.

4.5.2 non-WES/RNA-Seq

Fiir eine WES/RNA-Seq ungeeignete Patient*innen wurden einer erweiterten Panel-Seq und/oder
IHC zugefiihrt (Institut fiir Pathologie, Charité Universititsmedizin Berlin). Eine Ubersicht der
sequenzierten Gene der Panels ist Tab. 4.1 und 4.2 zu entnehmen. Im Gegensatz zur WES/RNA-
Seq erfolgte keine Sequenzierung von Normalgewebe zur Keimbahnkontrolle.
IHC-Untersuchungen beinhalteten die Proteine EGFR, Her2/neu (engl. ,,human epidermal growth
factor receptor 2°), c-MET (engl. ,tyrosine-protein kinase Met”), Androgenrezeptor,
Ostrogenrezeptor 1 und 2, PD-L1 (engl. ,,programmed cell death 1 ligand 1“) sowie der DNA-
Mismatch-Reparaturproteine hMLH1 (humanes MutL Homolog 1), hMSH2 (humanes MutS
Protein Homolog 2), hMSH6 (humanes MutS Protein Homolog 6) und hPMS2 (humanes PMS1
Homolog 2) zur Untersuchung der Tumore auf eine vorliegende MSI.

Fiir diese Analysen war kein frisches Tumorgewebe notwendig, sodass archivierte FFPE-Proben
verwendet wurden, sofern diese hinsichtlich Alter und Entnahmelokalisation von der MTK als

geeignet erachtet wurden.
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Tabelle 4.1 und 4.2: Sequenzierte Gene und Exone des Cancer Hotspot Panels und des Colo Lung Panels

Cancer Hotspot Panel

Gen Exone Gen Exone

ABLI 4,5,6 IDH2 2

AKT1 3,6 JAK2 13

ALK 23,25 JAK3 4,13, 16

APC 16 KDR 6,7,11, 19,21, 26, 27, 30

ATM 8,9,12, 17,26, 34-36, 39, 50, 54, KIT 2,9-11,13-15, 17, 18
56,59, 61, 63 KRAS 2,3,4

BRAF 11,15 MET 11, 14, 16, 19

CDHI1 3,8,9 MLH1 12

CDKN2A 2 MPL 10

CSF1R 7,22 NOTCH1 26,27, 34

CTNNBI1 3 NPM1 11

EGFR 3,7,15,18-21 NRAS 2,3,4

ERBB2 19-21 PDGFRA  12,14,15,18

ERBB4 3,4,6-9,15,23 PIK3CA 2,5,7-10, 14, 19, 21

EZH2 16 PTEN 1,3,5-8

FBXW7 7,10-13 PTNP11 3,13

FGFR1 4,7 RBI1 4-6,10, 11, 14, 17, 18, 20-22

FGFR2 5,7,10 RET 10, 11, 13,15, 16

FGFR3 7,9, 14, 16, 18 SMAD4 3-6, 8-12

FLT3 11, 14, 16, 20 SMARCB 2,4,5,9

GNAL1l 5 SMO 3,5,6,9,11

GNAQ 5 SRC 14

GNAS 8,9 STK11 1,4,5,6,8

HNF1A 3,4 TP53 2,4-8, 11

HRAS 2,3 VHL 1-3

IDH1 4

Colo Lung Panel !

Gen Exone Gen Exone

AKTI1 3 FGFR3 7,9, 14, 16, 18

ALK 22,23 KRAS 2,3,4

BRAF 11,15 MAP2K1 2

CTINNDI 3 MET 14, 16, 19

DDR2 5,8,12-15,17 NOTCH1 26,27

EGFR 12, 18-21 NRAS 2,3

ERBB2 19-21 PIK3CA 2,5,7-10, 14, 19, 21

ERBB4 3,4,6-9,15,23 PTEN 1,3,6-8

FBXW7 7,10-13 SMAD4 3-6, 8-12

FGFR1 4,7 STK11 1,4,5,6,8

FGFR2 5,7,10 TP53 2,4-8, 11

Anmerkungen:

! Das Panel wurde urspriinglich zur molekularpathologischen Analyse von kolorektalen sowie
Lungenkarzinomen entwickelt, im Rahmen der Prizisionsonkologie am Charité Comprehensive Cancer
Center jedoch auch zur Diagnostik anderer Tumorhistologien angewendet.



4.5.3 Externes Profiling

Additiv wurden Patient*innen mit molekularen Befunden aus MTK-unabhéngig erfolgter
molekularpathologischer Diagnostik inkludiert. Bedarfsweise wurden additiv eine IHC und/oder
FISH zur Validierung und Ergénzung der molekularen Analysen empfohlen, sofern adidquate
Tumorproben verfligbar waren (s. Kap. 4.5.2). Die Befundiibermittlung erfolgte per PDF durch
die jeweilig zuweisenden drztlichen Kolleg*innen, welche auch die in Kap. 5.4 erwéhnte

Einverstindniserkldrung der Patient*innen einholten und vorab ans CCCC iibermittelten.

4.6 Nachverfolgung der Patient*innen

Zur Evaluation der Translation der priorisierten TO in die klinische Behandlung sowie der daraus
resultierenden Behandlungsergebnisse wurden sdmtliche 100 Patient*innen nach Abschluss der
Falldiskussion/en in der MTK strukturiert vom Autor nachverfolgt (engl. ,,follow-up*, FU). Die
FUs wurden regelmiBig alle 3 Monate bis zum Kontaktverlust (engl. ,,loss to follow-up®, LTFU)
oder Todesfall durchgefiihrt. Dies beinhaltete ebenso Patient*innen, deren Profiling nicht
erfolgreich war (d.h. es lagen keine verwertbaren Ergebnisse der molekularen Analysen vor) oder
deren Tumore trotz erfolgreichen Profilings keine priadiktiven Biomarker oder Zielstrukturen
durch die (Prd-)Annotation und Evaluation der MTK erkennen lieBen. Einerseits wurden zum FU
die elektronischen Patientenakten der Charité Universitdtsmedizin Berlin gesichtet, zusitzlich
oder alternativ wurden Informationen {iber personliche, telefonische oder Email-Korrespondenz
mit behandelnden Arzt*innen, Patient*innen, Angehdrigen sowie Krankenversicherungen
erhoben. Das erste FU erfolgte am 28.04.2017, das letzte FU vor Datenexport wurde am
10.04.2018 abgeschlossen. Die Nachverfolgung wurde gemil3 eines durch den Autor spezifizierten
FU-Schemas durchgefiihrt und die erhobenen Daten in eine elektronische Patientendatenbank

iibertragen.

4.7 Erstellung einer Patientendatenbank

Zur Erfassung und Strukturierung samtlicher klinischer Daten der Patient*innen wurde vom Autor
eine webbasierte Datenbank mit elektronischen Patientenakten (engl. ,.electronic Case Report
Forms“, eCRFs) erstellt. Hierzu wurde im Studien- und Datenbanksystem REDCap
(projectredcap.org, [76]) programmiert.

Zunichst wurde die allgemeine Struktur der Datenbank sowie die zu erstellenden Items vom Autor
konzipiert und ausgearbeitet. Eine besondere Anforderung bestand darin, dass das eCRF nicht

ausschlieBlich dissertationsbezogen genutzt werden kann, sondern ebenso zukiinftige,
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préazisionsonkologische Fragestellungen generiert und untersucht werden konnen. Das eCRF
beinhaltete fiir jede/n Patient*in insgesamt 213 Elemente, diese wurden vom Autor in 4
Datenmodule integriert: 1) allgemeine Stammdaten (14 Elemente), ii) erkrankungsspezifische
Daten (70 Elemente), iii) MTK-bezogene Daten und priorisierte TO (51 Elemente) und iv) das
Modul des weiteren Therapieverlaufs und der Behandlungsergebnisse (78 Elemente). Nach
Konzeptfinalisierung wurde ein REDCap-basiertes eCRF programmiert und die resultierende
Datenstruktur anhand von 5 zufdllig ausgewihlten Patient*innen der Kohorte getestet. Am
17.11.2017 wurde die finale Dateneingabe begonnen, der letzte dissertationsbezogene
Patientendatensatz wurde am 02.05.2019 komplettiert, sodass der finale Datenexport am
03.05.2018 erfolgte. Die exportierte Datei wurde im .xlsx-Format gespeichert und zur

Datenselektion und -analyse genutzt.

4.8 Statistische Auswertung

Zur Auswertung des exportierten Datensatzes wurde aufgrund der limitierten Stichprobe sowie
des explorativen Charakters der Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit eine rein deskriptive
Bearbeitung durchgefiihrt und auf statistische Tests verzichtet. Fiir die deskriptive Statistik wurde
Excel (Microsoft Office Professional Plus, Version 2016), zur Erstellung der Abbildungen wurde
das Programm ,,R*“ (Version 3.6.2, 12.12.2019) verwandt. Simtliche Tabellen wurden vom Autor
erstellt, die Abbildungen wurden in Zusammenarbeit mit Dr. rer. nat. Manuela Benary erstellt, der

Vollpublikation der vorliegenden Arbeit entnommen und modifiziert abgebildet.
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5. Ergebnisse

5.1 Patientenkohorte

Einhundert Patienten wurden zwischen dem 20.01.2016 und 23.05.2017 in der MTK vorgestellt
und diskutiert. Die Geschlechterverteilung war anndhernd homogen: n=45 waren méannlichen und
n=46 weiblichen Geschlechts. Das mediane Alter betrug 51 Jahre (r: 21-86). Anndhernd alle (98%)
Patient*innen waren vorbehandelt. Zum Zeitpunkt der Erstvorstellung in der MTK hatten die
Patient*innen im Median n=5 Therapielinien erhalten (r: 0-24) - hierbei waren chirurgische,
interventionelle sowie systemische Therapielinien inbegriffen. Hinsichtlich rein systemischer
Therapielinien (Chemotherapie, Immuntherapie, nicht-immuntherapeutisch zielgerichtete
Therapie (Tyrosinkinase-Inhibitoren, monoklonale Antikorper)) betrug der Median n=3 (r: 0-12).
96% der Patient*innen wiesen zum Zeitpunkt der Vorstellung Fernmetastasen auf. Im Median
waren n=3 (r: 0-8) unterschiedliche Organsysteme betroffen. Die am hédufigsten von Metastasen
betroffenen Organe waren Leber (n=56), Lymphknoten (n=49), Lunge (n=47) sowie Knochen
(n=36) (Tab. 5).
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Tabelle 5: Demografische und erkrankungsspezifische Charakteristika der Kohorte

Variable Anzahl
n r

Eingeschlossene Patient*innen 100
Geschlecht

weiblich 46

mannlich 54
Alter (Median) 51 21-86
ECOG Performance Status

0 39

1 15

2 4

3 3

unbekannt 39
Ethnizitét

kaukasisch 50

arabisch 6

asiatisch 1

unbekannt 43

Bisherige Therapielinien

alle (Median) ! 5 1-24
systemisch (Median) 2 3 0-12
Metastasierte Erkrankung 96
betroffene Organsysteme (Median) 3 0-8
0 3
1 19
2 23
3 24
4 13
>4 18
Anmerkungen:

ECOQG, Eastern Cooperative Oncology Group; r, Spannweite



Sowohl die Verteilung der Ursprungsorgane der Primértumore als auch die der histologischen

Subtypen stellten sich in der Kohorte heterogen dar (Tab. 6).

Tabelle 6: Primirtumore und histologische Subtypen

Priméirtumor Anzahl

n
Kolorektales Karzinom 18
Adenokarzinom 14
Neuroendokrines Karzinom 4
Melanom 18
kutan 9
uveal 9
Pankreaskarzinom 11
Neuroendokrines Karzinom 10
MANEC 1
Lungenkarzinom 9
Adenokarzinom 7
Neuroendokrines Karzinom 2
Cancer of unknown Primary (CUP) 6
Neuroendokrines Karzinom 3
Plattenepithelkarzinom 2
Adenokarzinom 1
Kopf-Hals-Karzinom 6
Neuroendokrines Karzinom 2
Plattenepithelkarzinom 2
Adenokarzinom 1
Adenoidzystisches Karzinom 1
Keimzelltumor 3
Mammakarzinom 3
Adenokarzinom 2
Neuroendokrines Karzinom 1
Andere ! 26
Anmerkungen:

! Blasenkarzinom (n=2), Schleimhautkarzinom der Sinus nasales (n=2), Thymuskarzinom (n=2),
Ovarialkarzinom (n=2), Speicheldriisenkarzinom (n=2), Osophaguskarzinom (n=1), Duodenalkarzinom (n=1),
Gallengangskarzinom (n=1), Gallenblasenkarzinom (n=1), Ileum-Karzinom (n=1), primére Peritonealkarzinose
(n=1), diffus-groBzelliges B-Zell-Lymphom (n=1), Nierenzellkarzinom (n=1), Nebennierenrindenkarzinom
(n=1), primére Knochenmarkskarzinose (n=1), Osteosarkom (n=1), Vulvakarzinom (n=1), Vaginalkarzinom
(n=1), Korpuskarzinom (n=1), Prostatakarzinom (n=1), Peniskarzinom (n=1)

MANEC, gemischt adeno-neuroendokrines Karzinom
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5.2 Molekulares Profiling

Der klinische Verlauf des Projektes wurde im Patienten-Flussdiagramm (Abb. 3) dargestellt. Fiir
n=6/100 (6%) Patient*innen waren zum Zeitpunkt der Erstvorstellung in der MTK bereits
molekulargenetische Profile zur Annotation verfiigbar (allesamt Panel-Seq). Diese beinhalteten
die Sequenzierung von jeweils 17 (n=2), 79, 343, 410 und 426 (jeweils n=1) Genen. Fiir n=93 der
iibrigen 94 Patient*innen wurde ein intern durchgefiihrtes Profiling empfohlen. Ein Patient wurde
von der MTK aufgrund des fortgeschrittenen Erkrankungsstadiums und eines stark reduzierten
Allgemeinzustandes als nicht geeignet erachtet.

N=79/93 (84.9%) der Patient*innen wurden einer WES/RNA-Seq zugewiesen, das Tumorgewebe
von n=3 Patient*innen wurde hierbei einer parallelen Panel-Seq unterzogen, um im Rahmen einer
vorliegenden klinischen Dringlichkeit die Zeit bis zur Ergebnisvorlage zu verkiirzen und
moglicherweise vorliegende, hochrelevante Marker (d.h. ,,Hotspot“-Alterationen) ziigig zu
detektieren. Fiir n=4 der 14 {ibrigen Patient*innen wurde eine Kombination aus Panel-Seq und
IHC empfohlen, fiir n=9 wurde eine alleinige Panel-Seq veranlasst und ein Patient erhielt eine

Untersuchung per IHC.
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Eingeschlossene Keine Daten (n=30)
Patient*innen >
(n=100) Probenqualitit (n=9)
Screeningfehler (n=5)
EVE Entzug (n=4)
Unbekannt (n=4)
Keine Probe (n=2)

Proﬁli{lgdaten Progress (n=2)
verfiigbar Andere (n=4)
(n=70)
IHC (n=1) WES/RNA-Seq Panel-Seq
MSI (n=1) (n=50) (n=18)
wu/
TO vorhanden keine TO vorhanden
(n=63, 90%) (n=7, 10%)
IHC (n=1) Progress (n=4)
MSI (n=1) Kein Biomarker (n=3)
WES/RNA-Seq (n=46)
Panel-Seq (n=15)
Keine Prizisionskohorte ! Konv. Kohorte * (n=24) Keine
Behandlung (n=39, 62%) alle m=9) (n=15) Behandlung
(n=15) alle (n=46) Chemotherapie (n=6) (n=9) (n=22)
MEK-Inhib. (n=11) Multi-TKI (n=1) (0=3)
ICI (n=7) Kombination* (n=1) (n=0)
Multi-TKI (n=6) ICT (n=1) (n=1)
ALK-Inhib.  (n=6) Andere ® (0=0) (n=2)
Andere 2 (n=5)
ErbB-Inhib.  (n=3)
PARP-Inhib. (n=3)
mTOR-Inhib. (n=3)
BRAF-Inhib. (n=2)

Abbildung 3: Flussdiagramm der Patient*innen

Anmerkungen:

Die Abbildung wurde in modifizierter Form aus Lamping et al. [62] iibernommen.

! fiir 39 Patient*innen ergeben sich 46 Therapeutika (n=7 Patient*innen mit Kombinationstherapie)
2 FOLFIRI Chemotherapie, Bevacizumab, GBR1302, Leuprorelin, Bicalutamid

3 setzt sich zusammen aus Patient*innen mit (n=9) und ohne (n=15) vorherig protokollierte TO

4 FOLFIRI + Cetuximab

5 Niclosamid, R-DHAOX Chemotherapie gefolgt von allogener Stammzelltransplantation

ALK, anaplastic lymphoma kinase; BRAF, rat fibrosarcoma homolog B; ErbB, ErbB-Rezeptorfamilie; EVE,
Einverstdndnisverklarung; ICI, Immuncheckpoint-Inhibitor; IHC, Immunhistochemie; MEK, mitogen-
activated protein kinase kinase 1; MSI, Mikrosatelliteninstabilitit; mTOR, mammalian target of rapamycin;
Panel-Seq, Panel-Sequenzierung; PARP, poly(ADP-Ribose)-polymerase; RNA-Seq, RNA-Sequenzierung;
TKI, Tyrosinkinase-Inhibitor; TO, Therapieoption; WES, Exom-Sequenzierung



Das molekulare Profiling war insgesamt fiir n=70/100 Patient*innen erfolgreich (inkl. der n=6
extern generierten Tumorprofile), sodass fiir n=30 Patient*innen kein Datensatz zur (Pré-)
Annotation und Diskussion in der MTK verfiigbar war. Der hiufigste Grund hierfiir war ein zu
geringer TZG der Tumorprobe (n=9/30, 30%, Abb. 3). Bei n=8/9 (89%) dieser Patient*innen
wurde die zu untersuchende Tumorprobe interventionell (d.h. computertomografisch- oder

sonografisch-gestiitzte Punktion oder endoskopische Probenentnahme) gewonnen.

5.3 Anwendbarkeit des Annotationsalgorithmus

Alle 70 vorliegenden Tumorprofile wurden geméf dem Algorithmus zur Vorstellung in der MTK
(prd-)annotiert. Durch Anwendung des Annotationsalgorithmus konnten fiir n=63/70
Patient*innen (90%; 63% der Gesamtkohorte) eine oder mehrere priazisionsonkologische TO auf
Grundlage eines oder mehrerer Biomarker/s priorisiert werden (Abb. 3, Tab. 7). Insgesamt
wurden, inklusive Kombinationstherapie, n=161 TO priorisiert (Tab. 7). Fiir n=10/63 (14.3%; 10%
der Gesamtkohorte) Patient*innen wurden 4 oder mehr TO priorisiert. Im Median konnten pro
Patient*in n=2 (r: 1-6) TO durch die MTK priorisiert werden. Fiir die Patient*innen mit
durchgefiihrter WES/RNA-Seq (n=46) waren dies im Median n=3 (r: 1-6) TO, fiir die restlichen
Patient*innen mit Panel-Seq oder IHC (n=17) resultierten im Median je n=2 (r: 1-5) TO (Tab. 7).
Die Verteilung der Anzahl der TO bezogen auf die Primartumore ist Abb. 4 zu entnehmen.
Patient*innen mit mindestens einer TO (n=63) wurden aufgrund von Validierungen und/oder
erweiterter Literaturrecherche im Median n=3 Mal (r: 1-6) in der MTK evaluiert, bevor simtliche

TO endgiiltig priorisiert und protokolliert wurden.
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Abbildung 4: Anzahl der TO per Tumorentitét

Anmerkungen:

Die Abbildung wurde in modifizierter Form aus Lamping et al. [62] {ibernommen.

Die Tumorentitdten sind anhand der Zahl der Patient*innen der jeweiligen Entitdt mit TO aufsteigend sortiert.
Die schwarzen Punkte repréasentieren eine/n einzelne/n Patient*in. Die grauen Rauten geben den Median an, die
graue Linie die Standardabweichung, sofern mehr als zwei Patient*innen innerhalb einer Entitét eine TO hatten.

CRC, kolorektales Karzinom; TO, Therapieoptionen

Die Mehrheit (n=48, 29.8%) der 161 TO basierten auf einem zugrunde gelegten EvL 2b, gefolgt
von EvL 3b (n=35, 21.7%) und EvL 2c¢ (n=34, 21.1%). GroBere Studien (d.h. EvL 1a, 1b, 2a)
bildeten die Grundlage fiir n=19 TO (11.8%) (Tab. 7). 11.1% (n=18) der TO basierten auf
Biomarkern, die auf mehreren Ebenen alteriert waren, wie z.B. eine detektierte c-MET mRNA-
Uberexpression (Transkriptom-Ebene) und positive IHC fiir membranire Expression von c-MET

(Proteom-Ebene) (s. Kap. 4.2.1, Tab. 8)
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Tabelle 7: Verteilung der gesamten sowie gruppenspezifischen protokollierten TO und Evls

Alle Pat. mit TO  WES/RNA-Seq  Non-WES/RNA- Priizisions-
(n=63) (n=46) Seq ! (n=17) Kohorte (n=39)
n % n % n % n %
Protokollierte TO
Gesamt 161 100 128 79.5 33 20.5 - -
Median 2 - 3 - 2 - - -
Durchschnitt pro Pat. 1.6 - 2.8 - 1.9 - - -
Spannweite (r) 1-6 - 1-6 - 1-5 - - -
Verteilung der EvL ?
la 1 0.6 0 0 1 3 1 2.6
1b 2 1.2 1 0.8 1 3 1 2.6
2a 16 9.9 6 4.7 10 30.3 3 7.7
2b 47 29.2 41 32 6 18.2 11 28.2
2¢c 34 21.1 27 21.1 7 21.1 10 25.6
3(3a+3b) 50 31.1 44 344 6 18.2 10 25.6
4 11 6.8 9 7 2 6.1 3 7.7
Anmerkungen:

! Umfasst Panel-Sequenzierung, Immunhistochemie und Mikrosatelliteninstabilitit.
2 Prozentangaben geben die relative Verteilung der EvL innerhalb der gruppenspezifischen Gesamtzahl der TO

an.

EvL, Evidenzlevel; Pat., Patient*innen; r, Spannweite; RNA-Seq, RNA-Sequenzierung; TO, Therapieoption;
WES, Exom-Sequenzierung

Tabelle 8: Verteilung der protokollierten TO per Detektionsebene

Detektionsebene Anzahl
n %

Gesamt 161 100
genomisch 110 68.3
genomisch-transkriptomisch 13 8.1
genomisch-proteomisch 1 0.6
genomisch-transkriptomisch-proteomisch 1 0.6
transkriptomisch 28 17.4
transkriptomisch-proteomisch 3 1.9
proteomisch 5 3.1

Anmerkungen:

Zur Erléuterung hinsichtlich der Detektionsebenen s. Kap. 4.2.1
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5.4 Molekulare Charakteristika der Tumore

Die Tumorproben der Patient*innen wiesen im Median einen TZG von 60% auf (r: 6-90; Daten
fir n=55). Fir n=15 Patient*innen lagen Informationen zum MSI-Status vor (n=3
mikrosatelliteninstabil, n=12 mikrosatellitenstabil), bei n=49 waren Untersuchungsergebnisse zur
Expression von PD-L1 verfiigbar (n=17 positiv >1%)).

Die mediane TMB betrug 51 Mutationen (r: 10-7987, Daten fiir n=51, davon n=50 WES/RNA-
Seq und n=1 Panel-Seq). Die Tumore von zwei minnlichen Patienten mit neuroendokrinen
Tumoren des Larynx bzw. des Pankreas waren hypermutiert. Bei ihnen wurden je 2017 und 7987

somatische Tumormutationen detektiert.

Fir n=16 Patient*innen mit durchgefilhrter RNA-Seq wund vorliegenden mRNA-
Uberexpressionen initiierte die MTK IHC-Untersuchungen zur Validierung der detektierten
Alterationen, fiir weitere n=3 wurde bei konkordanter mRNA-Uberexpression und Amplifikation
des korrespondieren Genes eine Kombination aus IHC und FISH durchgefiihrt. Eine positive
Validierung der Alterationen gelang in n=10 der 19 Fille. Die Gene und Alterationen, welche am
hiufigsten die Grundlage einer evidenzbasierten TO bildeten und damit positiv prddiktive

Biomarker waren wurden in Abb. 5 aufgefiihrt.
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Abbildung 5: Die haufigsten Gene und zugehorige Alterationen der TO

Anmerkungen:

Die Abbildung wurde in modifizierter Form aus Lamping et al. [62] iibernommen.

Die Gennamen sind an der unteren x-Achse kursiv abgebildet, die jeweilige Art der Alteration ist an der
gestrichelten Linie ablesbar. Die Zahlen représentieren die absolute Frequenz der jeweiligen Alteration. Die
oberen Balken geben das farblich codierte Evidenzlevel mit der absoluten TO-Zahl auf Grundlage des Genes an.

TO, Therapieoptionen

5.5 Keimbahnalterationen

Bei n=26/46 Patient*innen (56.5%, 26% der Gesamtkohorte) wurde im Rahmen der WES/RNA-
Seq mindestens eine Keimbahnalteration detektiert, insgesamt betrug die Zahl der detektierten
Keimbahnereignisse n=65. Bei einem weiteren Patienten (Panel-Seq) bestand aufgrund des
Vorliegens einer hohen Allelfrequenz einer Mutation in BRCA1 der hochgradige Verdacht auf ein
heterozygotes Keimbahnereignis, welches jedoch nicht bestitigt wurde. Im Median lagen pro
Patient*in n=2 (r: 1-6) Ereignisse vor. Fiir n=7/26 (26.9%, 7% der Gesamtkohorte) Patient*innen
wurde durch die MTK aufgrund pathogener, pridispositionierender Varianten eine
humangenetische Beratung des/der Patient*in sowie, sofern zutreffend, der Angehdrigen

empfohlen.
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5.6 Klinische Translation der TO

FU-Informationen konnten zunéchst fiir alle 100 Patient*innen eingeholt werden, im Verlauf war
eine Kontaktaufnahme oder Informationsbeschaffung bei n=4 Patient*innen nicht mehr moglich
(d.h. LTFU). Insgesamt wurden n=271 FUs durchgefiihrt. Pro Patient*in wurden im Median n=2
(r: 1-7+) FUs durchgefiihrt, die mediane Dauer des FU-Zeitraumes pro Patient*in betrug 11.9
Monate (r: 0.7-26.1+).

Zum Zeitpunkt des Datenexports hatten n=39/63 Patient*innen die von der MTK priorisierte TO
erhalten (,,Prazisionskohorte*, Abb. 3). Dies entspricht einer Behandlungsrate TR von 62% (39%
aller Patient*innen). Ein Patient (2.6%) wurde im Rahmen einer klinischen Studie behandelt, n=6
(15.4%) erhielten die Therapeutika in zugelassener Indikation, die {ibrigen n=32 (82%) erhielten
die Therapie im Sinne eines off-label-Einsatzes. N=32 Patient*innen (82%) erhielten eine
Monotherapie, n=7 der 39 Patient*innen (18%) erhielten eine Kombinationstherapie mit jeweils
zwei Pharmaka (s. Kap. 5.7.2), sodass insgesamt 46 Therapieschemata in der Prizisionskohorte

zum Einsatz kamen. Eine Ubersicht der verabreichten Therapeutika ist Tab. 9 zu entnehmen.
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Tabelle 9: Verabreichte Pharmaka der Prézisionskohorte

Pharmakon (Gruppe) Monotherapie Kombinationstherapie gesamt

Gesamt 32 14 46
MEK-Inhibitor 7 4 11
Immuncheckpoint-Inhibitor 4 3 7
Multi-TKI ! 6 0 6
ALK-Inhibitor 6 0 6
Andere 12 43 5
ErbB-Inhibitor 2 1 3
PARP-Inhibitor 3 0 3
mTOR-Inhibitor 3 0 3
BRAF-Inhibitor 0 2 2

Anmerkungen:

Durch n=7 Patient*innen mit Kombinationstherapie ergaben sich n=46 Therapieschemata fiir n=39
Patient*innen der Prazisionskohorte.

! Substanzen, die multiple Tyrosinkinasen inhibieren.
2 GBR1302 (experimenteller, bispezifischer Antikorper gegen die Epitope CD3 und Her2/neu)
3 FOLFIRI (Folinsdure, 5-Fluorouracil, Oxaliplatin) + Bevacizumab; Leuprorelin + Bicalutamid

ALK, anaplastic lymphoma kinase; BRAF, rat fibrosarcoma homolog B; ErbB, ErbB-Rezeptorfamilie;
MEK, mitogen-activated protein kinase kinase 1; mTOR, mammalian target of rapamycin; PARP,
poly(ADP-Ribose)-polymerase; TKI, Tyrosinkinase-Inhibitor

Vierundzwanzig der 63 Patient*innen mit TO (38.1%; 24% der Gesamtkohorte) haben die
priorisierte TO nicht erhalten (n=15 Patient*innen ohne Therapie + n=9 Patient*innen der
konventionellen = Kohorte, Abb. 3). Die Griinde hierfiir waren eine rapide
Zustandsverschlechterung (n=10), eine aktuelle Krankheitskontrolle unter einer Bridging-
Therapie (n=5), eine andere Therapie aufgrund eines rapiden Krankheitsprogresses (n=3),

unbekannte Griinde (n=3) oder ein komplettes LTFU (n=3).
N=24 Patient*innen (24%) erhielten eine molekular unstratifizierte Therapie (konventionelle

Kohorte), davon n=9 mit und n=15 ohne zuvor priorisierte TO. 62.5% der konventionellen Kohorte

(n=15/24) erhielten eine Chemotherapie (Abb. 3).
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5.7 Behandlungsergebnisse

5.7.1 Vergleich der Prizisions- und der konventionellen Kohorte

In der Prézisionskohorte zeigten n=6 ein Ansprechen auf die verabreichte Therapie, die ORR
betrug daher 15.4%, wobei es sich in allen Féllen um partielle Remissionen (engl. ,,partial
responses®, PR) handelte. Eine stabile Erkrankung (engl. ,,stable disease*, SD) konnte bei weiteren
n=12 (30.8%) erreicht werden, sodass die klinische Nutzenrate (PR + SD, engl. ,,clinical benefit
rate*, CBR) 46.2% betrug (Tab. 10).

Sowohl das mediane PFS (Daten fiir n=39) als auch die mediane Behandlungsdauer (engl.
,duration of treatment, DOT; Daten fiir n=39) betrug je 66 Tage (2.2 Monate; r PFS: 2-431 Tage;
r DOT: 6-461+ Tage).

Die Ratio aus PFS2 (d.h. erreichtes PFS der durch die MTK priorisierten TO) und PFS1 (d.h.
erreichtes PFS der zuletzt vor der MTK-Vorstellung erhaltenen systemischen Therapie) PFS2/1
>1.3 betrug in der Prézisionskohorte 27.3% (n=9, Daten fiir n=33) (Tab. 10).

In der konventionellen Kohorte sprachen n=2/24 Patient*innen auf die jeweilige Therapie an
(ORR 8.3%), hierbei handelte es sich um je eine komplette Remission (engl. ,,complete response,
CR) sowie eine PR. Eine SD lag bei weiteren n=9 Patient*innen (37.5%) vor, sodass die CBR
45.8% betrug. Das mediane PFS lag bei 94 Tagen (3.1 Monate, r: 14-565 Tage, Daten fiir n=22)
und die mediane DOT betrug 89 Tage (2.9 Monate, r: 14-478 Tage, Daten fiir n=23). Die PFS2/1
Ratio >1.3 lag bet 143% (n=2), allerdings lagen aufgrund unvollstindiger
Verlaufsdokumentationen vor Zuweisung an die MTK nur fiir n=14 Patient*innen Informationen
zum PFS1 vor (Tab. 10).

Zum Zeitpunkt der Auswertung hatte bei n=35/39 (89.7%) der Préizisionskohorte sowie n=17/24
(70.8%) der konventionellen Kohorte eine Krankheitsprogression stattgefunden; n=6 der
Prizisions- sowie n=2 der konventionellen Kohorte erhielten weiterhin ihre jeweilige Therapie.
Die Daten hinsichtlich des medianen OS der beiden Kohorten waren zum Zeitpunkt der

Auswertung nicht vollstdndig.
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Tabelle 10: Vergleich des Therapieansprechens der Prazisionskohorte und der konventionellen Kohorte

Therapieansprechen Priizisionskohorte konventionelle
(n=39) Kohorte (n=24)

n % n %
Komplette Remission (CR) 0 0 1 4.2
Partielle Remission (PR) 6 15.4 1 4.2
Stabile Erkrankung (SD) 12 30.8 9 37.5
Gemischtes Ansprechen (MR) 2 5.1 0 0
Progrediente Erkrankung (PD) 18 46.1 11 45.8
unbekannt 1 2.6 2 52
Medianes PFS ! (Tage) 66 94
Mediane DOT 2 (Tage) 66 89
PFS2/1 Ratio > 1.3 (%) 273 14.3
Anmerkungen:

DOT, Behandlungsdauer; PFS, progressionsfreies Uberleben

5.7.2 Patient*innen mit Kombinationstherapie

Sieben Patient*innen der Prézisionskohorte (17.9%) erhielten eine Kombinationstherapie mit
jeweils zwei Pharmaka. Die ORR betrug in dieser Kohorte 57.1% (n=4), weitere n=2 wiesen eine
SD auf (28.6%), die erreichte CBR betrug demnach 85.7% (n=6/7). Das mediane PFS lag bei 182
Tagen (6.0 Monate, r: 13-350+ Tage), die PFS2/1 Ratio >1.3 bei 57.1% (n=4/7) (Tab. 11).
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Tabelle 11: Charakteristika, Behandlung und Therapieansprechen der Patient*innen mit Kombinationstherapie der Prazisionskohorte

Pat.-ID Geschlecht  Alter Entitiit Diagnostik Behandlung EvL  Biomarker BR PFS PFS2/1
(Jahre) (Tage) Ratio
>1.3

4 ménnlich 58 NSCLC Panel-Seq Selumetinib + Docetaxel ~ 2b KRAS p.G12C PD 14 0.3

8 ménnlich 71 Melanom Panel-Seq Ipilimumab + Nivolumab la PD-L1 neg. (IHC) PR 350+ 0.4

30 weiblich 73 CRC Panel-Seq Bevacizumab + 3a BRAF p.V600E SD 145 k.A.
Chemotherapie !

48 weiblich 49 CRC WES/RNA-Seq  Nivolumab + 2b KRAS p.Q61H; SD 67 1.3
Cobimetinib TMB 134

51 ménnlich 52 NSCLC Panel-Seq Dabrafenib + Trametinib ~ 2b BRAF p.G469A PR 182 1.5

83 weiblich 52 Melanom WES/RNA-Seq  Dabrafenib + Trametinib 4 BRAF p.T599 PR 285 4.5

delinsTT

87 ménnlich 41 Speicheldriise =~ WES/RNA-Seq  Leuprorelin + 2c AR pos. (mRNA PR 219+ 1.8
Bicalutamid and [HC)

Anmerkungen:

' FOLFOX (Folinsdure, 5-Fluorouracil, Oxaliplatin)

AR, Androgenrezeptor; BR, bestes Therapicansprechen; BRAF, rat fibrosarcoma homolog B; CRC, kolorektales Karzinom; EvL, Evidenzlevel; IHC, Immunhistochemie,
k.A., keine Angabe; KRAS, kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog; NSCLC, nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom; Panel-Seq., Panel-Sequenzierung; PD, progrediente
Erkrankung; PD-L1, programmed cell death ligand 1; PFS, progressionsfreies Uberleben; PR, partielle Remission; RNA-Seq., RNA-Sequenzierung; SD, stabile Erkrankung;
TMB, Tumormutationslast; WES, Exom-Sequenzierung

40



5.7.3 Evidenzlevel und Detektionsebenen

Fiir die Prézisionskohorte konnte keine Assoziation zwischen den jeweiligen EvLs der erhaltenen
Therapie und dem Therapieansprechen beobachtet werden, allerdings basierte die TO von n=5/6
der Patient*innen mit Therapieansprechen (d.h. PR) auf einem klinischen EvL (d.h. EVL la, 1b,
2a, 2b, 2c). Hinsichtlich des Therapieansprechens konnte fiir keine der den TO zugrunde gelegten
Detektionsebenen (genomisch, transkriptomisch oder proteomisch) eine Uberlegenheit beobachtet

werden.
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6. Diskussion

Die in der vorliegenden Arbeit dargestellte Untersuchung eines evidenzbasierten
Annotationsalgorithmus  zeigte eine Applikabilitdit hinsichtlich der Implementierung
prézisionsonkologischer Therapiekonzepte in die klinische Praxis. Besonderes Augenmerk wurde

hierbei auf die folgenden Arbeitsschritte gelegt:

1. Die Gewinnung umfassender molekularer Tumorprofile, basierend auf verschiedenen
molekulardiagnostischen Analysen, inklusive breiter WES/RNA-Seq.

2. Die Identifizierung und (Prid-)Annotation von Alterationen als potentielle und/oder validierte
Biomarker.

3. Das Ranking der Biomarker und jeweilig annotierter TO anhand prédefinierter EvL.

4. Die interdisziplindre Priorisierung evidenzbasierter TO, welche die Verfligbarkeit der

Therapeutika im Rahmen der Zulassungssituation sowie klinischer Studien beriicksichtigte.

Der Anwendung des Annotationsalgorithmus stellte eine strukturierte und flexible
Vorgehensweise fiir die Verarbeitung von komplexen Profilingdaten dar. Sie erlaubte eine von der
angewandten diagnostischen Pipeline unabhéngige, reproduzierbare Identifikation von
Biomarkern und TO. Es wurden dabei komplexe sowie selten getestete oder detektierte Biomarker
in die interdisziplindre Diskussion in der MTK inkludiert, wie beispielsweise die TMB und

Genexpressionssignaturen.

Die Mehrzahl der bisherigen Veroffentlichungen im Feld der klinischen PCM beruhte hingegen
auf Daten der Panel-Seq. Grundsétzlich waren diese bisher auf eine unterschiedlich hohe, meist
pradefinierte Anzahl von Genen beschrinkt und beinhalteten in der Regel nicht die Interrogation
einiger seltener, mdglicherweise tumorbiologisch hochrelevanter Alterationen. Neben
Genexpressionssignaturen gehoren hierzu beispielsweise Gen-Fusionen durch strukturelle
Rearrangements, welche teilweise iiberaus starke, protoonkogene Alterationen darstellen (sog.
Tumortreiber, engl. ,,tumor driver) und in einigen Féllen exzellente priadiktive Biomarker sowie
therapeutische Zielstrukturen darstellen. Hierzu seien als Beispiele Selpercatinib (LOX0-929) in
Tumoren mit RET-Fusionen (engl. ,,proto-oncogene C-Ret*) oder Larotrectinib (LOXO-101) in
Tumoren mit NTRK-Fusionen genannt [24, 77].
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Ebenso beinhalteten die bisherigen Veroffentlichungen in den meisten Fillen keine Daten zu den
jeweiligen Mutationssignaturen (wie z.B. BRCAness) oder der TMB, welche im
wissenschaftlichen Diskurs hinsichtlich pradiktiver Biomarker zunehmend an Bedeutung
gewinnen und eine eigene Relevanz aufweisen [78, 79]. So wurde eine hohe TMB (und
gegebenenfalls zugrundeliegende MSI) als positiv priadiktiver Biomarker fiir ein Ansprechen auf
eine Therapie mit einem ICI identifiziert und mittlerweile entitétsspezifisch auf einen mdglichen
Grenzwert untersucht [79, 80]. Die klinische Relevanz einer erhéhten TMB spiegelt sich in der im
Mai 2017 erfolgten Zulassung des ICIs Pembrolizumab flir Patient*innen mit
mikrosatelliteninstabilen Tumoren jeder Tumorentitdt und assoziierter hoher TMB wider (s. Kap.
3.2 123)).

Bemerkenswerterweise wurde in den meisten Publikationen kein systematischer
Arbeitsalgorithmus in Hinblick auf die (Prid-)Annotation der Profilingdaten sowie die
Priorisierung der Biomarker und TO aufgefiihrt.

Im Folgenden sollen die in der vorliegenden Arbeit gezeigten FErgebnisse in den
wissenschaftlichen Kontext der PCM gestellt und ein Vergleich mit bisher publizierten Daten
gezogen sowie Limitationen dargestellt werden.

In Tab. 12.1 und 12.2 wurden relevante préizisionsonkologische Forschungsarbeiten

zusammengefasst und die jeweiligen Ergebnisse aufgefiihrt (vgl. Kap. 3.3, [29-50]).
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Tabelle 12.1: Ubersicht relevanter prizisionsonkologischer Studien I

Publikation Diagnostik Pat.(n)  Pat. mit BM! Prizisions- ORR? SD3 PFS/TTF 3 oS3 PFS2/1
kohorte 2 (%) (Monate) (Monate) (Monate) Ratio >1.3 3 (%)
n % n %

Zehir et al. 2017 [29] Panel-Seq. 103364 3792 37 527 14 k. A. k. A. k. A. k. A. k. A.
Tsimberidou et al. 2014 [30]  Panel-Seq. 1276 534 42 143 27 12vs 5 16 vs 12 39 vs 2.2 114 vs 8.6 k. A.
Massard et al. 2017 [31] Panel/RNA-Seq. 843 411 49 199 48 11 52 2.3 11.9 33
Burkard et al. 2017 [32] Panel-Seq. 44 32 73 9 28 17 k. A. k. A. k. A. k. A.
Le Tourneau et al. 2015 [33]  Panel-Seq., IHC 716 293 41 99 34 4 vs 3 k. A. 2.3 vs 2.0 k. A. k. A.
Sicklick et al. 2019 [34] Panel-Seq., [HC * 149 82 55 73 89 23 5 3.67 11.8 75
Rodon et al. 2019 [35] Panel-/RNA-Seq. 303 ¢ k. A. k. A. 107 42 11.2 15 2.01 59 224
Tsimberidou et al. 2012 [36]  Panel-Seq. 1144 460 40 211 46 25 vs 4 23 vs 10 44 vs 2.3 114 vs 102 k. A.
Jameson et al. 2014 [37] Panel-Seq., IHC 28 28 100 25 89 20 32 k. A. 7.8 44
Wiesweg et al. 2013 [38] Panel-Seq, IHC,ISH 267 139 52 62 45 k. A. k. A. k. A. k. A. k. A.
Jones et al. 2015 [39] Panel-Seq., WES 815 580 71 k. A. k. A. k. A. k. A. k. A k. A. k. A.

Anmerkungen:

Die Tabelle wurde in modifizierter Form aus Lamping et al. [62] iibernommen

! Patient*innen mit angehbarer oder pridiktiver Alteration (Biomarker).
2 Die Angaben beziehen sich auf Patient*innen mit Biomarker.

® Die Angaben beziehen sich auf prizisionsonkologisch behandelte Patient*innen oder auf prizisionsonkologisch vs. konventionell behandelte Patient*innen, sofern in der
angegebenen Studie durchgefiihrt.

4 Insgesamt wurden 5009 Patient*innen evaluiert.
5 Ein Teil der Patient*innen erhielt Analysen hinsichtlich Mikrosatelliteninstabilitéit, Tumormutationslast oder zirkulierender Tumor-DNA.
® Insgesamt erhielten 253 Patient*innen eine Tumorbiopsie.

BM, Biomarker; IHC, Immunhistochemie; ISH, in-situ Hybridisierung; k. A., keine Angabe; ORR, Ansprechrate; OS, Gesamtiiberleben; Panel-Seq., Panel-Sequenzierung;
Pat., Patient*innen; PFS, progressionsfreies Uberleben; RNA-Seq, RNA-Sequenzierung; SD, stabile Erkrankung; TTF, Zeit bis zum Therapieversagen; vs, versus; WES,

Exom-Sequenzierung
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Tabelle 12.2: Ubersicht relevanter prizisionsonkologischer Studien II

Publikation Diagnostik Pat.(n)  Pat. mit BM! Prizisions- ORR? SD3 PFS/TTF 3 oS3 PFS2/1
kohorte 2 (%) (Monate) (Monate) (Monate) Ratio >1.3 3 (%)

n % n %

Dalton et al. 2017 [40] Panel-Seq. 155 132 85 28 21 k. A. k. A. 5.0 k. A. k. A.

Sohal et al. 2015 [41] Panel-Seq. 223 109 49 24 22 k. A. k. A. k. A. k. A. k. A.

Johnson et al. 2015 [42] Panel/RNA-Seq. 103 86 83 18 21 22 28 k. A. k. A. k. A.

Radovich et al. 2016 [43] Panel-Seq., IHC, FISH 1687 44 26 44 100 k. A. k. A. 2.8 vs 1.6 k. A. 432 vs 5.3

Stockley et al. 2016 [44] Panel-Seq. 1640 su.® su.® k. A. k. A. 19 vs 9 k. A k. A. 16 vs 13 k. A.

Schwaederle et al. 2016 [45]  Panel-Seq. 347 180 52 87 48 k. A. k. A. 4 vs 3 12.7 vs 124 453 vs 193

Von Hoff et al. 2010 [46] MA, IHC, FISH 86 84 98 66 79 10 k. A. k. A. 5 27

Trédan et al. 2017 [47] Panel-Seq., CGH 1826 940 52 101 11 17 34 2.8 k. A. k. A.

Cobain et al. 2017 [48] WES, RNA-Seq. >500 360 72 k. A. k. A. k. A. k. A. k. A. k. A. k. A

Hoefflin et al. 2018 [49] WES, RNA-Seq., [HC 172 104 61 33 32 33 24 k. A. n.e. 57.1

Basse et al. 2018 [50] Panel-Seq., IHC, CGH 442 207 47 45 22 11 k. A. k. A. k. A. k. A.

Median ° 325 50.5 34 17 24 32 114

Anmerkungen:

Die Tabelle wurde in modifizierter Form aus Lamping et al. [62] iibernommen.

! Patient*innen mit angehbarer oder pridiktiver Alteration (Biomarker).
2 Die Angaben beziehen sich auf Patient*innen mit Biomarker.
® Die Angaben beziehen sich auf prizisionsonkologisch behandelte Patient*innen oder auf priizisionsonkologisch vs. konventionell behandelte Patient*innen, sofern in der
angegebenen Studie durchgefiihrt.

"Daten verfiigbar fiir n=110 Patient*innen

8 Die Autor*innen untersuchten zwei Panels fiir urotheliale vs. non-urotheliale Tumore

° Die Angaben beziehen sich kumulativ auf Tab. 12.1 und 12.2 und zeigen ausschlieBlich die Patient*innen der Priizisionskohorten

BM, Biomarker; CGH, komparative Gen-Hybridisierung; FISH, Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung; IHC, Immunhistochen.l.ie; k. A., keine Angabe; MA, Mikroarray;
ORR, Ansprechrate; OS, Gesamtiiberleben; Panel-Seq., Panel-Sequenzierung; Pat., Patient*innen; PFS, progressionsfreies Uberleben; RNA-Seq, RNA-Sequenzierung;
SD, stabile Erkrankung; TTF, Zeit bis zum Therapieversagen; vs, versus; WES, Exom-Sequenzierung
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Durch Anwendung des Arbeitsalgorithmus konnte fiir 63 von 70 Patient*innen mit verfiigbaren
Analysedaten mindestens eine molekular passende TO priorisiert werden, dies entspricht einer
Empfehlungsrate (ER) von 90% (63% der Gesamtkohorte). Diese ist im Vergleich zu einem
Median von 50.5% in den aufgefiihrten Vergleichsdaten deutlich hoher und ist unter anderem
moglicherweise auf die hohe Anzahl von WES/RNA-Seq Datensétzen zuriickzufiihren. Durch
breite Analysen dieser Art konnten durch die umfangreichen Sequenzierdaten eine hdohere
Gesamtzahl Biomarker, zelluldrer Signalwege und Detektionsebenen analysiert und seltene
Zielstrukturen oder Biomarker identifiziert werden, welche iiblicherweise in der Mehrzahl der
angewandten Panels nicht interrogiert werden. Dies resultierte in einer hdheren Zahl vermuteter
oder bereits klinisch validierter Biomarker und daraus folgend einer vergleichsweise hohen ER.
Dieser Zusammenhang spiegelte sich ebenso in der Verteilung der EvL wider: 31.1% der
insgesamt 161 priorisierten TO basierten auf einem préklinischen EvL (Tab. 7). Zwar waren die
Biomarker dieser TO zum Zeitpunkt der Annotation ausschlielich préklinisch untersucht worden,
so waren fiir diese jedoch héufig bereits klinisch zugelassene Substanzen verfiigbar, sodass diese
Annotationen in der Diskussion der MTK bertiicksichtigt wurden.

Das von der MTK initiierte molekulare Profiling war fiir n=30 Patient*innen nicht erfolgreich und
somit konnte keine Annotation und TO-Priorisierung in der MTK erfolgen. In der untersuchten
Kohorte war dies am héufigsten auf einen zu geringen TZG der Tumorproben zuriickzufiihren
(n=9/30, 30%). Fiir 8 dieser Patient*innen wurde ein interventioneller Ansatz (d.h. bildgestiitzte
Punktionen) der Probenakquise verfolgt, was eine Unterlegenheit dieser Vorgehensweise
suggeriert. Dies wirft die Frage auf, ob fiir diagnostische Pipelines wie WES/RNA-Seq eine
chirurgische Frischprobengewinnung vorzuziehen oder sogar zwingend angezeigt ist. Im Kontext
der zumeist fortgeschrittenen Erkrankungsstadien, der hdufig intensiven Vortherapie (und damit
auch Operationen) sowie der mehrheitlich vorliegenden Komorbidititen der Patient*innen

gewinnt diese Frage im prizisionsonkologischen Diskurs eine grundlegende Bedeutung.

Die TR von 62% (n=39/63, 39% der Gesamtkohorte) ist im Vergleich zu einem Median von 34%
in publizierten Daten deutlich hoher (Tab. 12.1, 12.2). Die Mehrheit der Patient*innen (n=32/39,
82%) erhielt die zielgerichtete Therapie im Sinne eines off-label-Einsatzes, was einerseits die
Heterogenitét der Biomarker reflektiert, andererseits jedoch eine hohe Akzeptanz der Annotation
und Priorisierung der TO seitens der Kostentriger aufzeigt.

Dennoch erscheint die TR von 62% im Vergleich zu der vergleichsweise hohen ER von 90% eher
moderat. Diese reduzierte Umsetzung der priorisierten TO war am hdufigsten durch eine rasche

klinische Zustandsverschlechterung der Patient*innen bedingt. Dies veranlasste die behandelnden
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Arzt*innen entweder zur raschen Initiierung einer anderen als die von der MTK priorisierten TO
oder fiihrte im ungiinstigsten Falle dazu, dass von einer systemischen Therapie gidnzlich abgesehen
und Therapiekonzepte der Symptomkontrolle und -linderung (d.h. Palliation) vorgezogen wurden.
Hierdurch wird ersichtlich, dass die sorgféltige Selektion der Patient*innen vor Einschluss in
préazisionsonkologische Diagnostik- und Therapieprogramme einen essentiellen Aspekt der
Implementation darzustellen scheint. Bezogen auf den individuellen Krankheitsverlauf eines/r
Patient*in sollte hier zusitzlich der Zeitpunkt der Initiation priazisionsonkologischer Bemiihungen
diskutiert werden. Zwar gehort die Diagnostik und ggf. gezielte Therapie mit zugelassenen
Substanzen bei bereits etablierten Biomarkern, z.B. Screening auf Fusionen in ALK (engl.
»anaplastic lymphoma kinase®) und ggf. Behandlung mit ALK-Inhibitoren beim NSCLC
mittlerweile zum Versorgungsstandard erstdiagnostizierter Patient*innen an onkologischen
Spitzenzentren, dennoch existiert derzeit keine Leitlinie oder ein wissenschaftlicher Konsens
dariliber, wann und wie ein iiber die Standarddiagnostik hinausgehendes, extensives Profiling
idealerweise anzugehen ist, wie es in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt und beschrieben wurde
(s. Kap. 3.2, [81, 82]).

Im Vergleich zu einem Median von 100% (r: 6-100%, n=17 Publikationen) in den aufgefiihrten
Arbeiten erhielt nur ein Patient der vom Verfasser untersuchten Kohorte die priorisierte TO im
Rahmen einer klinischen Studie. Dies ist vor allem darauf zuriickzufiihren, dass in der MTK eine
insgesamt sehr heterogene Patientenkohorte mit teilweise seltenen Primértumoren, Histologien
und Aberrationen diskutiert wurde, was einen systematischen Studieneinschluss erschwerte.
Weiterhin  wurden in der MTK vorsitzlich Patient*innen in diversen klinischen
Gesamtkonstellationen eingeschlossen und diskutiert, um eine breite Verfligbarkeit
prézisionsonkologischer Therapiekonzepte zu ermoglichen. Die Patient*innen in der untersuchten
Kohorte waren zudem aufgrund einer teilweise intensiven Vortherapie bei Vorliegen von
Ausschlusskriterien hédufig fiir einen Studieneinschluss ungeeignet. Im Gegensatz hierzu wurde in
9 der 22 aufgefiihrten Publikationen die prizisionsonkologische Evaluation und Priorisierung
zielgerichteter TO direkt an einen Studieneinschluss gekniipft [30, 33-37, 43, 44, 50]. Einen
weiteren Einflussfaktor stellten ebenso die internationalen sowie Standort-spezifischen
Unterschiede hinsichtlich der Verfiigbarkeit von Phase 1- und Biomarker-stratifizierten
Basketstudien dar. Diese sind fiir eine prospektive und systematische klinische Evaluation
pradiktiver Biomarker essentiell. Erwdhnenswerterweise wurden einige der genannten
Publikationen mit vergleichsweise hoher TR an Zentren mit weit entwickelten Phase-1-Einheiten

durchgefiihrt [31, 34-37, 43, 44].
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Die ORR der Prézisionskohorte betrug 15.4% und war, passend zu einem Median von 17% in den
aufgefiihrten Publikationen, insgesamt moderat. Zwar war sie im direkten Vergleich mit der
konventionellen Kohorte fast doppelt so hoch (15.4% vs. 8.4%), iibertrug sich jedoch nicht in ein
verldngertes PFS (66 Tage (2.2 Monate) vs. 94 Tage (3.1 Monate)). Im direkten Vergleich zu
einem Median von 3.2 Monaten in den aufgefiihrten Arbeiten war das PFS der Prézisionskohorte
kiirzer (Tab. 12.1, 12.2).

Ein moglicher Einflussfaktor lag moglicherweise darin, dass die Patient*innen der
konventionellen Kohorte in der Regel Pharmaka erhielten, welche in der jeweiligen
Krankheitssituation zugelassen waren und sich hierdurch eine schnellere Therapieinitiierung
ermoglichte. Fiir die Patient*innen der Prazisionskohorte ergab sich durch die Beantragung der
Kosteniibernahme im Sinne des off-label-Einsatzes zwangsweise eine zeitliche

Therapieverzégerung.

Die PFS2/1 Ratio >1.3, welche die Patient*innen durch Vergleich mit dem PFS der vorherigen
systemischen Therapie (PFS1) als interne Kontrollen darstellt, wurde fiir n=7 Publikationen
angegeben und betrug im Median 44% (r: 27-75%). Die Ratio der Prézisionskohorte in der
vorliegenden Arbeit war geringer (27.3%), war im Vergleich zur konventionellen Kohorte jedoch
doppelt so hoch: 27.3% vs. 14.3%. Die unmittelbar vor MTK-Inklusion erhaltenen systemischen
Therapien wurden in einer meist fortgeschrittenen und intensiv  vortherapierten
Erkrankungssituation verabreicht. In dieser klinischen Konstellation erzielen Therapieversuche
mit weiteren antineoplastischen Therapeutika grundsétzlich nur geringe ORRs und ein sehr kurzes
PFS. Eine derartige Uberlegenheit im Vergleich zur unmittelbar zuvor applizierten Therapie ist
daher ein motivierendes Ergebnis. An dieser Stelle ist zu bemerken, dass fiir die Ratio nur fiir

wenige Patient*innen Daten vorlagen, sodass ein gewisser Bias anzunehmen ist.

Sieben Patient*innen der Préizisionskohorte erhielten eine von der MTK priorisierte
Kombinationstherapie (s. Kap. 5.7.2). Diese Subgruppe wies eine auffillig hohe ORR von 57.1%
sowie eine bemerkenswerte CBR von 85.7% auf. Weiterhin war das mediane PFS von 6.0
Monaten im Vergleich zur gesamten Prézisionskohorte (2.2 Monate) und zu zitierten Arbeiten (3.2
Monate) deutlich langer. Auch die PFS2/1 Ratio >1.3 war hoher (57.1% vs. 14.3% konventionell
bzw. vs. 44% in publizierten Daten).

Diese Daten suggerieren eine Uberlegenheit kombinierter, systemischer Therapiekonzepte
gegeniiber monotherapeutischen Ansédtzen. Zwar zeigen einige Tumore eine gewisse

Abhidngigkeit von einzelnen protoonkogenen Alterationen (engl. ,,oncogene addiction®), wie
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beispielsweise RET- oder NTRK-Rearrangements [24, 77], jedoch sind in den allermeisten
Neoplasien zahlreiche und interferierende protoonkogene Alterationen nachweisbar und eine
Vielzahl  pro-proliferativer  Signalwege iiberaktiv [9]. Weiterhin konnen  durch
kombinationstherapeutische Ansitze moglicherweise antizipierte, sekundére
Resistenzmechanismen verhindert oder verzogert werden.

Diese Uberlegungen sind bereits als Standard in der gezielten Therapie einiger Tumorentititen
implementiert. So stellen die im August 2011 bzw. Mai 2013 zugelassenen BRAF-Inhibitoren
Vemurafenib und Dabrafenib bei Patient*innen mit fortgeschrittenem und/oder metastasiertem,
BRAF p.V600OE/K mutiertem malignen Melanom die Standardtherapie dar, jedoch war der
Therapieerfolg seither durch die rasche Entwicklung von Resistenzen limitiert, beispielsweise
durch sekundidre Amplifikationen in BRAF [83]. Die BRAF-Inhibition wurde daher im Rahmen
der Erstlinienbehandlung standardméfBig um eine MEK-Inhibition (engl. ,,mitogen-activated
protein kinase kinase 1) mit Cobimetinib oder Trametinib erweitert, da sich dieses Target im
MAPK-Signalweg (engl. ,,mitogen-activated protein kinase*) unterhalb, also ,,downstream®, von
BRAF befindet und somit eine deutliche Verldngerung von ORR, PFS und OS erreicht wird [84].
Encorafenib, ein neuerer BRAF-Inhibitor, wurde daher im Rahmen der Erstzulassung im Juni 2018
direkt in Kombination mit dem MEK-Inhibitor Binimetinib zugelassen [85].

Zusitzlich konnen durch systemische Kombinationstherapien moglicherweise diverse
mechanistische Effekte reziprok verstirkt werden. Eine Inhibition von MEK im MAPK-Signalweg
verstérkt beispielsweise die membrandre Expression von MHC I (engl. ,,major histocompatibility
complex*) und PD-L1, sodass eine gesteigerte Wirksamkeit von ICI zu erwarten ist, wenngleich
die klinische Signifikanz dieser Therapiekombinationen derzeit noch in klinischen Studien

untersucht wird und bisher lediglich priklinische Daten vorliegen [86, 87].

In der Prazisionskohorte konnte keine Assoziation hinsichtlich der zugrunde gelegten EvL und
dem Behandlungsergebnis der Patient*innen beobachtet werden, wenngleich das EvL der meisten
Patient*innen mit Therapieansprechen klinischer Natur war, d.h. EVL 1 oder 2. Hier ist jedoch zu
klarifizieren, dass die kleine Kohorte erneut keine stichhaltigen Schlussfolgerungen zuldsst. Dieses
Ergebnis hebt weiterhin den experimentellen Charakter und die bisher unklare Relevanz
préklinischer Biomarker im prizisionsonkologischen Kontext hervor.

In drei veroffentlichten Meta-Analysen derselben Forschungsgruppe konnte eine signifikante
Uberlegenheit genomischer Biomarker im Vergleich zu transkriptomischen und/oder
proteomischen Biomarkern hinsichtlich des Behandlungserfolges gezeigt werden [88-90]. Diese

Assoziation konnte in der vorliegenden Arbeit nicht reproduziert werden (s.0.), was womdglich
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erneut auf die vergleichsweise kleine Patientenkohorte zuriickzufiihren war. Dennoch wurden
durch die Anwendung umfassender Analysen wie WES/RNA-Seq und damit Inklusion mehrerer
Detektionsebenen im Median n=3 TO pro Patient*in priorisiert, wihrend diese bei Patient*innen
mit Panel-Seq (genomische Detektionsebene) n=2 betrug. Somit kann eine Uberlegenheit der
breiten Sequenzierung hinsichtlich der Zahl der priorisierten TO pro Patient*in angenommen
werden. Es muss aber untersucht werden, inwieweit durch breitere Diagnostik die Umsetzung in
erfolgreiche Behandlungsstrategien tatsdchlich beeinflusst wird. Dariiber hinaus ist dieses Feld
sehr dynamisch, da die diagnostischen Panels in der Zahl und Art der getesteten Alterationen rasch
grofler werden und andererseits die molekular gezielten Therapeutika stetig weiterentwickelt

werden, zum Beispiel Alpelisib als effektiver viertgenerations-PI3K-Inhibitor [91].

Im Allgemeinen sind prézisionsonkologische Ansdtze durch die nicht immer zweifelsfrei zu
kldrende Onkogenitit und zellbiologische Relevanz einer detektierten Alteration limitiert. Dies
trifft insbesondere auf nicht-synonyme Punktmutationen zu, welche zwar eindeutig in einem
Aminosédureaustausch resultieren, deren funktionelle Konsequenz auf Proteinebene haufig jedoch
lediglich approximiert werden kann. Die Subklonalitdt detektierter Alterationen sowie der hiufig
limitierte TZG der analysierten Tumorproben tragen zur Komplexitdt hinsichtlich der
Abschdtzung onkogener und damit therapeutischer Relevanz ebenso bei.

Weiterhin konnte fiir einige Biomarker eine in Meta-Analysen bereits validierte, aber immernoch
unvollstindig verstandene Relevanz gezeigt werden. Ein Beispiel eines solchen Biomarkers stellt
die Expression von PD-L1 dar. Der PD-1/PD-L1 Signalweg wird von vielen Tumoren als
wichtiger Immuncheckpoint zur effektiven Immunevasion mittels Hemmung der Exekution einer
praexistenten T-Zell-Immunantwort (efferenter Schenkel der Immunantwort) genutzt und stellt ein
Target von ICI dar [92]. Die Expression von PD-L1 geht zwar in Studien zumeist mit einer
erhohten ORR sowie einem klinischen Behandlungsvorteil der behandelten Patient*innen einher,
dennoch garantiert eine Expression ein Therapieansprechen nicht sicher - umgekehrt schlie3t eine
immunhistochemische Negativitidt fiir PD-L1 ein Therapieansprechen nicht aus [92, 93].
Verkomplizierend kommt hinzu, dass es teilweise mehrere pradiktive Marker fiir einzelne
Therapieansdtze geben kann — im Falle der ICI sind dies beispielsweise die TMB, die Dichte der

Tumor-infiltrierenden T-Zellen sowie die Aktivitét Interferon-y-gesteuerter Signalwege [92].

Ebenso existieren Alterationen, deren zundchst vermutete positiv priadiktive Relevanz im Verlauf
der weiteren klinischen Validierung nicht reproduziert werden konnte. Ein solches Beispiel stellen

aktivierende KRAS-Mutationen im MAPK-Signalweg dar. Diese sind in der vorliegenden Arbeit
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unter den hdufigsten Alterationen zu finden, welche zu einer TO-Priorisierung durch die MTK
filhrten (s. Kap. 5.4, Abb. 5). Zum Zeitpunkt des Einschlusses der Patient*innen wurden
aktivierende KRAS-Mutationen in einer klinischen Phase 2-Studie als positiv pradiktiv fiir ein
Ansprechen auf eine Kombinationstherapie mit dem MEK-Inhibitor Selumetinib und dem
Chemotherapeutikum Docetaxel bei Patient*innen mit NSCLC suggeriert [94]. Diese Ergebnisse
konnten in den Folgestudien SELECT-2 (Phase 2) und SELECT-1 (Phase 3) nicht repliziert
werden [95, 96]. Ein dhnliches Beispiel ist der zelluldre Verlust von CDKN2A (engl. ,.cyclin
dependent kinase inhibitor 2A*, p16) im Rahmen einer Behandlung mit CDK4/6-Inhibitoren (engl.
,cyclin D kinase 4/6). In priaklinischen Arbeiten konnte eine gesteigerte zelluldre Vulnerabilitit
bei Vorliegen einer Deletion und/oder Unterexpression von CDKN2A gezeigt werden [97, 98]. In
retrospektiven Biomarkeranalysen klinischer Studien mit CDK4/6-Inhibitoren bei Patientinnen
mit Hormonrezeptor-positiven Mammakarzinomen wurde hingegen bisher kein préadiktiver
Stellenwert gezeigt [99-101].

Vor dem Hintergrund der rapiden Zunahme prézisionsonkologischer Veroffentlichungen und
molekularbiologischer Erkenntnisse unterstreicht dieser Sachverhalt die Notwendigkeit einer
regelméBig aktualisierten Biomarker-Datenbank. Dies wurde in der vorliegenden Arbeit zundchst
durch eine interne Datenbank realisiert, welche im Folgenden in die 6ffentliche Datenbank CIViC
iibertragen wurde, sodass zur (Prd-)Annotation einer detektierten Alteration die jeweilig aktuellste

Datenlage in Betracht gezogen wurde.

Die vorliegende Arbeit unterliegt diversen spezifischen Limitationen. So wurde die Aussagekraft
der vom Autor gezeigten Daten im Wesentlichen durch die vergleichsweise kleine Stichprobe von
n=100 Patient*innen sowie dem damit verbundenem explorativen Charakter der Analyse begrenzt.
Wann immer méglich wurden die Patient*innen in die WES/RNA-Seq Programme eingeschlossen
oder nachrangig einer erweiterten Diagnostik unterzogen, sodass es hinsichtlich der Art des
Profilings zu einem Selektionsbias kam.

Die Gesamtkohorte war vor allem hinsichtlich der Tumorentitdten und Vortherapien heterogen,
sodass die Valididdt der deskriptiven Datenanalyse insgesamt sowie die spezifische
Vergleichbarkeit der beiden therapierten Kohorten limitiert und eine prospektive Fall-Kontroll-
Studie oder ein randomisiertes Design daher nicht moglich waren. Weiterhin wurde ein nicht-
randomisierter ~ Projektansatz ~ gewédhlt, da ein randomisiertes Studiendesign im
prazisionsonkologischen =~ Kontext in  Anbetracht der  zumeist  ausgeschopften
Therapiemoglichkeiten der Patient*innen methodisch und ethisch generell erschwert umsetzbar

ist. Ebenso lag der Patientenauswahl ein weiterer Selektionsbias zugrunde, da die &rztliche
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Zuweisung der Patient*innen an die MTK durch kooperierende klinisch titige Arzt*innen erfolgte
und diese daher keinem standardisierten Procedere hinsichtlich einer Vorauswahl der

Patient*innen unterlag.
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7. Schlussfolgerungen und Ausblick

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ldsst sich schlussfolgern, dass der untersuchte
Arbeitsalgorithmus eine strukturierte Annotation detektierter Alterationen sowie eine Translation
in die klinische Applikation erlaubt. Insbesondere die Unabhingigkeit von der jeweilig
applizierten Analyse und die im Median hohere Anzahl dokumentierter TO fiir WES/RNA-Seq
Patient*innen unterstreicht die klinische Machbarkeit der Inklusion umfassender Profiling-
Techniken in PCM-Therapiekonzepte, wenngleich diese bisher keinen klinischen Vorteil im Sinne
einer Verlangerung des OS erbracht haben. Dennoch ist davon auszugehen, dass die Applikation
diverser Techniken, d.h. ,,Multiomics*“ wie z.B. das Epigenom oder Metabolom, zu einem
umfassenderen Verstindnis tumorbiologischer Grundlagen und zur qualitativen Verbesserung der
personalisierten Therapie im Sinne der Prognose der Patient*innen fithren wird.

Die dadurch steigende Komplexitdt sowie die rasant wachsende Literatur erschweren zunehmend
die bisher gezwungenermaflen héndische (Prd-)Annotation von Alterationen, sodass die
Bemiihungen bioinformatischer Forschungsprojekte an substantieller Bedeutung gewinnen, um
zukiinftig eine integrative und automatisierte Tumorcharakterisierung sowie TO-Priorisierung zu
ermoglichen.

Dariiber hinaus unterstreicht die weiterhin limitierte klinische Umsetzung evidenzbasierter TO die
elementare Bedeutung stratifizierter Basket-Studien, deren Verfiigbarkeit aktuell in Zahl und
Zuginglichkeit in Europa zu gering erscheint. In Anbetracht der vorliegenden Daten der
Patientengruppe mit Kombinationstherapie sollte insbesonders die Zahl und Verfligbarkeit von
Studien zur Testung von Kombinationstherapien gesteigert werden. Eine Ausweitung der
Studienlandschaft zur Steigerung der Therapieumsetzung ist essentiell fiir das erweiterte
Verstindnis der PCM-Ansitze, da eine Qualitdtsanalyse der Interpretation die Anwendung in der

klinischen Situation voraussetzt.

Die vorliegende Arbeit zeigt auch ein grundsitzliches Thema hinsichtlich des Designs kiinftiger
klinischer Studien auf. Bislang wurden alle Studien mit der Hypothese geplant, dass die gesamte
Kohorte von einem molekularen Profiling und gezielten Therapieansdtzen profitiert. Demzufolge
wurden Daten fiir das mediane PFS und OS mit historischen Kontrollen verglichen und das Prinzip
der 1.3-fachen Verliangerung des PFS (PFS2/1 Ratio >1.3, s. Kap. 5.7.1) als Vergleichsmalstab
entwickelt. De facto war es aber in der vorliegenden Arbeit und bei allen PCM-Studien in der

Literatur so, dass bei weniger als der Hilfte der Patienten eine sehr wirksame gezielte TO
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herausgearbeitet werden konnte. Ein alternativer und klinisch relevanter Studienendpunkt konnte
daher sein, den Prozentsatz der Patienten zu ermitteln, die durch molekulares Profiling eine
gezielte, hochwirksame TO bekommen, welche sich durch die jeweilige Standarddiagnostik nicht
ergeben hétte, und deren PFS- und OS-Rate nach definierten Zeitrdumen (z.B. 1 bzw. 2 Jahre) zu
ermitteln. Um hier eine valide Hypothese zu entwickeln miissten mehrere Studien in dieser
Hinsicht re-analysiert werden, was fiir die klinische Weiterentwicklung der PCM relevant sein

konnte.

Weiterhin ist das bisherige OS unter PCM-Therapie in der fortgeschrittenen und/oder
metastasierten Erkrankungssituation nach wie vor limitiert. Dies trifft auch auf mittlerweile gut
charakterisierte, etablierte Biomarker und ihre passenden Therapeutika zu, sodass die klassischen,
sich gegeniiberstehenden Therapieintentionen der Kuration und Palliation perspektivisch um das

Therapieziel der langfristigen Chronifizierung einer Krebserkrankung erweitert werden.
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