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1. Einleitung

Das kolorektale Karzinom (KRK) stellt die dritthaufigste maligne Tumorerkrankung sowohl
weltweit als auch in der Bundesrepublik Deutschland dar (1). GemaR aktueller Daten des
Robert-Koch-Instituts traten in Deutschland im Jahr 2018 33.920 Neuerkrankungen bei
Mannern und 26.710 Neuerkrankungen bei Frauen auf (2). Das mediane Erkrankungsalter
liegt zwischen 72 und 75 Jahren. Die Diagnose von Fernmetastasen erfolgt in etwa 20% der
Falle mit der Tumorerkrankung (synchron), hingegen entwickeln sich bei Patient*innen mit
lokaler Erkrankung in 20-50% der Falle Fernmetastasen (metachron) (3). Die 5-Jahres-
Uberlebensrate eines metastasierten KRK betragt ca. 14% (4). Die aktuelle Mortalitét der
Erkrankung in Deutschland wird mit knapp 24.000 Sterbeféllen pro Jahr angegeben (2).

Die haufigsten Lokalisationen flir Fernmetastasen sind Leber, Lunge und Lymphknoten.
Peritoneum, Knochen und andere Organe sind seltener befallen. Das Risiko fir
Hirnmetastasen steigt mit der Dauer der Therapie und betragt in etwa 10% (5). Die Letalitat
der Erkrankung ist haufig bedingt durch Therapieversagen trotz Kombination von klassischen
zytostatischen Medikamenten mit zielgerichteten Therapien, d. h. gegen tumorspezifische
Rezeptoren/Signalmolekiile gerichtete Antikdrper, Tyrosinkinase-Rezeptoren und Small
Molecules. Durch die Evaluation molekularer Subgruppen, die Entwicklung neuer
Medikamente und den Einsatz interdisziplinarer (d. h. Chirurgie und Strahlentherapie
involvierende) Therapieentscheidungen konnten die Uberlebensraten signifikant gesteigert
werden. In Abhangigkeit der molekularen Subgruppe wird aktuell ein medianes
Gesamtiberleben von 24,5 (RAS-mutierte Tumore) bis Uber 43,4 Monaten (RAS/BRAF-
Wildtyp-Tumore) erreicht (6, 7).

Unter Berlcksichtigung aller Aspekte werden folgende Patientensubgruppen nach der

aktuellen Leitlinie der European Society of Medical Oncology (ESMO) unterschieden (3).

Patienten mit resektabler Erkrankung: Patienten mit resektablen, vorwiegend
Lebermetastasen, wobei die Funktionalitat des verbleibenden Restorgans der entscheidende

limitierende Faktor ist. Durch die Resektion von Metastasen kann eine Verbesserung des 5-
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Jahres-Uberlebens auf bis zu 45% erreicht werden (8). Bei unglinstigen prognostischen
Faktoren (bspw. synchrone Metastasierung, Lebermetastasen > 3, bilobare Erkrankung oder
extrahepatische Erkrankungslast) kann eine perioperative Therapie mit FOLFOX erwogen
werden, wobei sich lediglich ein Vorteil im krankheits-freien, nicht jedoch im Gesamtiberleben
zeigte (9, 10). Liegen diese Kriterien nicht vor, sollte eine primare Intervention der Metastasen
angestrebt werden (8). Eine zielgerichtete peri-operative Chemotherapie bei initial resektablen
Metastasen verbesserte die Prognose der Patienten nicht (11).

Patienten mit potenziell resektabler Erkrankung nach Konversionstherapie: Patienten
mit initial irresektabler Erkrankung, welche unter einer Chemotherapie eine Option zur
sekundaren Intervention erreichen. Die Konversionschemotherapie soll die ,beste
systemische Therapie* umfassen und richtet sich nach der Molekularbiologie und der
Primartumorlokalisation (s. unten). Die individualisierte Intervention oder Folge von
Interventionen sollte in einer interdisziplindren Tumorkonferenz festgelegt werden und umfasst
neben der Resektion auch lokal-ablative Verfahren (RFA, SBRT) sowie intraarterielle
Therapien (SIRT, TACE, HAIC) (12-18).

Patienten mit irresektabler Erkrankung: Patienten mit Erkrankungslast, die auch unter dem
Aspekt eines Therapieansprechens nicht sekundar interventionell adressierbar ist. Die
individualisierte Therapie sollte in Abhangigkeit der Tumorcharakterisierung sowie der
biologischen (Alter, Allgemeinzustand, Komorbiditaten) und sozialen Faktoren des jeweiligen
Patienten in einer interdisziplindren Tumorkonferenz festgelegt werden. Fitte Patienten sollten
eine Chemotherapie-Doublette, in selektiven Fallen ein Triplet, mit monoklonalem Antikérper
erhalten, in Abhangigkeit der Toxizitat und Lebensqualitat unter Therapie. Nicht-fitte Patienten
kénnen mit Fluorpyrimidin und monoklonalen Antikérpern behandelt werden, um die

Lebensqualitat zu verbessern (3, 19).



1.1. Medikamente zur Therapie des irresektablen, metastasierten KRK
Die Therapie des metastasierten KRK basiert auf der Kombination von zytostatischen
Medikamenten und monoklonalen Antikdrpern bzw. Tyrosinkinase-Inhibitoren, in Abhangigkeit

der Molekularpathologie des Tumors sowie der Primartumorlokalisation.

1.1.1. Zytostatika

Die Basis zytostatischer Regime bilden 5-Fluoruracil (5-FU) oder Capecitabin, die als
Pyrimidinanaloga anti-metabolisch agieren (20, 21). In Kombination mit Folinsaure als
kontinuierliche Infusion Uber 46h (,FU/FA“) konnte eine signifikante Verlangerung des
progressions-freien Uberlebens (PFS) bei geringerer Toxizitdt im Vergleich zur Bolus-
Applikation erreicht werden (22). 5-FU, Folinsaure und Irinotecan (,FOLFIRI* bzw. ,CAPIRI*
falls kombiniert mit Capecitabin), ein Topoisomerase-1-Inhibitor, fihrte gegentber FU/FA zur
Steigerung der Remissionsrate auf 41% vs. 23%, einem PFS von 8,6 Monaten und einem
Gesamtiberleben von 20 Monaten (23, 24). Die Kombination von FU/FA mit Oxaliplatin
(,FOLFOX* bzw. ,CAPOX" in Kombination mit Capecitabin), einem Platinderivat, konnte
ebenfalls Remissionsrate und PFS verbessern (25, 26). Die dosislimitierende Toxizitat von
Oxaliplatin in Abhangigkeit der Kumulativdosis ist die Polyneuropathie, sodass sich neben
Dosisreduktion von Oxaliplatin De- und Re-Eskalationsvorgehen bzw. Kkontinuierliche
Erhaltungstherapien etablierten (27-32). Die Kombination aus FU/FA, Irinotecan und
Oxaliplatin (,FOLFOXIRI) gegeniiber FOLFIRI verlangerte das PFS (9,8 vs. 6,9 Monate)
sowie das Gesamtuberleben (22,6 vs. 16,7 Monate) signifikant und wurde mit einer héheren
Rate sekundarer Resektionen assoziiert (15% vs. 6%), allerdings bei deutlich héherer Rate an
schweren Polyneuropathien und Neutropenien (33).

Mit Trifluridin / Tipiracil (TAS102) existiert ein weiteres orales 5-FU-Analogon, welches ab der
Drittlinientherapie des metastasierten KRK nach Progress auf irinotecan- und oxaliplatin-
haltige Schemata eingesetzt wird. Gegenlber alleiniger Supportivtherapie zeigte sich eine
signifikante Verbesserung des Gesamtiiberlebens um 1,1 bis 2,7 Monate in Abhangigkeit der

Subgruppe, sowie eine Verbesserung des PFS um 0,2 bis 1,0 Monate (34).
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1.1.2. Prognostische / pradiktive Biomarker und zielgerichtete Therapien

1.1.2.1.  Antikérper und Tyrosinkinase-Inhibitoren gegen VEGF(R)

Angiogenese ist ein Prozess zur Formation und Erhaltung von BlutgefalRen wahrend der
Embryogenese, der Wundheilung sowie der Inflammation und Tumorgenese (35, 36). Die
Inhibition des vascular endothelial growth factor (VEGF)-Rezeptors bzw. seiner Liganden
VEGF-A und VEGF-B flhrte in praklinischen Untersuchungen zu einer Normalisierung der
tumor-bedingten Hypervaskularisation mit Reduktion des UbermaRigen Sauer- und
Nahrstoffangebots und geregelteren Aufnahme von Zytostatika in die Zelle (37-39). Bislang
existieren keine validierten pradiktiven Biomarker fiir den Einsatz eine anti-VEGF-Therapie.
Bevacizumab ist ein monoklonaler, VEGF-gerichteter Antikérper und wurde 2005 fir den
Einsatz im metastasierten KRK zugelassen. Der Einsatz von Bevacizumab in Kombination mit
Irinotecan, Bolus-5-FU und Folinsdure (IFL) flhrte zu einer Verbesserung des PFS,
Gesamtiberlebens sowie des Therapieansprechens gegeniber IFL alleine (40). In der Erst-
oder Folgelinientherapie fihrte die Kombination von Bevacizumab mit Chemotherapie-
Doublette oder -Triplet gegentiber alleiniger Chemotherapie zur Verbesserung des PFS, nicht
jedoch des Gesamtiiberlebens (41, 42). Im Falle einer Tumorprogress kann Bevacizumab mit
Wechsel des zytostatischen Regimes fortgefiihrt werden (43).

Bei Aflibercept handelt es sich um ein gegen VEGF sowie den placental growth factor (PLGF)
gerichtetes Fusionsprotein, welches in einer Zweitlinientherapie nach Progress auf FOLFOX
in Kombination mit FOLFIRI das Gesamtiberleben signifikant verbesserte (44). Der
monoklonale, gegen VEGF-R2 gerichtete Antikbrper Ramucirumab konnte in Kombination

mit FOLFIRI &hnliche Ergebnisse erzielen (45).

1.1.2.2. RAS-Mutationen und anti-EGFR-Antikorper
Der sog. mitogen activated protein kinase (MAPK) Signalweg gilt als einer der
Hauptsignalwege zur Entstehung des kolorektalen Karzinoms, welcher durch

Ligandenbindung wie Amphiregulin und Epiregulin an den transmembrandsen epidermal
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growth factor receptor (EGFR) aktiviert wird (46). Durch Alterationen von in diesen Signalweg
integrierten Genen wie KRAS oder NRAS kommt es zur kontinuierlichen Aktivierung des
Signalwegs und damit gesteigerter Proliferationsaktivitat der Zellen (47). 50-60% der Tumore
sind RAS-mutiert. RAS-Mutationen sind negative prognostische und pradiktive Biomarker flr
eine anti-EGFR-Therapie (48-52). Mit Sotorasib und Adagrasib existieren die ersten, gegen
das Proteinprodukt einer KRAS G12C Mutation gerichteten small molecules, welche in ersten
Phase I/1I-Studien des schwer vorbehandelten metastasierten KRK eine gute Tolerabilitat und
Effektivitat zeigten (53, 54).

Cetuximab wurde als erster monoklonaler, chimarer Antikdrper zunachst fir den Einsatz im
KRAS Exon 2-Wildtyp, spater fir RAS (KRAS Exon 2-4 und NRAS Exon 2-4)-Wildtyp KRK in
Kombination mit FOLFIRI oder FOLFOX zugelassen (55). Neben der Molekularpathologie ist
auch die Primartumor-Lokalisation entscheidend fir das Therapieansprechen, da Tumore des
rechten Hemikolons (definiert als Tumore des Caecum bis zu den proximalen zwei Drittel des
Colon transversum) trotz RAS-Wildtyp-Status in retrospektiven Untersuchungen mit einem
schlechteren Ansprechen auf Cetuximab assoziiert wurden (7, 56, 57). Dies wurde erklart
durch die geringere Pravalenz der EGFR-Liganden Amphiregulin und Epiregulin sowie
Anreicherung von BRAF V600E-Mutationen, Hypermethylierung und Mikrosatelliteninstabilitat
(58).

Panitumumab ist ein humaner monoklonaler Antikérper gegen den EGFR mit Zulassung in
der Erstlinientherapie in Kombination mit FOLFOX oder FOLFIRI flr das metastasierte RAS-
Wildtyp KRK (59, 60), in Zweitlinientherapie in Kombination mit FOLFIRI (61) oder nach
Versagen von fluorpyrimidin-, oxaliplatin- und irinotecan-haltiger Regime als Monotherapie
(62). Als Erhaltungstherapie in Kombination FU/FA gegenliber FU/FA alleine kam es zu einer
Verlangerung PFS nach dreimonatiger Induktionstherapie mit Panitumumab und FOLFOX
(63). Die Kombination mit FU/FA ist hierbei einer Panitumumab-Monotherapie Uberlegen (64).
Die PARADIGM-Studie zeigte dariber hinaus als erste Studie prospektiv, dass eine
linksseitige Primartumor-Lokalisation fiir die Effektivitat von Panitumumab entscheidend ist

(65).



1.1.2.3. BRAF V600E-Mutation und Inhibition

Das RAF-Protein ist im MAPK-Signalweg dem RAS-Protein nachgeschaltet (66). BRAF-
Mutationen treten mit einer Pravalenz von 6-10% auf und lassen sich in drei Klassen
unterteilen (67, 68). Wahrend Klasse | Mutationen (BRAF V600D, E, K, R) am Haufigsten
auftreten, die hochste Kinaseaktivitdt aufweisen und prognostisch unglnstig mit einem
Gesamtiberleben von ca. 12 Monaten sind (52), zeigen die selteneren Klasse Il und Il
Mutationen eine wesentlich geringere Kinaseaktivitat und bessere Prognose (67-69).

Encorafenib ist ein BRAF-gerichteter Tyrosinkinase-Inhibitor, der in Kombination mit
Cetuximab flr die Zweitlinientherapie des BRAF V600E mutierten metastasierten KRK nach
Versagen einer vorherigen Strategie zugelassen wurde (70). Es zeigte sich ein signifikant
verbessertes Therapieansprechen, PFS und Gesamtlberleben fir Cetuximab/Encorafenib mit
und ohne den MEK-Inhibitor Binimetinib gegeniber einer Standard-Chemotherapie mit
FOLFIRI+Cetuximab. Die Vertraglichkeit der Doublette war mit gleicher Effektivitat zur Triplette

jedoch deutlich héher (70).

1.1.2.4. Mikrosatelliten-Instabilitidt und Checkpoint-Inhibition durch PD-(L)1
Antikorper und CTLAA4-Inhibitoren

Mikrosatelliten-Instabilitdt (MSI) kommt bei ca. 5% aller metastasierten KRK vor und ist
definiert als Ausfall der DNA-Mismatch-Repair-Gene MLH1, MSH2, MSH6 und PMS2
basierend auf Mutationen oder entsprechender Methylierung der Genregion (71). Hierdurch
kommt es zur UbermaRigen Anhaufung von Mutationen in der Tumor-DNA (sog. tumor
mutational burden, TMB), welche als Neo-Antigene durch Immunzellen erkannt werden
kénnen. Eine gezielte Therapie durch gegen den sog. programmed death 1 (PD-1) Rezeptor
bzw. dessen Liganden PD-L1 hebt in diesen Tumoren des KRK die tumorbedingte T-Zell-
Erschépfung auf und flhrt zu einer antineoplastischen Immunantwort (72).

Pembrolizumab ist ein monoklonaler PD-71-Antikérper und wurde im hochgradig

mikrosatelliten-instabilen (MSI-H, definiert als gesicherter Ausfall zweiter Mismatch-
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Reparaturgene) metastasierten KRK als Erstlinientherapie (73) sowie nach Vorbehandlung mit
einer fluorpyrimidin-haltigen Therapie zugelassen (74). Gegentber der Standardtherapie mit
FOLFOX oder FOLFIRI mit Cetuximab oder Bevacizumab in Erstlinie zeigte sich eine
signifikante PFS-Verlangerung auf 16 Monate. Die Daten des Gesamtiiberlebens sind
allerdings noch nicht ausgereift (73). Mit einem Therapieansprechen von 33% und einem
Gesamtiberleben von 31,4 Monaten wies die Immuntherapie eine signifikante Verbesserung
zu alternativen Drittlinientherapie-Optionen wie TAS102 auf (74).

Der PD-1-Antikérper Nivolumab ist bislang nur in Kombination mit dem CTLA4-Antikdrper
Ipilimumab im MS/-H metastasierten KRK nach vorheriger fluorpyrimidin-haltiger Therapie
zugelassen. Aktuelle Daten der Phase-Il Checkmate-142 Studie zeigen in Erstlinientherapie
ein Therapieansprechen von 69%. Allerdings ist auch die Rate an Grad-3-Toxizitaten mit 22%
(Erstlinie Nivolumab/Ipilimumab) bzw. 30% (Folgelinie Nivolumab/lpilimumab) gegenuber

einer Monotherapie erhéht (75).

1.1.2.5. NTRK- und HER2/neu-Inhibition

Ein Fusion der Tropomyosin-Rezeptor-Kinase (TRK) - Gene NTRK1, NTRK2 oder NTRK3 wird
in 0,5% aller metastasierten KRK diagnostiziert (76). Aufgrund hoher Kosten flr
Sequenzierungsverfahren in der Routinediagnostik empfiehlt die ESMO Leitlinie ein Screening
via Immunhistochemie, gefolgt von einer Bestatigung durch Sequenzierungsanalyse (3). Eine
zielgerichtete Therapie kann mit Larotrectinib oder Entrectinib erfolgen und fiihrte in zwei
Basket-Studien ausgepragt vorbehandelten soliden Tumore mit positiver NTRK-Fusion zu
einem Therapieansprechen von 57 bzw. 79% fur 10,0 Monate (77, 78).

Der HER2/neu-Rezeptor wird durch das ERBB2-Gen kodiert und zahlt mit dem EGFR, HER3
und HER4 zur Familie der HER-Rezeptoren (46). HER2/neu formt bei Ligandenbindung ein
Heterodimer mit HER3 und aktiviert die nachgeschalteten MAPK sowie Phosphatidyl-Inositol-
3-Kinase (PI3K) Signalwege (79). Eine UbermaRige Expression tritt in ca. 5 % aller Patienten
mit metastasierten KRK auf. Wahrend Monotherapien keine Effektivitat zeigten, wurde in der

HERACLES Studie duale HER2/neu-Blockade durch eine Kombination des monoklonalen
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Antikérpers Trastuzumab mit dem Tyrosinkinase-Inhibitor Lapatinib in stark vorbehandelten,
HERZ2/neu-positiven bzw. amplifizierten KRAS-Wildtyp-Tumoren mit einem verlangerten
Gesamtiberleben und PFS assoziiert (80). Diese Ergebnisse wurden fir die Kombination der
Antikérper Trastuzumab und Pertuzumab bestatigt. Der positive Effekt einer HER2/neu-
Blockade war jedoch auf (K)RAS-Wildtyp-Tumore beschrankt (81). Das sog. Antibody-Drug-
Conjugate Trastuzumab-deruxtecan, ein Molekil aus dem o.g. Antikdrper und einem
Topoisomerase-Inhibitor, welcher nach intrazellularer Aufnahme seine Wirkung entfaltet,

fuhrte in ausgepragt vorbehandelten Patienten zu einem Therapieansprechen von 45,3% (82).

1.2. Therapiealgorithmen des metastasierten RAS/BRAF-Wildtyp, RAS-mutierten
sowie BRAF V600E-mutierten KRK

Unter Zusammenfassung der bisherigen Erkenntnisse ergeben sich daher in Abhangigkeit der

Molekularpathologie und Primartumorlokalisation individuelle Therapiealgorithmen, auf die im

Nachfolgenden kurz eingegangen werden soll.

1.2.1. RAS/BRAF-Wildtyp-Tumore
Sofern sich keine RAS- oder BRAF V600E-Mutationen nachweisen lassen, wird in der
Erstlinientherapie linksseitiger Primartumore die Anwendung einer Chemotherapie-Doublette
mit anti-EGFR-Antikérpern empfohlen (65, 83-85). Die Anwendung von Chemotherapie-
Triplets mit anti-EGFR-Antikérpern in linksseitigen RAS-Wildtyp-Primartumoren ist nicht
effektiver als eine Doublette (86, 87). In rechtsseitigen Primartumoren konnte keine
Verlangerung des PFS oder des Gesamtlberlebens durch die Hinzunahme von anti-EGFR-
Antikérpern beobachtet werden, jedoch ein besseres Therapieansprechen. In Einzelfallen,
bspw. zur Konversionstherapie, kann daher der Einsatz von anti-EGFR-Antikérpern in
rechtsseitigen Primartumoren erwogen werden (7, 84, 88). Die Standardtherapie rechtsseitiger
RAS-Wildtyp-Tumore umfasst anti-VEGF-Antikérper mit Chemotherapie-Doublette oder -

Triplet (6, 89-91). Die Kombination von anti-EGFR- und anti-VEGF-Antikorper zeigte keinen
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Vorteil im Hinblick auf PFS, Gesamtliberleben oder Therapieansprechen gegeniiber anti-
VEGF-Antikérpern alleine (92, 93).

In der zweiten Therapielinie sollte ein Wechsel des zytostatischen Regimes (d.h. FOLFIRI zu
FOLFOX respektive FOLFOX zu FOLFIRI) erfolgen, sowie eine anti-VEGF-gerichtete
Therapie (43). Linksseitige Tumore ohne Erstlinientherapie mit anti-EGFR-Antikdrper kdnnen
diesen in der Zweitlinie erhalten (94, 95).

In der Drittlinie stehen die Optionen TAS102, eine Re-Challenge mit anti-EGFR-Antikérpern
nach vorherigem Therapieansprechen, oder Regorafenib zur Verfligung, wobei Regorafenib

den Zulassungsstatus in Deutschland verloren hat (34, 96-98).

1.2.2. RAS-mutierte Tumore

RAS-mutierte Tumore sollten ungeachtet der Primartumorlokalisation in Erstlinie mit einer
Chemotherapie-Doublette oder -Triplet in Kombination mit einem anti-VEGF-Antikoérper
behandelt werden (3). Die Kombination von Bevacizumab mit FOLFOXIRI im Vergleich zu
FOLFIRI verbesserte das PFS, Gesamtliberleben und Therapieansprechen (91). Nach einer
De-Eskalation auf eine Erhaltungsstrategie war die Re-Challenge mit FOLFOXIRI dartber
hinaus effektiver als eine Sequenz zweier Doubletten (FOLFOX gefolgt von FOLFIRI) (99).

In Zweitlinie kann bei Wechsel des Chemotherapie-Regimes die Fortflhrung von
Bevacizumab erfolgen (43). Nach Erstlinientherapie mit FOLFOX+Bevacizumab besteht auch
die Moéglichkeit der Anwendung von FOLFIRI+Ramucirumab bzw. Aflibercept (44, 45).

Die Dirittlinientherapie umfasst TAS102 oder Regorafenib (34, 97, 98).

1.2.3. BRAF V600E-mutierte Tumore
BRAF V600E mutierte Tumore sollten in Erstlinie mit einer Chemotherapie-Doublette, oder —
bei hohem Remissionsdruck — mit einem Triplet sowie einem anti-VEGF-Antikdrper behandelt
werden (6, 51, 100-103). Die Kombination aus Triplet und anti-EGFR-Antikérper zeigte ein
niedrigeres PFS im Vergleich zu anti-VEGF-Antikérpern bei jedoch gleichem
Therapieansprechen und Gesamtiberleben (104). In der Zweitlinientherapie wird die

Applikation von Cetuximab+Encorafenib empfohlen (70, 105).
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Die Drittlinientherapie entspricht den oben genannten Situationen.

1.3. Zielsetzung

Obwohl prognostische und pradiktive Biomarker die Therapie des metastasierten KRK
signifikant verbessert haben, liegt jedoch auch bei bestmdglicher Stratifizierung der Patienten
nach RAS-Wildtyp-Status und linksseitiger Primartumorlokalisation unter empfohlener
Therapie mit Chemotherapie-Doublette und anti-EGFR-Antikérper ein Therapieansprechen
von 80% vor, wodurch jeder flinfte Patient keine signifikante Reduktion seiner Tumorlast erlebt
(65). Eine plausible Erklarung hierfir stellen moglicherweise weitere primare (d.h., vor Beginn
einer Therapie vorliegende) und sekundare (d.h. sich im Verlauf der Therapie entwickelnde)
Resistenzmechanismen dar, welche nicht durch den aktuellen diagnostischen Standard einer
DNA-Mutationsanalyse der Gene RAS und BRAF, sowie Testung auf Mikrosatelliteninstabilitat
und HERZ2/neu- bzw. NTRK-Expression abgebildet werden. Die Unterteilung der
Primartumorlokalisation nach Seite ist dartiber hinaus auch méglicherweise zu grob und wirde
von einer differenzierteren Charakterisierung der einzelnen Primartumorlokalisationen
profitieren. Die nachsten rationalen Schritte waren demnach eine Identifizierung zusatzlicher
Biomarker basierend auf einer mMRNA-Genexpression, die Erfassung weiterer DNA-basierter
Biomarker mit mdglicherweise pradiktiver Relevanz inklusive Beobachtung Uber den
Therapieverlauf und eine nahere molekularbiologische Charakterisierung von
Primartumorlokalisationen.

Dieses Habilitationsprojekt setzte sich daher folgende Ziele:

1. Evaluation neuer Biomarker basierend auf Einzelgen-mRNA-Expression im Hinblick
auf deren prognostische und pradiktive therapeutische Relevanz fir anti-EGFR- und
anti-VEGF-Antikorper

2. Ableitung von molekularen Subtypen basierend auf MRNA-

Genexpressionssignaturen (z.B. anhand der sog. consensus molecular subtypes,
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CMS) mit Evaluation als prognostischer und pradiktiver Biomarker im Hinblick auf eine
Therapieintensitat

Optimierung der individuellen Therapie durch Prazisionsonkologie mit Integration
bekannter und neuer DNA-basierter Biomarker zusammen mit Kklinischen
Patientencharakteristika inklusive Primartumorlokalisation

Longitudinales Monitoring von DNA-basierten Biomarkern tber den Therapieverlauf

der Patient*innen und Assoziation mit der individuellen Prognose

Hierflr standen die Daten und das Tumormaterial von insgesamt 1.677 Patienten der

folgenden klinischen, randomisierten Studien zur Verfligung:

FIRE-1: Erstlinie mKRK (Phase-Ill):

FUFIRI vs. modifiziertes Irinotecan + Oxaliplatin (mlIrOx) (106)

CIOX (AIO-KRK 0104): Erstlinie mKRK (Phase Il):

CAPIRI + Cetuximab vs. CAPOX + Cetuximab (107)

FIRE-3 (AlIO-KRK 0306): Erstlinie KRAS Exon 2 Wildtyp mKRK (Phase-IIl)

FOLFIRI + Cetuximab vs. FOLFIRI + Bevacizumab (108)

XELAVIRI (ML22011; AlO-KRK 0110): Erstlinie mKRK (Phase-IIl)

Fluorpyrimidin + Bevacizumab und sequenzielle Eskalation zu FOLFIRI +
Bevacizumab im Progress vs. initialer Kombinationstherapie FOLFIRI + Bevacizumab

(109)

Die Ergebnisse des Habilitationsprojektes sind im Nachfolgenden aufgefiihrt und werden

jeweils einleitend erlautert.
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2. Originalarbeiten

2.1. Amphiregulin Expression Is a Predictive Biomarker for EGFR Inhibition in
Metastatic Colorectal Cancer: Combined Analysis of Three Randomized
Trials

Amphiregulin und Epiregulin agieren als Liganden des EGFR und aktivieren den
nachgeschalteten MAPK-Signalweg Uber ihre Rezeptorbindung. Die Expression der Liganden
wird Uber autokrine Feedback-Mechanismen reguliert, unter anderem durch eine Aktivierung
von Integrin a6b4 und Methylierung (110, 111). Die Ligandenexpression ist abhangig von der
Primartumorlokalisation, wobei linksseitige Primartumore eine hohe und rechtsseitige
Primartumore eine niedrige Expression aufweisen (58, 112). In mehreren retrospektiven
Analysen von Patienten, die mit Cetuximab oder Chemotherapie behandelt wurden, wurde ein
positiver prognostischer Wert einer hohen gegenuber niedrigen Ligandenexpression
beschrieben (113-117). Aufgrund der Studiendesigns war eine Testung als pradiktiver
Biomarker flr eine anti-EGFR-Therapie jedoch bis zu dem Zeitpunkt unserer Analyse nicht
erfolgt, da ein jeweiliger anti-EGFR-freier Kontrollarm fehlte; weiterhin war die Ubertragbarkeit
von Daten zwischen Studienkollektiven aufgrund methodologischer Unterschiede
(unterschiedliche mRNA-Konzentration, Gerate, Referenzgene) nicht méglich. Dadurch, dass
in unseren Studien FIRE-1, CIOX und FIRE-3 jedoch die AREG- und EREG-Expression zwar
zu unterschiedlichen Zeitpunkten, jedoch mit ahnlicher Methodik und mRNA-Konzentration
gemessen wurde, konnten wir eine gemeinsame Analyse nach Normalisierung der Rohdaten
durchfilhren und den Einfluss einer hohen Expression innerhalb unterschiedlicher
Therapiearme (anti-EGFR plus Chemotherapie, anti-VEGF plus Chemotherapie oder
Chemotherapie alleine) prifen. Prognostisch zeigte sich eine signifikante Verlangerung des
PFS und Gesamtiiberlebens im Falle einer hohen Amphiregulin-Expression, getestet an zwei
Schwellenwerten. Weiterhin beobachteten wir einen signifikanten, positiv pradiktiven Effekt
einer hohen Amphiregulin-Expression fiur die Therapieeffektivitdt von Cetuximab Diese
Analyse stellte das grofte Studienkollektiv bislang in dieser Fragestellung dar (118) (doi:

10.1158/1078-0432.CCR-20-2748).
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Amphiregulin Expression Is a Predictive Biomarker for EGFR Inhibition in Metastatic
Colorectal Cancer: Combined Analysis of Three Randomized Trials.

Stahler A, Stintzing S, Modest DP, Ricard |, Giessen-Jung C, Kapaun C, lvanova B, Kaiser F,
Fischer von Weikersthal L, Moosmann N, Schalhorn A, Stauch M, Kiani A, Held S, Decker T,
Moehler M, Neumann J, Kirchner T, Jung A, Heinemann V.

Clin Cancer Res. 2020 Dec 15;26(24):6559-6567. doi: 10.1158/1078-0432.CCR-20-2748.
Epub 2020 Sep 17. PMID: 32943459
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2.2. First-line fluoropyrimidine plus bevacizumab followed by irinotecan-
escalation versus initial fluoropyrimidine, irinotecan and bevacizumab in
patients with metastatic colorectal cancer - final survival and per-protocol
analysis of the randomized XELAVIRI trial (AlIO KRK 0110)

Vor der Einflhrung monoklonaler Antikérper wurde eine sequenzielle zytostatische
Eskalationsstrategie in mehreren Studien evaluiert, jedoch nicht mit héherer Effektivitat
assoziiert. Der Vorteil dieser Konzepte lag jedoch in der besseren Steuerung der therapie-
assoziierten Toxizitat (119-121). Mit der Einflhrung von Bevacizumab in Kombination mit
Chemotherapie zeigte sich eine Verbesserung des PFS sowie des Gesamtiiberlebens (122).
Die Therapielandschaft veranderte sich zugunsten einer Kombination von monoklonalen
Antikérpern mit Chemotherapie-Regimen und verlie3 das Konzept der sequenziellen
Therapieeskalation. Die XELAVIRI-Studie griff diese Therapieform in der Ara monoklonaler
Antikérper erneut auf und untersuchte als erste Studie die Nicht-Unterlegenheit eines
sequenziellen Therapieeskalations-Konzepts mit Fluorpyrimidin und Bevacizumab gefolgt von
FOLFIRI plus Bevacizumab im Falle eines Progress gegentuber initialer Kombination mit
FOLFIRI plus Bevacizumab (109). Ziel dieser Studie war es unter Anderem, eine auf die
Bedurfnisse der Patient*innen angepasste Therapie anbieten zu kdnnen: intensiver im Falle
einer progredienten Tumorerkrankung und weniger intensiv zur Vermeidung von Toxizitaten
im Falle einer stabilen Erkrankungssituation. Mit der finalen Uberlebens- und Per-Protokoll-
Analyse analysierten wir die Gesamtpopulation und molekulare (RAS/BRAF Wildtyp, RAS-
mutiert und BRAF V600E-mutiert) und altersbezogene (< 70 und > 70 Jahre) hinsichtlich des
primaren Endpunkts ,Zeit bis zum Therapieversagen® und der sekundaren Endpunkte PFS
und Gesamtiberleben. Es zeigte sich weiterhin eine knapp verfehlte Nicht-Unterlegenheit der
sequenziellen Therapie im Hinblick auf den primdren Endpunkt in der kompletten
Studienpopulation. Jedoch wurde eine formale Nicht-Unterlegenheit einer sequenziellen
Therapie in RAS-mutierten Tumoren und Patienten > 70 Jahre beobachtet, sodass klinische
und molekularpathologische Charakteristika in die patienten-individuelle Therapie integriert
werden sollten flr eine bestmoégliche Vertraglichkeit und Effektivitat (123) (doi:

10.1016/j.ejca.2022.06.019).
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First-line fluoropyrimidine plus bevacizumab followed by irinotecan-escalation versus initial
fluoropyrimidine, irinotecan and bevacizumab in patients with metastatic colorectal cancer -
Final survival and per-protocol analysis of the randomised XELAVIRI trial (AIO KRK 0110).

Stahler A, Modest DP, Fischer von Weikersthal L, Kaiser F, Decker T, Held S, Graeven U,
Schwaner |, Denzlinger C, Schenk M, Kurreck A, Heinrich K, GieRen-Jung C, Neumann J,
Kirchner T, Jung A, Stintzing S, Heinemann V.

Eur J Cancer. 2022 Sep;173:194-203. doi: 10.1016/j.ejca.2022.06.019. Epub 2022 Aug 5.
PMID: 35940054
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2.3. Consensus molecular subtypes in metastatic colorectal cancer treated with
sequential versus combined fluoropyrimidine, bevacizumab and
irinotecan (XELAVIRI trial)

Neben DNA-basierten Biomarkern interessierte auch der Einfluss der Consensus Molecular
Subtypes (CMS) 1-4 im Hinblick auf den prognostischen Einfluss und die notwendige
Therapieintensitat in der XELAVIRI-Studie. Die CMS wurden 2015 als einheitliche
Klassifikation von vier molekularen Untergruppen des KRK aus mehreren
Vorlauferklassifikationen deriviert und umfassen CMS1 als Immuntyp, welcher mit BRAF
VB600E-Mutationen assoziiert wurde und einer hohen Rate an MS/-H Tumoren, CMS2 als
kanonischen Typ, welcher mit einer Aktivierung des [3-Catenin-Signalwegs einhergeht, CMS
als metabolischen Subtyp, welcher jedoch im metastasierten Stadium unterreprasentiert ist
und CMS4 als mesenchymalen Subtyp, der eine starke Assoziation mit bindegewebigen
Tumor-Microenvironment und TGFR-Aktivierung aufweist (124). In retrospektiven Analysen
des metastasierten KRK zeigte sich ein signifikanter prognostischer Unterschied bei den
Subgruppen, wobei CM2 und CMS4 als prognostisch glinstig und CMS1 als prognostisch
ungunstig beschrieben wurden (125-127). Die pradiktive Aussagekraft ist umstritten, da die
Ergebnisse zwei Studien mit ahnlichem Design widersprichliche Ergebnisse aufwiesen (125,
126). Eine genaue Erklarung ist weiterhin ausstehend, jedoch kdnnte die Interaktion von
Chemotherapie-Doublette und Antikérper in den jeweiligen CMS eine Rolle spielen (128). Eine
Herausforderung stellte das Abrufen der CMS-Klassifikation dar, da der originale Ansatz auf
einem Random Forest Classifier von Microarray-Daten beruhte, hier jedoch
Genexpressionsdaten der sog. Nanostring-Plattform mit einer deutlich reduzierten Genzahl
(Microarray: >23.000 Gene; Nanostring PanCancer Progression Panel: 770 Gene) vorlagen.
Wir verwendeten daher analog zur CALGB SWOG 80405 Studie (126) einen re-derivierten
multinomialen Regressions-Classifier, welchen wir auf die originale Klassifikation von Guinney
et al. sowie auf vorbekannte Microarray-Daten der FIRE-3-Studie trainierten (124, 125).
Zusammengefasst zeigten sich die CMS in dieser Analyse nicht als prognostischer, wohl aber

als Biomarker der Therapieintensitat (129) (doi: 10.1016/j.ejca.2021.08.017).
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Consensus molecular subtypes in metastatic colorectal cancer treated with sequential versus
combined fluoropyrimidine, bevacizumab and irinotecan (XELAVIRI trial).

Stahler A, Heinemann V, Schuster V, Heinrich K, Kurreck A, Gielten-Jung C, Fischer von
Weikersthal L, Kaiser F, Decker T, Held S, Graeven U, Schwaner |, Denzlinger C, Schenk M,
Neumann J, Kirchner T, Jung A, Kumbrink J, Stintzing S, Modest DP.

Eur J Cancer. 2021 Nov;157:71-80. doi: 10.1016/j.ejca.2021.08.017. Epub 2021 Sep 8.
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24. Single-nucleotide variants, tumour mutational burden and microsatellite
instability in patients with metastatic colorectal cancer: Next-generation
sequencing results of the FIRE-3 trial

Die translationale Forschung im metastasierten KRK dient unter Anderem dazu, Biomarker fiir
eine Pradiktion der Effektivitat individualisierter Therapien wie monoklonale Antikdrper zu
evaluieren (3). Die Einfliihrung von Next Generation Sequencing (NGS) im Vergleich zu der
vormals verwendeten Pyrosequenzierung steigerte die Sensitivitat der Detektion von DNA-
Mutationen um ein Vielfaches und umfasste nunmehr ganze Genomabschnitte denn einzelne
Genbereiche (130). Hierdurch wurde es mdglich, Hyperselektionen von Patient*innen-
Subgruppen flr die Vorhersage der Therapieeffektivitat einzelner Substanzen durchzufihren
(131). Insofern sollte flr das pratherapeutisch gewonnene Tumormaterial der FIRE-3-Studie
evaluiert werden, ob auch Biomarker jenseits der bekannten RAS- und BRAF V600E-
Mutationen, inklusive der Gesamttumorlast (tumor mutational burden) pro Megabase DNA und
Mikrosatelliteninstabilitat, prognostisch bzw. pradiktiv relevant sind (51, 83). Unsere
Fragestellung umfasste weiterhin die Pravalenz der haufigsten Mutationen und deren
Verteilung im Hinblick auf die Primartumorlokalisation. Es zeigten sich okkulte RAS-
Mutationen, welche vormals durch Pyrosequenzierung nicht detektiert worden waren, sowie
vor allem BRAF non-V600E und SMAD4-Mutationen als neue, prognostische Biomarker des
metastasierten KRK. Im Hinblick auf die Mutationsprofile stellten Tumore des Colon
transversum in unserer Analyse eine eigenstandige Entitat dar, verglichen zu links- und

rechtsseitigen Primartumoren (132) (doi: 10.1016/j.ejca.2020.07.003).
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2.5. Mutational profiles of metastatic colorectal cancer treated with FOLFIRI plus
cetuximab or bevacizumab before and after secondary resection (AIO KRK
0306; FIRE-3)

Durch die Kombination monoklonaler Antikérper mit Chemotherapie-Regimen zeigte sich eine
signifikante Verbesserung des PFS sowie des Gesamtliberlebens, nicht zuletzt auch durch
eine Verbesserung der Rate an sekundaren Resektionen (49, 91, 133). Die aktuellen Leitlinien
empfehlen daher interdisziplindre Therapiekonzepte fiir die Optimierung des
Langzeitiiberlebens (3, 134). Uber 50% der Patient*innen kdnnen primar oder sekundar durch
eine Konversions-Chemotherapie fur lokale Verfahren an Metastasen in Frage kommen (133).
Jedoch fehlen bislang klare Definitionen, wer von einer sekundaren Intervention profitiert.
Diese kann durch die Erfahrung des jeweiligen Chirurgen, durch das Ansprechen auf die
antineoplastische Therapie, aber auch durch molekulare Biomarker wie das Vorliegen einer
BRAF V600E-Mutation, beeinflusst werden (135). Biomarker zur friihzeitigen Identifikation von
Patient*innen mit einem Nutzen von sekundaren Resektionen vor Therapieeinleitung oder
wahrend der Therapie (longitudinal) sind daher unbedingt notwendig (130). Wir setzten uns
daher zum Ziel, mit einem der bis dato gréfiten zeitlich verbundenen Kollektive NGS-Daten
aus Primartumor oder Metastase vor Therapieeinleitung gegentber Daten aus Material von
sekundaren Metastasenresektionen nach Therapie von insgesamt 25 Patienten der FIRE-3-
Studie zu vergleichen, um Biomarker flr eine sekundare Intervention zu identifizieren und
deren Prasenz Uber den Therapieverlauf festzuhalten. Interessanterweise zeigte sich nur ein
Anteil von n=18 (75%) der Patient*innen mit longitudinalen Tumorproben, deren
Mutationsprofil sich Uber den Therapieverlauf anderte. Insgesamt wurden mehr
Veranderungen unter einer Therapie mit Cetuximab beobachten verglichen zu Bevacizumab.
Weiterhin wurden unter Cetuximab bestehende Veranderungen entweder verloren oder neue
hinzugewonnen, wahrend lediglich neue Veranderungen unter Bevacizumab auftraten. Nur
ein Drittel der mit Cetuximab behandelten Patient*innen entwickelten bekannte
Resistenzmechanismen, wodurch sich die glinstige Prognose und sekundare Resektabilitat

madglicherweise erklart (136) (10.1002/ijc.33747) .
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Mutational profiles of metastatic colorectal cancer treated with FOLFIRI plus cetuximab or
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3. Diskussion

3.1. Genexpressionsbasierte Biomarker in der Therapie des metastasierten KRK
und deren Integration in die klinische Praxis (2.1., 2.3.)

Aktuell etablierte Biomarker in der Therapie des metastasierten kolorektalen Karzinoms
basieren auf Veranderungen der DNA und subsequent Proteinexpression. Die Ergebnisse
dieser Analysen werden Ublicherweise, nach Vergleich mit dem humanen Referenzgenom,
binar berichtet (Wildtyp oder mutiert) (137).

mRNA-Biomarker hingegen basieren auf der metrischen Expression bestimmter Gene
innerhalb einer Zelle, welche in Einzelgen-Analysen mittels Fluoreszenz-markierter RT-qPCR
quantifiziert wird und auf das Vorhandensein einer Basis-Expression von sog. Referenzgenen
normalisiert wird (138). Diese sog. normalisierte Genexpression muss fiir eine Interpretation
im Kontext von Uberlebensanalysen ,binérisiert* werden, d.h. es erfolgt eine Einteilung der
metrischen normalisierten Genexpression in eine ,hohe“ und ,niedrige” Expression nach
Malgabe des Untersuchers. Einheitliche Schwellenwerte hierfir existieren bis heute nicht.
Haufige Vorgehen umfassen die Bestimmung von Schwellenwerten Uber eine sog. Receiver
Operator Characteristic (ROC) Analyse oder die Unterleitung nach Expressions-Median bzw.
der dritten Quartile (113-116). In Abhangigkeit der zugrundeliegenden Methodik,
Referenzgene und Schwellenwerte kann es hierbei zu signifikanten Unterschieden zwischen
einzelnen Kollektiven kommen, sodass Ergebnisse nicht Gbertragbar sind.

Hierdurch kdnnte sich der teilweise diskrepante prognostische Stellenwert einer Amphiregulin
und Epiregulin mRNA-Expression erklaren (113, 116, 139). Aufgrund fehlender
Vergleichsarme in friheren Untersuchungen war eine Evaluation als pradiktiver Biomarker fir
anti-EGFR-Antikérper zunachst nicht méglich. Unsere Analyse fihrte als Erste eine
gemeinsame Normalisierung der Einzelgen-Datensatze dreier Studienkollektive durch. Unter
Anwendung zweier Schwellenwerte (Median und drittes Quartil der Expression) bestatigten
wir den gunstigen prognostischen Effekt einer hohen Amphiregulin-Expression und bewiesen
die Rolle als pradiktiven Biomarker fir Cetuximab. Interessanterweise zeigte sich dieser Effekt

unabhangig von der (in unseren Analyse immunhistochemisch erfassten) EGFR-Expression
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(140, 141). Analog zu einer Voruntersuchung konnte eine numerisch geringere Amphiregulin-
Expression in rechtsseitigen gegenlber linksseitigen Primartumoren beobachtet werden,
welche das verminderte Ansprechen auf anti-EGFR-Antikérper erklaren kénnte (112).
Allerdings war die Korrelation der Gen-Expression mit der Primartumorlokalisation in dieser
Analyse nicht pra-spezifiziert, sodass die Fallzahlen keine sicheren Rickschlisse zuliel3en.
Im weiteren Verlauf der Genexpressions-Forschung etablierten sich Hochdurchsatzanalysen
wie Microarrays, die Nanostring-Plattform oder RNA-Sequenzierung, welche die gleichzeitige
Bestimmung mehrerer hundert bis tausend Gene pro Probe moéglich machten (138). Dies
erforderte komplexere bioinformatische Analysemethoden, da hier nun die automatisierte
Selektion signifikant unterschiedlich exprimierter Gene (differential gene expression, DGE)
zwischen zwei oder mehr Zustéanden sowie die Funktionalitat der Gene (gene ontology, GO)
und Zuweisung zu ganzen Funktionsgruppen (gene set enrichment analysis, GSEA) in den
Fokus rickten (142, 143). Unter Anwendung dieser Analysen grenzten mehrere
Arbeitsgruppen unabhangig voneinander molekulare Subgruppen von Kolonkarzinomen ab,
welche nach gemeinsamer Einigung in die sog. Consensus Molecular Subtypes (CMS) 1-4
muindeten, und kirzlich nochmals re-spezifiziert wurden (124, 144). Die Grundlage flr die
Klassifikation bildete das Software-Paket CMSclassifier, welches als Random Forest Classifier
den jeweiligen CMS-Subtyp in Microarray-Daten vorhersagen konnte (124).

Dieses Software-Paket war aufgrund von Unterschieden in der Methodik und
zugrundeliegenden Genzahl fir die XELAVIRI-Studie jedoch nicht anwendbar. Die
Klassifikation wurde daher unter Anwendung von Original-Daten von Guinney et al. und Daten
aus der FIRE-3-Studie mittels multinomialer Regressionsanalyse, ahnlich zum Vorgehen in
der CALGB SWOG 80405 Studie, re-deriviert (124-126). Im Hinblick auf die Pravalenz zeigten
wir Unterschiede der CMS-Haufigkeiten flir das metastasierte gegeniber frihen
Krankheitsstadien, vor allem fir CMS3, auf (124). Diese Unterschiede kdnnten sich durch
unterschiedlich aggressive Tumorbiologien und Rezidivwahrscheinlichkeiten erklaren (145).
Im Gegensatz zu Analysen der FIRE-3-, CALGB SWOG 80405 und AGITG MAX Studie fand
sich kein signifikanter prognostischer Unterschied zwischen den molekularen Subtypen in
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unserer Analyse (125-127). In der XELAVIRI-Studie wurde das Gesamtliberleben jedoch
mdglicherweise unglinstig durch die Abwesenheit eines anti-EGFR-Antikoérpers und einen
hohen Anteil an RAS-mutierten Tumoren beeinflusst, da sich der Vorteil einer initialen
Kombinationstherapie nur fir CMS2/4 RAS-Wildtyp-Tumore zeigte. Fiir diese Uberlegung
spricht auch die fehlende prognostische Relevanz der CMS innerhalb der nicht molekular
selektionierten TRIBE2-Studie (146). Folglich konnte eine toxizitats-sparende sequenzielle
Therapie in Patienten mit RAS-mutierten Tumoren die Lebensqualitdt der Patienten bei
gleicher Effektivitat steigern.

Unsere Analysen waren nicht pra-spezifiziert, retrospektiv und explorativ. Um tatsachlich
pradiktive Effekte eines genexpressionsbasierten Biomarkers zweifelsfrei bestatigen zu
kénnen, ware eine prospektive Bestimmung der Genexpression bzw. des molekularen
Subtyps notwendig. Derzeit hohe Kosten in der Einzeltestung von Patient*innen, eine
protrahierte Analysezeit, ggf. schleppende Studienrekrutierung und nicht zuletzt ein erhdhter
bioinformatischer Aufwand aufgrund von Unterschieden in der Methodik oder Genpanels
machen dies aktuell jedoch nahezu unmdglich. Weiterhin erschweren diese Faktoren ebenfalls
die routinehafte Integration derartiger Biomarker in die klinische Praxis. Potenzielle Lésungen
fur diese Problematik werden derzeit in der Veroéffentlichung weiterer Klassifikationssystem flr
andere Plattformen oder auch im methodologischen Transfer zur Immunhistochemie
unternommen (147, 148). Dennoch besteht auch hier das Problem kleinster Anderungen an
Assay oder Daten-Input, die zu méglicherweise verzerrten Ergebnissen fiihren wirden. Die
Entwicklung einer End-zu-End-Lésung zur Pradiktion molekularer Subtypen durch z.B.
Hamatoxylin und Eosin gefarbte Tumorschnitte durch Deep Learning kénnte die
Prozessgeschwindigkeit bis zum Ergebnis signifikant beschleunigen und eine kostenglinstige
Einzeltestung ermdglichen (149). Sogenannte convolutional neural networks lernen anhand
von Bildfragmenten (image tiles) digitalisierter Tumorschnitte basierend auf kleinsten
Veranderungen des Immunbegleitinfiltrats, des Tumor Microenvironments oder der
Tumormorphologie Biomarker wie bspw. Mikrosatelliteninstabilitat zu pradizieren (150). Eine
kleinere proof-of-concept Analyse konnte den Nutzen bereits flr die Pradiktion von CMS
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zeigen (151). Das Hauptproblem Deep Learning basierter Diagnostik liegt derzeit noch in der
Generalisierbarkeit, da der Lernprozess durch Diversitat des Daten-Inputs wie
unterschiedliche Farbeprotokolle, Digitalscanner, Tumorstadien etc. optimiert wird und die
Datengrundlage oftmals noch nicht existiert (149). Eine weitere, detailliertere Definition
molekularer Subtypen verbessert dariber hinaus zwar die Abgrenzung der Subgruppen,

erschwert jedoch die Datenharmonisierung (144).

3.2. Therapieoptimierung durch Prazisionsonkologie (2.2., 2.4.)
Prazisionsonkologie beschreibt das patientenzentrierte Vorgehen, basierend auf dem
molekularen Tumorprofil, der aktuellen Symptomatik und den Erwartungen des Patienten die
korrekte patienten-individuelle Therapie auszuwahlen (152).

Am Beispiel der finalen Uberlebensanalyse der XELAVIRI-Studie zeigte sich die Wichtigkeit
der Integration molekularer Biomarker und Patientencharakteristika im Hinblick auf
prazisionsonkologische Therapieoptimierung (123). Der primare Studienendpunkt war negativ
und eine Nicht-Unterlegenheit des sequenziellen gegentber des initialen Kombinationsarms
konnte in der Gesamtpopulation nicht gezeigt werden. Jedoch zeigte sich eine formale Nicht-
Unterlegenheit in der molekularen Subgruppe der RAS-mutierten Tumore sowie in Patienten
mit einem Alter Gber 70 Jahre. Im Hinblick auf das mediane Erkrankungsalter bildet
insbesondere letztere Subgruppe eine realere Behandlungspopulation ab, welche in klinischen
Studien oft unterreprasentiert ist (91, 108). In alteren Patienten verbesserten intensive
Kombinationstherapien oft weder das Gesamtiberleben noch das PFS, wahrend weniger
intensive Schemata bei héherer Lebensqualitat vergleichbare Effektivitat aufwiesen (153-156).
Die formale Nicht-Unterlegenheit der sequenziellen Therapie in der Subgruppe der RAS-
mutierten Tumoren widerspricht jedoch dem vormals beschriebenen signifikanten Nutzen
einer Therapieintensivierung mit Triplet gegenliber Doublet-Therapie (91, 157). Das mediane
Alter lag mit 70 Jahren in der XELAVIRI-Studie allerdings deutlich héher als in TRIBE (61
Jahre) bzw. CAIROS5 (61/65 Jahre) und kénnte die Therapie-Vertraglichkeit — und damit auch

die Effektivitat — beeinflusst haben (91, 109, 157).
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Durch die erhdhte Sensitivitat und breite Erfassung von ganzen Genombereichen durch
moderne NGS-Technologie umfasst der Begriff der Prazisionsonkologie vor allem auch die
Detektion seltener Alterationen mit Therapierelevanz (51, 109). Praxisrelevante Beispiele
umfassen im kolorektalen Karzinom das Vorliegen einer NTRK-Fusion, oder Mutationen in der
DNA-Polymerase Epsilon POLE, die zu einer Steigerung der Gesamt-Tumormutationslast
fuhren und ahnlich immunoreaktiv wirken wie eine Mikrosatelliteninstabilitat (76, 158).

Unter Anwendung eines hybrid-capture Sequenzierungsverfahrens suchten wir innerhalb der
FIRE-3-Studie gezielt nach neuen Biomarkern mit prognostischer und/oder pradiktiver
Relevanz und nutzten die Informationen zur naheren Charakterisierung von
Primartumorlokalisationen. Die Identifikation von okkulten RAS-Mutationen durch die héhere
Sensitivitdt des  NGS-Verfahrens gegeniuber Pyrosequenzierung erklarte das
Therapieversagen mancher Patienten unter Studientherapie. Weiterhin konnten wir der
Identifikation von prognostisch ginstigen BRAF Klasse Il und Il sowie unglnstigen SMAD4-
Mutationen die Prognose unserer Patienten jenseits der bekannten Biomarker
charakterisieren (68, 69, 159, 160). Mit einem einzigartigen, hohen Anteil an SMAD4-
Mutationen stellten Tumore des Colon transversum moglicherweise eine eigene Entitat dar.
Eine vorherige Analyse wies transversalen Tumoren bereits eher Merkmale von linksseitigen
Primartumoren zu, obwohl diese den rechtsseitigen Tumoren zugeordnet werden (161). Die
anatomisch korrekte Grenze verlauft, bedingt durch die embryonale Entwicklung des Darms,
bei den proximalen zwei Drittel des Colon transversum (162). In den retrospektiven Analysen
wurde die genaue Position des Tumors innerhalb des transversalen Kolons nicht erfasst,
wodurch ein Bias entstanden sein kdnnte. Die niedrige Fallzahl an transversalen Tumoren
erlaubt dartber hinaus keine definitiven Rickschlisse.

Die prazisionsonkologische Mutationsdiagnostik erfolgt mittlerweile zunehmend (ber die
Regelversorgung der Patient*innen aul3erhalb klinischer Studien. Die gefundenen Alterationen
werden zunachst nach den sog. TIER-Kriterien in Varianten unterschiedlicher klinischer
Signifikanz unterteilt und nachfolgend patientenindividuell in einer interdisziplindren
molekularen Tumorkonferenz diskutiert. Diese verfolgt das Ziel, die literarische Evidenz flr
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eine gezielte Inhibition der Alterationen zu recherchieren und Therapieempfehlungen nach
verfugbarem Evidenzgrad abzugeben (163). Diese Therapieempfehlungen werden
Ublicherweise als individueller Heilversuch beantragt. Der Anteil an Patienten, die eine
Therapie-Empfehlung und die korrespondierende Therapie erhalten haben, liegt jedoch nur
zwischen 12 - 17%, nicht zuletzt bedingt durch das haufig bereits fortgeschrittene
Krankheitsstadium zum Zeitpunkt der Analyse (163). Insbesondere im metastasierten KRK
erhalt aktuell nur etwa jeder dritte Patient eine Therapieempfehlung (163). Die
Regelversorgung behindert hierbei jedoch nicht die wissenschaftliche Evaluation. Wahrend
die Erfahrungen der einzelnen Zentren mit molekularem Tumorboard die Erfahrungen nutzen
kénnen, um die Behandlungsqualitdt zu verbessern, kann eine Serie von erfolgreichen
individuellen Heilversuchen bestimmter Alterationen jedoch auch wieder zur Evaluation

innerhalb klinischer Studien flhren.

3.3. Longitudinales Biomarker-Monitoring durch Gewebe und Fliissigbiopsie zur
Therapieoptimierung (2.5.)

Zunehmend an Bedeutung gewinnt das sog. longitudinale Monitoring von Biomarkern, d.h. die
Nachverfolgung bestimmter Biomarker Uber den Krankheitsverlauf. Diese Biomarker werden
entweder direkt im Tumorgewebe oder Uber sog. Flussigbiopsien aus liquiden
Kompartimenten des Kérpers wie Blut, Liquor oder Urin Gber hochsensitive Verfahren wie
bspw. NGS detektiert (130). Die Erfolgsrate der Detektion von Biomarkern im Gewebe ist
signifikant héher als im peripheren Blut (163). Damit einher geht jedoch eine gesteigerte
Invasivitat des Verfahrens fiir den Patienten. Mit der FIRE-3-Studie wurde bislang eines der
grofiten Kollektive fir serielle Tumorbiopsien verglichen. Die Zeitpunkte umfassten Biopsien
oder Tumorresektate vor Beginn der Therapie und nach sekundarer Metastasenresektion.
Interessanterweise fand sich im Uberwiegenden Teil des Kollektivs keine Anderung des
Mutationsprofils vor und nach der Therapie. Lediglich 30% der mit Cetuximab behandelten
Patienten entwickelten Resistenzmutationen. Wir schlussfolgerten daher, dass unser
spezielles Kollektiv eine besonders glinstige Tumorbiologie aufweisen kdnnte. Die Wahl des

Gewebes fir die Diagnostik kdnnte die Ergebnisse jedoch beeinflusst haben. Obwohl bei dem
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Uberwiegenden Teil der FIRE-3-Population eine synchron metastasierte Erkrankung vorlag,
erfolgte die initiale NGS-Diagnostik malRgeblich aus dem Primartumorgewebe. Durch klonale
Evolution wahrend eines fortschreitenden Erkrankungsstadiums kénnten demnach bereits zu
Beginn der Therapie gravierende Unterschiede zwischen Primarius und Metastase vorgelegen
haben (164-166). Sowohl im Hinblick auf die Invasivitat als auch auf das Problem der aktuell
fuhrenden Treibermutation konnen Flissigbiopsien Therapien individuell optimieren. Im
kolorektalen Karzinom zeigte sich bereits in friihen Erkrankungsstadien ein Nutzen der post-
operativen Detektion von sog. zirkulierender Tumor-DNA (ctDNA), um das individuelle
Rezidivrisiko der Patient“innen zu bestimmen (167). Als friher Biomarker einer
Krankheitsprogression ging ein Anstieg der ctDNA dem radiologischen Progress teilweise
Wochen voraus (168). Diese Attribute kdnnten kinftig helfen, innerhalb der klinischen
Risikogruppen von UICC Il KRK zu identifizieren, welche von einer adjuvanten Chemotherapie
besonders profitieren (169). Doch auch im Hinblick auf die Prazisionsonkologie des
metastasierten KRK zeigte sich die Relevanz von ctDNA. Patienten mit eingeschranktem
Allgemeinzustand, die einer invasiven Diagnostik aus eigenem Wunsch oder medizinischen
Grinden nicht mehr zuzuflhren waren, erhielten hierdurch Zugang zur erweiterten
molekularen Diagnostik und Diskussion in molekularen Tumorboards (163). Insbesondere zur
Nachverfolgung des RAS-Status kdnnten sich Flussigbiopsien zuklinftig regelhaft etablieren.
So bildeten sich die als Resistenzmechanismus einer anti-EGFR-Antikdrper-Therapie
auftretenden RAS-Mutationen niedriger Allelfrequenz unter einer anti-EGFR-freien Therapie
zurck und etablierten die Grundlage flr eine erneute anti-EGFR-Therapie (170). Des
Weiteren zeigte sich, dass auch ein primar RAS-mutierter Tumor im Therapieverlauf die
fuhrende Treibermutation verlieren kann, sodass in Einzelfallen eine anti-EGFR-haltige
Therapie erwogen werden kénnte (171, 172). Hier sollte jedoch bedacht werden, dass eine
nicht detektierbare RAS-Mutation auch die Folge einer nicht erfolgreichen Detektion von
ctDNA sein kann: ging man zunachst beim Verlust der RAS-Mutation von einem Prozentsatz
von etwa 30% aus, wurde dieses Ereignis in einer Folgeuntersuchung in maximal 5% der RAS-
mutierten Tumore beobachtet (173).
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Zusammengefasst kann das longitudinale Monitoring von Biomarkern im Tumorgewebe oder
Flissigbiopsien durchaus zur prazisionsonkologischen Therapieoptimierung beitragen. Die
Ergebnisse der Untersuchung sollten jedoch immer im Kontext des Tumorheterogenitats-
Modells und unter Kenntnis der Einschrankungen der jeweiligen Untersuchungsmethoden
interpretiert werden, um falsch-positive bzw. falsch-negative Ergebnisse zu vermeiden und

sinnvolle individuelle Therapieoptionen fiir den/die jeweilige Patient*in zu evaluieren.
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4. Zusammenfassung
Zusammengefasst erreichte dieses Habilitationsprojekt die vorab definierte Zielsetzung:
Zunachst wurde in einem ersten Schritt die Moglichkeit zur Nutzung der mRNA-Expression
einzelner Gene am Beispiel des EGFR-Liganden Amphiregulin als prognostischen und
pradiktiven Biomarkers fir eine gezielte anti-EGFR-Antikorpertherapie mit Cetuximab in einer
gemeinsamen Analyse dreier randomisierter kontrollierter klinischer Studien nachgewiesen.

Im nachsten Schritt priften wir die Eignung molekularer Subtypen, die auf mRNA-
Expressionssignaturen mehrerer Gene erhoben wurden, als potenzielle Biomarker. Dies
gelang am Beispiel der sog. consensus molecular subtypes, die neben der bislang bekannten
prognostischen Aussagekraft innerhalb der XELAVIRI-Studie auch Einfluss auf die Sensitivitat
eines Tumors gegentber der Therapieintensitat in RAS-Wildtyp-Tumoren nahmen.

Aus dieser Arbeit wurde ersichtlich, dass zur prazisionsonkologischen
Therapieoptimierung neben den molekularen Biomarkern auch weitere
Patientencharakteristika wie bspw. das Patientenalter beachtet werden missen, da eine
sequenzielle Therapieeskalation insbesondere in alteren Patienten mit einem medianen Alter
Uber 70 Jahren oder in RAS-mutierten Tumoren einer hdheren Therapieintensitat nicht
unterlegen, aber besser vertraglich war. Zusatzliche Informationen einer DNA-Sequenzierung
kénnten darlber hinaus auch zu einem detaillierteren Verstandnis des Therapieansprechens
im Hinblick auf die Primartumorlokalisation beitragen, da transversale Tumore — die eigentlich
den rechtsseitigen Primartumoren zugerechnet werden — potenziell eine eigenstandige Entitat
darstellen konnten.

Weiterhin zeigten wir, dass das longitudinale Monitoring von Biomarkern im
Tumorgewebe Uber den Therapieverlauf Einblicke in die Prognose und Tumorbiologie
aufzeigen kann, mit denen méglicherweise kinftig Patient*innen identifiziert werden kénnen,
welche einer sekundaren Metastasen-Resektion und damit Prognoseverbesserung zugefiihrt

werden konnen.
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In dieser Arbeit wurden damit die Grundlagen zur Implementation mRNA-Genexpressions-
basierter Biomarker in die klinische Routine geschaffen. Herausforderungen stellen eine lange

Prozessdauer und hohe Kosten fiir die Einzeltestung dar.

Auf Basis dieses Habilitationsprojektes soll daher perspektivisch eine vereinfachte
Bestimmung molekularer Subtypen aus Routine-Material der pathologischen Diagnostik,
Hamatoxylin & Eosin-gefarbte Tumorschnitte, durch Deep Learning etabliert werden. Zeigt
sich hier eine Nicht-Unterlegenheit zur bisherigen mRNA-basierten Diagnostik, kbnnen mit
diesem Verfahren im Sinne eines prazisionsonkologischen Ansatzes prospektive Studien zur
Evaluierung Subtyp-spezifischer Therapien geschaffen werden. Durch translationale
Begleitforschungsprogramme im Rahmen dieser Studien kann ein longitudinales Monitoring
der molekularen Subtypen und Merkmale mittels sequenzieller Flissig- und/oder
Tumorbiopsien erfolgen und die Therapie von Patienten im Hinblick auf Vertraglichkeit und

Effektivitat optimieren.
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