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Einleitung

Bereits vor uber 100 Jahren etablierte Paul Ehrlich das Konzept der
,Chemotherapie®. Darunter verstand er eine fur die Pathophysiologie einer
Erkrankung spezifisch wirksame Substanz, die bei moglichst geringen
Nebenwirkungen eine ursachliche und nicht nur symptomatische Therapie
erlaubt’. Ein entscheidender Schritt zur spezifischen Krebstherapie war die
Entdeckung der antiproliferativen Wirkung der Stickstoff-Loste in den 1940er-
Jahren (diskutiert in 2). Erst damit und mit den zahlreichen nachfolgenden
Zytostatika war eine wirksame systemische Therapie maligner Erkrankungen
moglich?. Obwohl Uber Jahrzehnte in der systemischen Krebstherapie nur kleine
Schritte hin zu der von Ehrlich konzeptionierten ,magic bullet* gemacht wurden?3,
nahm das Verstandnis der Pathophysiologie maligner Erkrankungen deutlich zu*-
7. Therapeutische Fortschritte gingen dabei oftmals mit diagnostischen
Fortschritten Hand in Hand. So wurde mit der Mdoglichkeit der Diagnostik des
Hormonrezeptorstatus beim Mammakarzinom der Grundstein fur eine individuelle
Hormontherapie — und damit die personalisierten Krebstherapie — gelegt®®. Der
1996 zugelassene Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib stellte schlielBlich einen weiteren
Meilenstein der molekular zielgerichteten Krebstherapie nach heutigem
Verstandnis dar: Hier ist mit dem 1961 identifizierten Philadelphia-Chromosom
erstmals eine diagnostizierbare molekulare Alteration gleichzeitig Ursache der
Krebserkrankung und Angriffspunkt des Therapeutikums — und damit die Idee
einer ,magic bullet* prinzipiell erflllt>'%1".  Zahlreiche molekular gerichtete
Therapien folgten, etwa die EGFR-Inhibitoren’? oder die ALK-Inhibitoren' — im

August 2023 sind 184 zielgerichtete Krebstherapeutika von der FDA zugelassen'.



Die Spezifitat der zielgerichteten Krebstherapeutika fihrt nicht nur zu dem Vorteil
der verhaltnismallig geringen Toxizitat bei guter Wirksamkeit, da die Therapieziele
besonders die Tumorzellen betreffen, sondern auch zu dem Erfordernis einer
molekularen Diagnostik, um Patienten einer personalisierten zielgerichteten
Therapie zuzufuhren: Es zeigte sich, dass eine Biomarkerstratifizierung, also eine
molekulardiagnostische Personalisierung der Therapie, sich in vielen Fallen positiv
auf das Therapieansprechen auswirkt'>-'7. Jedoch ergibt sich aus der Spezifitat
der Therapien auch ein potenziell schneller Wirkverlust, sobald sich das
molekulare Ziel — etwa aufgrund klonaler Selektion oder einer Neumutation —
verandert. Dieser Umstand verkompliziert die zielgerichtete Krebstherapie
erheblich, da somit die ohnehin vorhandene molekulare Heterogenitat der
Tumoren zusatzlich durch Resistenzen erhoht wird und haufig bereits nach
einigen Monaten der Therapie eine diagnostische Reevaluation zur Auswahl einer
neuen Therapie erfolgen muss'®. Gleichzeitig hat die molekulare Diagnostik erst
seit einigen Jahren als Next-Generation-Sequencing (NGS) eine Geschwindigkeit
und Bezahlbarkeit erreicht, die ihren Einsatz in der klinischen Routine
ermoglichen'®20. Wahrend zu Beginn des Jahrtausends die Sequenzierung des
ersten menschlichen Genoms ein Budget von etwa 3 Milliarden Dollar und 13
Jahre Zeit kostete?'??, ist mit heutigen Methoden ein Preis von etwa 1000 Dollar
und eine Umsetzung innerhalb von wenigen Wochen mdglich?324. Somit kann
davon ausgegangen werden, dass auch zukunftig den Fortschritten in der
Diagnostik weitere Fortschritte in der Therapie folgen werden, da mit der breiten
Verfugbarkeit der Diagnostik sowie einem Zuwachs der Rechen- und
Speicherleistung bei sinkenden Kosten die Implementierung der zielgerichteten
Krebstherapien in der breiten Bevolkerung sinnvoll moglich und die Entwicklung

neuer Substanzen damit 6konomisch wesentlich attraktiver wird.
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Mit dem kontinuierlich hinzukommenden Wissen uber die molekularen
Pathomechanismen von Krebserkrankungen geht ein enormer Zuwachs
verfliigbarer zielgerichteter Therapien einher?>-?’. Das damit verbundene rasant
wachsende Wissen auf dem Gebiet der molekularen Krebstherapie ist allerdings
zunehmend schwieriger fur einzelne Behandelnde zu uberblicken und erfordert
daher eine interdisziplinare Zusammenarbeit in der direkten
Patientenversorgung?®. Diese Erkenntnis flihrte vor etwa 10 Jahren zur
Entstehung erster molekularer Tumorboards (MTB), die in der Regel aus
Onkologen, Pathologen, Genetikern, Molekularbiologen, Bioinformatikern,
Systembiologen und teilweise weiteren Disziplinen bestehen?®2%. Das
gemeinsame Ziel der unterschiedlichen MTBs ist es, auf Grundlage molekularer
Diagnostik personalisierte Empfehlungen hinsichtlich therapeutischer MalRnahmen
fur Krebspatienten auszusprechen. In der Regel weist das Patientenkollektiv
seltene oder fortgeschrittene Erkrankungen auf, sowohl hamatologische als auch
solide Tumoren sind in MTBs vertreten?®*0. Einige der Boards beschréanken sich
auf einzelne Tumorentitaten, andere arbeiten entitateniibergreifend®'*2. Da in
vielen Fallen bei den in MTBs vorgestellten Patienten aufgrund der
fortgeschrittenen oder seltenen Erkrankung keine leitliniengerechte Versorgung
mehr moglich ist, wird ein relevanter Anteil der Therapieempfehlungen off-label,
also ohne Zulassung der Therapie fur die vorliegende Erkrankungssituation,
ausgesprochen®?3',  Somit wird deutlich, dass eine Orientierung an
allgemeingultigen Richtlinien wie Arzneimittelzulassungen oder
Behandlungsleitlinien bei Weitem nicht ausreichend fur die Therapieempfehlung
im Kontext eines MTB ist. Vielmehr zeigt gerade die in vielen Fallen mogliche
Aussprache einer off-label-Empfehlung, wie jene etablierten Werkzeuge mit dem

rasanten Entwicklungstempo der molekularen Medizin nicht schritthalten konnen.

11



An diesem Punkt tragt ein MTB in verschiedener Hinsicht zur Kklinischen
Patientenversorgung bei: Zum einen ist durch eine aufwendige Literaturrecherche,
die in MTBs von Experten der molekularen Krebstherapie durchgefuhrt werden
kann, eine hochaktuelle Berucksichtigung der Studienlage moglich, die sich in
Leitlinien Ublicherweise erst Jahre spater widerspiegelt. Zum anderen werden
durch die Multidisziplinaritat des MTB die Fachkenntnisse der unterschiedlichen
Disziplinen vereint, sodass eine individuelle Therapieempfehlung auf molekularer
Grundlage uberhaupt erst moglich wird. Daneben wird ein hoheres Mal} an
Selbstuberpriufung gewahrleistet, das extreme Einzeleinschatzungen abfedern
kann und moglicherweise zukunftig auch bei der Begrindung einer

Therapieempfehlung vor den Kostentragern hilfreich sein kdnnte.

Eine zentrale Rolle in MTBs spielt die Art der Diagnostik, auf die sich die
Patientendiskussionen stutzen. Bisher dominieren hier die Genpanels auf Basis
des Next-Generation-Sequencing (NGS), allerdings wachst vor dem Hintergrund
der sinkenden Preise der Einsatz breiter Sequenzierungsdiagnostiken wie der
Whole-Exome-Sequenzierung (WES), der Whole-Genome-Sequenzierung (WGS)
oder der RNA-Sequenzierung (RNA) zunehmend?30-33:34,

Von besonderem Interesse ist der Vergleich der WES mit den NGS-Panels, da
beide Diagnostikarten Alterationen auf DNA-Ebene effizient und bezahlbar
identifizieren konnen?324: Bei der WES wird das gesamte Exom, also der fir
Proteine codierende Teil des Genoms, sequenziert. Dieser Teil entspricht nur etwa
1-5% des Genoms, enthalt aber ca. 85% der bekannten pathogenen Varianten®®.
Bei NGS-Panels hingegen konnen ausschliel3lich Alterationen in Gensequenzen

identifiziert werden, die im Vorhinein ausgewahlt wurden36-3°,
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Dem Vorteil der WES gegenuber dem NGS-Panel, potenziell zusatzliche relevante
Alterationen zu identifizieren, steht der Nachteil einer in vielen Fallen etwas
geringeren Sensitivitat in der Detektion der Mutationen gegenuber — diese ist
direkt abhangig von der Sequenziertiefe (Coverage), die bei der WES aufgrund
der insgesamt grofleren Anzahl an Basenpaaren aus Kostengrinden haufig
niedriger ist als bei einem NGS-Panel*®4!. Aufgrund sinkender Kosten ist
allerdings ein Anstieg der gewahlten Coverage fir die WES zu erwarten?324,
Koeppel et al.*? zeigen in einem Review eine Detektionsrate von 95% in der WES
im Vergleich zum Panel als Referenz (100%), wahrend LaDuca et al.*® in-silico
eine Rate von 99,7% zeigen (Coverage WES hier bei >20X).

Eine weitere Hurde zum breiten Einsatz der WES im Vergleich zum NGS-Panel ist
der hohere Zeitaufwand von in der Regel mehreren Wochen bis Monaten im
Vergleich zu einigen Tagen bis wenigen Wochen bei einer Paneldiagnostik3044,
Zudem erfordert die Interpretation der Ergebnisse einer WES aufgrund der haufig
unklaren klinischen Relevanz der identifizierten Alterationen eine umfangreiche
und individuelle Beurteilung von hierfiir kompetentem Personal®®, wahrend in
einem NGS-Panel uUblicherweise Varianten identifiziert werden, deren klinische
Bedeutung bereits gut bekannt ist, da gezielt die entsprechenden Gensequenzen
sequenziert werden. Ein zusatzlicher informatorischer Aufwand besteht im Falle
der WES aulierdem darin, dass eine Differenzierung von Signal to Noise, also den

relevanten zu den nicht relevanten Daten der Analyse, stattfinden muss.

Insgesamt ergeben sich somit einige Herausforderungen in den
Rahmenbedingungen der WES, die sich allerdings durch eine Steigerung der
Sequenziertiefe und spezialisierte Auswertungsalgorithmen bei sinkenden Preisen

perspektivisch relativieren durften. Demgegenuber steht als zentraler Vorteil die
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potenziell grolRere Wahrscheinlichkeit der Identifikation einer therapierelevanten
molekularen Alteration bei einer deutlich grolleren Abdeckung der infrage
kommenden Bereiche des Genoms. Zudem entsteht bei systematischem
Sammeln der WES-Ergebnisse und wissenschaftlicher Auswertung eine stetig
wachsende Datenbasis, die Erkenntnisse Uber die molekulare Landschaft der

Patientenpopulation liefert*>:46.

Die existierenden Studien zu MTBs befassen sich Uberwiegend mit einer jeweils
immer gleichen Diagnostik fur alle untersuchten Patienten, die meist entweder
eine WES oder ein NGS-Panel ist®%3"-3°, Die vorliegende retrospektive Arbeit
hingegen beschaftigt sich mit einem MTB, in dem die durchzufihrende Diagnostik
interdisziplinar  patientenindividuell aus allen verfugbaren Diagnostikarten
ausgewahlt wurde. Damit besteht die Moglichkeit, unter vergleichbaren
Rahmenbedingungen insbesondere einen Vergleich von WES und NGS-Panels,
aber auch weiteren gangigen Diagnostikarten durchzufuhren. In der Auswertung
werden verschiedene Einflussfaktoren auf die Effektivitat der Diagnostik wie das
Jahr der Durchfuhrung oder die Tumorentitat untersucht und kritisch beleuchtet.
Zudem erfolgt eine Auswertung der identifizierten Alterationen in Abhangigkeit der
Turmorentitat und der durchgefuhrten Diagnostik.

Eine wichtige untersuchte ZielgroRRe ist dabei der Anteil der MTB-Patienten mit
erfolgreicher Aussprache einer molekular basierten Therapieempfehlung unter
Einbezug aller durchgefuhrten Diagnostiken im MTB
(Patiententherapieempfehlungsrate, PTER). Zusatzlich wird als weitere ZielgroRe
der Anteil der durchgefuhrten molekularen Diagnostiken im MTB untersucht, der
fur  sich allein genommen zu einer Therapieempfehlung  flhrt

(Diagnostiktherapieempfehlungsrate, DTER).
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Unter kritischer Zusammenschau der ausgewerteten Daten zielt diese Arbeit auf
die Forschungsfrage ab, welches diagnostische Vorgehen zielfUhrend fur die

Identifikation therapierelevanter Alterationen ist.

Es wird die Hypothese aufgestellt, dass ein groRerer Umfang der
Molekulardiagnostik im Vergleich zu einem niedrigeren Umfang derselben mit

einer hoheren Wahrscheinlichkeit zu einer Therapieempfehlung fuhrt.
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Material und Methoden

Hinweis zur Ethik

Die zustandigen Ethikkommissionen in LUbeck und Kiel genehmigten dem
Betreuer der hier vorliegenden Arbeit, Herrn Prof. Dr. med. Nikolas von Bubnoff,
der gleichzeitig Leiter der zugrundeliegenden Studie "Registerstudie des
Molekularen Tumorboards des Universitaren Cancer Centers Schleswig-Holstein
(UCCSH-MTB-Register)" ist, alle im Rahmen der vorliegenden Arbeit

durchgefuhrten Untersuchungen.

Ethikkommission Universitat zu Libeck: Aktenzeichen 21-259; Datum: 26.11.2021

(Anhang 8)

Ethikkommission Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel: Aktenzeichen B 301/22;

Datum: 03.11.2022 (Anhang 9)

Das molekulare Tumorboard (MTB) am universitaren Cancer Center

Schleswig-Holstein (UCCSH)

Methodisch zentral ist in dieser Arbeit die statistische Auswertung des seit 2018
bestehenden molekularen Tumorboards des Universitaren Cancer Centers
Schleswig-Holstein (UCCSH). Hier werden in 14-tagigem Rhythmus Patienten mit

Krebserkrankungen, vorwiegend in fortgeschrittenen Stadien oder mit seltenen

16



Entitaten, vorgestellt. Dabei sind grundsatzlich keine Limitationen hinsichtlich der
Entitat gesetzt. Zum MTB angemeldet werden konnen zum einen Patienten, die
eine fortgeschrittene Tumorerkrankung aufweisen, wenn alle verfugbaren
Standardtherapien durchlaufen wurden oder keine erfolgsversprechende
Therapieoption besteht, sowie zum anderen Patienten, die einen ungewdhnlichen

klinischen Verlauf aufweisen*’.

Die Sitzungen des MTB sind stets interdisziplinar und bestehen aus Onkologen,
Pathologen, Bioinformatikern, Molekularbiologen, Pharmazeuten,
Humangenetikern und  klinischen Experten der jeweils vorgestellten

Tumorentitaten.

Die MTB-Besprechung

Erstes Ziel des MTB bei Neuvorstellung eines Patienten ist die individuelle
Auswahl einer geeigneten weiterfuhrenden Diagnostik unter Berucksichtigung von
Faktoren wie Tumorentitat, Erkrankungsstadium, Vortherapie, bereits vorliegender
diagnostischer Befunde, Allgemeinzustand und Alter des Patienten (Abb. 1).
Regelhaft wird eine Kombination mehrerer diagnostischer Verfahren empfohlen.
Diese werden in dieser Arbeit in die Kategorien Immunhistochemie (IHC),
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH), Genpanel-Sequenzierung auf Basis
eines Next-Generation-Sequencing (Panel), Whole-Exome Sequenzierung (WES)
und RNA-Sequenzierung (RNA) eingeteilt. In Einzelfallen wird dabei eine
Priorisierung der Patienten bezuglich der Empfehlung der zu dem Zeitpunkt nicht

uber die gesetzlichen Krankenkassen abrechenbaren Diagnostiken WES und RNA
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vorgenommen, seit 2022 wird jedoch in der grol3en Mehrheit der Falle eine WES
empfohlen. Die Anwesenheit eines Pathologen im MTB ermdglicht eine Auskunft
uber vorliegende Gewebeproben des betreffenden Patienten, sodass im
Bedarfsfall noch im MTB mit der Organisation einer Probenentnahme begonnen
werden kann. Zudem kann der Pathologe weitere Angaben zur Einordnung
vorliegender pathologischer Befunde machen, etwa zur Entitatsabgrenzung in
unklaren Fallen.

Im Anschluss an das MTB erfolgt die systematische Dokumentation einer Vielzahl
an Daten zu den diskutieren Fallen. Diese dienen sowohl zu Forschungszwecken
— falls der jeweilige Patient eingewilligt hat, an einer Registerstudie teilzunehmen -
als auch zur weiteren Organisation der Diagnostik. So werden unter anderem die
Erstellung bendtigter Anforderungen, eine eventuelle Gewebeentnahme, der
Verlauf der WES- und RNA-Sequenzierung und die rechtzeitige Wiedervorstellung

organisiert.

Die empfohlene Diagnostik wird von verschiedenen Institutionen umgesetzt: Die
Institute fur Pathologie des UKSH fuhren die IHC, die FISH und die NGS-Panels
durch (Abb. 1). Daruber hinaus erfolgt hier auch die Probenaufbereitung zum
Versand fur die in anderen Institutionen durchgefuhrten Sequenzierungen (Abb.
1). Bis zum 1. Quartal 2022 erfolgten diese bei dem Tubinger Anbieter CeGaT
GmbH, seitdem werden die WES im Institute of Clinical Molecular Biology (IKMB)
in Kiel durchgefuhrt (Abb. 1). Die RNA-Sequenzierungen werden weiterhin bei der
CeGaT GmbH durchgefuhrt (Abb. 1). In selteneren Fallen ist eine empfohlene
Diagnostik nicht von diesen Institutionen umsetzbar, dann kommt eine
Zusammenarbeit mit weiteren Partnern zum Tragen, etwa mit dem Institut fur
Pathologie der Universitat Greifswald fur die immunhistochemische Bestimmung

von GD2.
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RNA-Sequenzierung

Abbildung 1: Ablauf des MTB am UCCSH.

Die Recherchebesprechung

Nach Durchfuhrung der empfohlenen Diagnostik werden die Befunde in einer
wdchentlich stattfindenden Recherchebesprechung diskutiert (Abb. 1). Das

anwesende Rechercheteam ist ebenfalls interdisziplinar und besteht aus
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Onkologen, Molekularbiologen, klinischen Entitatenexperten und Bioinformatikern.

Zudem wird es in den Besprechungen durch einen Pathologen unterstutzt.

Ziel der Recherchebesprechung ist zum einen die Vorbereitung von
Diagnostikempfehlungen fur entweder neu angemeldete oder bereits vorgestellte,
eine weitere Diagnostik bendtigende, Patienten. So konnen bereits erste
Beschlussvorschlage als Diskussionsgrundlage fur die MTB-Diskussion erarbeitet
werden und die Verfugbarkeit des fur die Diagnostik notwendigen Gewebes kann
bei Bedarf gepruft werden. Zum anderen besteht die Aufgabe der
Recherchebesprechung in der Vorstellung der diagnostischen Befunde durch die
Systembiologen und die Pathologen. Dabei erfolgt bereits eine erste Diskussion
der identifizierten Varianten hinsichtlich ihrer klinischen Relevanz, dazu werden
die gesammelten Befunde in Zusammenschau gebracht und in ihrem Verhaltnis
zueinander beurteilt. Ziel ist es dabei, therapeutisch ansprechbare (targetierbare)

Alterationen auszumachen (Abb. 1).

Vor diesen Gesichtspunkten werden die diskutierten Alterationen im Zeitraum
zwischen den Recherchebesprechungen in Einzelarbeit mittels einer
Literaturrecherche gepruft. Zum Einsatz kommen dabei verschiedene
Datenbanken, um zunachst die Funktionalitat detektierter Varianten zu bewerten
und eine mogliche zielgerichtete Therapie gegenuber anderen Optionen
einzuordnen. Daruber hinaus wachst die Kenntnis des Rechercheteams bezlglich
targetierbarer molekularer Alterationen mit wachsender Fallzahl des MTB stetig,
sodass in Fallen mit bereits bekannter Alteration lediglich eine Uberpriifung des

bekannten Wissens auf Aktualitat erfolgen muss.

In der Recherchebesprechung der folgenden Woche werden die Ergebnisse der

einzelnen Mitglieder des Rechercheteams vorgestellt und die dabei
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vorgeschlagenen Formulierungen individueller Therapieempfehlungen erneut

interdisziplinar diskutiert.

Diese Empfehlungsvorschlage bilden die Basis der Falldiskussion des
betreffenden Patienten in der nachstmoglichen MTB-Sitzung. Ziel ist es hier, alle
auf der durchgefuhrten Diagnostik basierenden Therapieoptionen in ihrer Evidenz
sowie in ihrer zu erwartenden Wirksamkeit und Toxizitat zu beurteilen und zu

priorisieren (Abb. 1).

Sowohl die Recherchebesprechungen als auch die MTB-Sitzungen finden
grundsatzlich parallel physisch und virtuell statt, zum Einsatz kommt dazu das
Videokonferenzprogramm Vidyo. Somit ist es moglich, Teilnehmer aus dem UKSH
Campus Kiel und dem UKSH Campus Lubeck zusammenzubringen. Auch kdnnen
so externe Krankenhauser und Arztpraxen als Patientenzuweiser unkompliziert

am MTB teilnehmen.

Technische Durchflihrung der Diagnostik

Der Vollstandigkeit halber werden hier die Methoden der technischen
Durchfihrung und bioinformatorischen Auswertung der Diagnostik des MTB
dargestellt. Diese waren nicht praktischer Teil der vorliegenden Arbeit. Die
Beschreibungen wurden von den verantwortlichen Bereichen zur Verfigung

gestellt.
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Durchfihrung der Sequenzierungen

Die Whole-Exome-Sequenzierung erfolgt an Tumorgewebe, wahrend die
komplementare Keimbahn-DNA aus peripherem Blut oder gesundem Gewebe der

Wangenschleimhaut gewonnen wird.

Es werden fur die WES moglichst tumorzellreiche Regionen aus Formalin-fixierten
Paraffin-eingebetteten (FFPE) Gewebeproben der Patienten verwendet. Hieraus
wird die DNA mit dem AllPrep DNA/RNA FFPE Kit (Qiagen) isoliert. Die DNA-
Qualitatskontrolle wird mit einer fluoreszenzbasierten Quantifizierungsmethode
(Qubit, Thermo Fisher Scientific) durchgefuhrt. Das Twist Human Core Exome Kit
mit RefSeq und Mitochondrial Panel (Twist Bioscience) wird fur die Erstellung und

Anreicherung der Bibliothek verwendet.

Fur die RNA-Sequenzierung wird ebenfalls FFPE-Gewebe verwendet. Zunachst
wird auch die RNA dem AllPrep DNA/RNA FFPE Kit (Qiagen) isoliert. Die isolierte
RNA wird einer RNA-Qualitdtskontrolle unterzogen, bei der eine
fluoreszenzbasierte Quantifizierungsmethode und eine Fragmentlangenanalyse
eingesetzt werden, um die RNA-Integritat (RIN), den Fragmentierungsgrad
(DV200; Anteil in Prozent an Fragmenten mit >200 Nukleotiden) und die Menge
der vorhandenen RNA zu bestimmen. Je nach Menge und/oder Qualitat der RNA
werden unterschiedliche Kits zur Bibliothekserstellung verwendet: Fur wenig
fragmentierte RNA (DV200 >30%) das KAPA RNA HyperPrep Kit mit RiboErase
(HMR) Globin (Roche) und fur stark fragmentierte RNA (DV200 <30%) oder RNA

mit niedriger Konzentration das SMART-Seq Stranded Kit (Takara).
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Sowohl die WES als auch die RNA-Sequenzierung werden mittels des NovaSeq
6000-Systems der Firma lllumina durchgefuhrt. Am IKMB erfolgt dies mit einer
Coverage von >400X fur das Tumorgewebe und >200X fur die Keimbahnkontrolle
bei 2x150 Basenpaaren (bp) Paired End Reads. Bei der Firma CeGaT liegt die

Coverage bei 180X bzw. 120X bei 2x101 bp Paires End Reads.

Bioinformatorische Auswertung der Sequenzierungen

Fir die Analyse der WES werden zwei Workflows verwendet: Die MIRACUM-Pipe
und der Genomic Analysis Toolkit (GATK)-Workflow fiir somatische Mutationen.
Die MIRACUM-Pipe trimmt die fastq-Eingabedateien mit Trimmomatic*® und
bestimmte die Qualitdt vorher und nachher mittels FastQC®°. Das anfangliche
Alignment erfolgt mittels bwa-mem?24, das fiir die nachfolgenden Schritte der
Statistik, Sortierung, Duplikatentfernung und Indexierung verwendet wird. Zur
Korrektur von Mappingfehlern wird ein Indel-Realignment mit GATK®'
durchgefuhrt, gefolgt von der Fixierung der Mate-Pairs mit Picard-Tools und dem
GATK-Workflow zur Rekalibrierung der Basenqualitatswerte. Varianten werden mit
VarScan2%? ermittelt und mit ANNOVARS3?3 annotiert. Die Kopienzahlen werden mit
ControlFREEC® ausgewertet. Flr zusatzliche Biomarker wird eine Kombination
aus Sequenza® und scarHRD®® fir einen Score fir homologe
Rekombinationsdefizite (HRD) verwendet, wahrend MSiIsensor-pro®” Daten
bezlglich des Mikrosatellitenstatus (MSI) liefern. Daneben wird der BRCAness-
Score berechnet (Cut-off 220%58). Fiir den GATK-Workflow werden rohe FASTQ-

Reads mittels fastq v0.23.2%° getrimmt (Adapter- und Qualitatswerte) und die
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getrimmten Reads mit bwa-mem2 auf GRCh37/hg19 gemappt*®. Die
resultierenden SAM-Dateien werden mit den picard-Tools (v2.26.10) bereinigt,
sortiert und in das BAM-Format konvertiert. AnschlieBend werden die
Paarinformationen korrigiert, Duplikate entfernt und eine Rekalibrierung der
Basenqualitat mit picard tools und dbSNP v138 durchgefuhrt. Einzel-Nukleotid-
Varianten (SNVs) und kurze Insertionen und Deletionen (Indels) werden gemalf}
den von GATK bereitgestellten Best Practices fur das Callen somatischer
Mutationen identifiziert®'. Der Mutect2-Algorithmus®® wird im Tumor-Normal-
Matching-Modus mit gnomAD-Varianten als Keimbahn-Ressource und die GATK-
Whole-Genome-Panel-Daten als Normalpanel angewendet. Zusatzlich wird
Strelka28" verwendet, um somatische Varianten zu Callen, wobei die Best
Practices fur somatisches Callen (einschlieRlich MANTA v1.6.0) im Callverfahren
befolgt werden. Alle Varianten werden mit Variant Effect Predictor (VEP v105-
GRCh37) annotiert. Die Integration der Ergebnisse der Variantencalls von
VarScan2 (MIRACUM-Pipe), Mutect2 und Strelka2 (beide GATK-basierte
Arbeitsablaufe) erfolgt automatisch nach Abschluss beider Arbeitsablaufe. Fur
beide Workflows werden nur nicht-synonyme Mutationen gecallt, die mit einer
Varianten-Allel-Haufigkeit von >5 % identifiziert und mit einer Minor-Allel-
Haufigkeit von <0,1 % vom Exome Aggregation Consortium oder gnomAD
aufgelistet werden. Einzelnukleotidvariationen werden nach ClinVar, COSMIC,
dbSNP, TARGET db, Drug-Gene-Interaction und CADD (v1.6; % und %) und

DANN klassifiziert.

Die RNA-Seqg-Daten werden zunachst mit fastq getrimmt und mit STARfusion
(v1.11.0) auf GRCh38 abgebildet, um Genfusionen zu identifizieren. Zusatzlich

werden FusionCatcher (v1.33, ) und arriba (v2.3.0, 10.1101/ %) verwendet, um

24



Genfusionen vorherzusagen. Genexpressionsprofile werden mit kallisto v0.46.1

abgerufen®®.

Institute fur Pathologie, UKSH Kiel/Libeck

Die Diagnostik in den Instituten fur Pathologie umfasst alle gangigen Verfahren.
Es gibt keine formellen Einschrankungen hinsichtlich der Diagnostik. Mal3geblich
sind allein die Empfehlungen des MTB und die technische Umsetzbarkeit. Als
Standardpanel werden allerdings das Oncomine Focus Panel®” in Kiel sowie das

Cancer Hotspot Panel®® der Firma Thermo Fisher Scientific in Libeck verwendet.

Datenerfassung: Form

Fur die vorliegende Arbeit wurde eine Registertabelle in Microsoft Excel zur
gezielten Datenerfassung erstellt. Quellen der Daten waren zum einen zwei
Arbeitstabellen des molekularen Tumorboards, die zur systematischen Erfassung
versorgungsrelevanter Daten dienen, und zum anderen das
Krankenhausinformationssystem Orbis der Firma Dedalus. Hier wurden
Dokumente der klinischen Versorgung wie Befunde der Pathologie, des MTB und
externer Diagnostik sowie Arztbriefe und organisatorische Eintrage zu Prozeduren

wie Blut- oder Tumorgewebeentnahmen genutzt.

Die Registertabelle enthalt jeweils einen eigenen Abschnitt fur die Diagnostikarten

IHC, FISH, NGS-Panel, WES, RNA und andere, diesen Kategorien nicht
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zuzuordnende Diagnostik (OTHER). Falls bei einem Patienten Diagnostiken aus
mehreren der genannten Kategorien empfohlen wurden, so wurden diese als

separate Diagnostikempfehlungen gezahit.

Erfasst wurde der Prozess von der Diagnostikempfehlung bis zur potenziellen
Therapieempfehlung einschliel3lich der relevanten zeitlichen und inhaltlichen
Zwischenschritte wie Datum der Befundubermittiung einer abgeschlossenen

Diagnostik oder Verfugbarkeit von Gewebeproben.

Datenerfassung: Kriterien fir den Ein- und Ausschluss von Patienten und

Diagnostikempfehlungen

Grundsatzlich wurden in die Registertabelle alle Patienten eingeschlossen, die im
Zeitraum vom 07.09.2018 bis zum 13.05.2022 im MTB vorgestellt wurden. Die
Ergebnisse der im genannten Zeitraum ausgesprochenen
Diagnostikempfehlungen wurden in die Auswertung einbezogen, wenn sie bis zum
30.09.2022 abgeschlossen wurden. Patienten, fur die nicht alle fur einen
Analyseendpunkt notwendigen Daten erfassbar waren, wurden fur diesen
Endpunkt ausgeschlossen, allerdings in die Auswertung anderer, erfassbarer

Endpunkte, eingeschlossen.

Es erfolgte sowohl fur jeden Patienten mitsamt aller hinzugehoriger
Diagnostikempfehlungen als auch fur jede einzelne Diagnostikempfehlung eine

Prufung anhand folgender Ausschlusskriterien (Abb. 2, 3):

26



Ausschlussgriinde Patienten

= Eingeschlossen

m keine Diagnostik im MTB empfohlen

m Diagnostik nicht oder unzureichend dokumentiert

m vor Aussprache einer Therapieempfehlung Tod oder Zustandsverschlechterung

m Ablehnung von Diagnostischen MaRnahmen inkl. Biopsieentnahme durch Patient

Abbildung 2: Ein- und Ausschluss der Patienten in %.
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Ausschlussgriinde Diagnostikempfehlungen

4 214

15

77

Eingeschlossen

Diagnostik nicht oder unzureichend dokumentiert

Diagnostik noch ausstehend bei Einschlussende

vor Aussprache einer Therapieempfehlung Tod oder Zustandsverschlechterung
Ablehnung von Diagnostischen MaRnahmen inkl. Biopsieentnahme durch Patient

notwendige Biopsieentnahme nicht moglich

Abbildung 3: Ein- und Ausschluss der Diagnostikempfehlungen in %. Einschlussende: 30.09.2022

Nach Abschluss der Datenerfassung erfolgte eine Auswertung in deskriptiver und

schlieender Statistik. Dabei wurden insbesondere folgenden Frage adressiert:

Welches diagnostische Prozedere fuhrt zu einer moglichst hohen

Therapieempfehlungsrate?

Bietet die WES gegenuber den NGS-Panels einen signifikanten Vorteil bei der

Identifikation therapierelevanter Alterationen?

Ware die WES in der untersuchten Kohorte durch ein rational ausgewahltes NGS-

Panel bei vergleichbarer Effektivitat ersetzbar?
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Datenanalyse: Statistische Auswertung

Die statistische Analyse der Daten erfolgte mithilfe des Statistikprogrammes
Jamovi (Version 2.3). Es erfolgte eine statistische Beratung durch das Institut fur
Medizinische Biometrie und Statistik (IBMS) der Universitat zu Lubeck mit dem

Schwerpunkt ,Auswertung des progressionsfreien Uberlebens*.

Zu unterscheiden sind zwei unterschiedliche Arten der Auswertung, die in dieser
Arbeit parallel durchgefuhrt wurden: Zum einen wurde eine Stratifizierung nach
Patienten vorgenommen, sodass Analysen bezogen auf die Patienten mit ihren
individuellen diagnostischen Kombinationen ermoglicht wurden, zum anderen
erfolgte eine Stratifizierung nach Diagnostikempfehlung, um Analysen bezogen
auf einzelne Diagnostikarten zuzulassen. Somit ergeben sich als Mal} fur den
Erfolg der Diagnostik in Bezug auf die Aussprache von Therapieempfehlungen
zwei unterschiedliche Endpunkte: In der patientenbezogenen Auswertung ist dies
die Patiententherapieempfehlungsrate (PTER), die definiert ist als der Anteil der
Patienten mit mindestens einer Therapieempfehlung an allen Patienten mit

mindestens einer umgesetzten Diagnostik:

Patienten mit > 1 Therapieempfehlung

PTER =
Patienten mit > 1 umgesetzten Diagnostik

In der diagnostikbezogenen Auswertung dagegen ist das entsprechende Mal} die
Diagnostiktherapieempfehlungsrate (DTER), die definiert ist als der Anteil der

umgesetzten Diagnostikempfehlungen, der zu einer Therapieempfehlung fuhrt:
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DTER — Diagnostikempfehlungen mit nachfolgender Therapieempfehlung

umgesetzte Diagnostikempfehlungen

Um den Anteil an Patienten mit erfolgreich umgesetzter Diagnostik darzustellen,

wurde eine Ausschlussrate definiert und berechnet:

Patienten mit abgeschlossener MTB—Diagnostik ) 00

Ausschlussrate = (1 — —— —— , , . .
urspriunglich registrierte Patienten mit geplanter Diagnostik

Daruber hinaus erfolgte eine Auswertung der in der Diagnostik identifizierten
therapierelevanten Alterationen. Bei der Kategorisierung der in den
Sequenzierungen festgestellten Alterationen nach betroffenem zellularen

Signalweg wurde eine Einteilung nach Horak et al.3° vorgenommen (vgl. Abb. 23).

Die Umsetzung der Therapieempfehlungen sowie das klinische Ansprechen
wurden von Laura Klinke erfasst und primar ausgewertet. Nach
Zusammenfuhrung der Datensatze erfolgte die gemeinsame statistische
Auswertung mit dem klinischen Endpunkt der Progression-Free-Survival-Ratio

(PFSr). Diese ist durch folgende Formel definiert:

PFS2

PFSr = PFS1
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PFS1 = progressionsfreies Uberleben unter der letzten systemischen Therapie vor

Implementation der vom MTB empfohlenen Therapie

PFS2 = progressionsfreies Uberleben unter der vom MTB empfohlenen Therapie

PFS1 und PFS2 wurden jeweils in Tagen gemessen, Beginn des Intervalls war der
letzte Progress vor Einleitung der Therapie und Ende des Intervalls war der erste
Progress nach Einleitung der Therapie. Ein Progress galt als eingetreten, wenn
entweder radiologisch oder laborchemisch ein Fortschreiten der Erkrankung zu

beobachten war.

Da der ausgewertete Datensatz der PFSr einer rechtsschiefen Verteilung folgt,
wurde in dieser Arbeit der naturliche Logarithmus gebildet (Ln(PFSr)), sodass
annahernd eine Normalverteilung entsteht und auch dies fordernde statistische
Auswertungen maoglich sind (Anhang 5). Daraus folgt, dass der Schwellenwert fur
eine Uberlegenheit der MTB-Therapie bei null liegt, positive Werte zeigen ein

langeres Ansprechen auf die MTB-Therapie als auf die Vortherapie.

In der deskriptiven Patienten- und Diagnostikauswertung erfolgte unter anderem

eine Betrachtung der in Tabelle 1 und Abbildung 3 dargestellten Parameter.
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Gesamt (N=210)

Geschlecht
w 120 (57.1%)
m 90 (42.9%)
Alter
Durchschnitt (standardabweichung) 55.4 (14.1)
Spannweite 15.0-95.0
Jahr
2018 2 (1.0%)
2019 30 (14.3%)
2020 66 (31.4%)
2021 67 (31.9%)
2022 45 (21.4%)
N MTB-Vorstellungen pro Patient
Durchschnitt (Standardabweichung) 2.2(0.9)
Spannweite 1.0-6.0
N Diagnostikempfehlungen
Durchschnitt (standardabweichung) 2.2(1.0)
Spannweite 1.0-5.0
N Diagnostikempfehlungen vollstandig durchgefiihrt
Durchschnitt (standardabweichung) 1.6 (1.0)
Spannweite 0.0-5.0
N Therapieempfehlungen
Durchschnitt (standardabweichung) 0.6 (0.7)
Spannweite 0.0-3.0
IHC empfohlen
ja 137 (65.2%)
nein 73 (34.8%)
FISH empfohlen
ja 50 (23.8%)
nein 160 (76.2%)
Panel empfohlen
ja 79 (37.6%)
nein 131 (62.4%)
WES empfoheln
ja 132 (62.9%)
nein 78 (37.1%)
RNA empfohlen
ja 39 (18.6%)
nein 171 (81.4%)
OTHER empfohlen
ja 21 (10.0%)
nein 189 (90.0%)

Tabelle 1: Patientenkollektiv (w = weiblich; m = mdénnlich; Jahr = Jahr der ersten Vorstellung des Patienten im MTB;
IHC/FISH/Panel/WES/RNA/OTHER empfohlen = min. eine Diagnostikempfehlung in der jeweiligen Diagnostikart wurde

bei dem jeweiligen Patienten empfohlen).
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. N
Ablehnung der
MaRnahmen durch Patient:
N=4

- /

Unzureichende
Dokumentation: N = 30

Patienten vorgestellt

07.09.2018 - 13.05.2022: o | Keine Diagnostik empfohlen:
N =353 N=97

Tod oder stark reduzierter
AZ vor Wiedervorstellung
zur Therapieempfehlung:

N=11
Gewebeentnahme nétig,
Ve A ~ aber nicht moglich: N =1
Patienten eingeschlossen:
N =210
v

Min. 1 DE eingeschlossen:
N =185

v

Min. 1 DE vollstandig
umgesetzt: N = 185

v

Min. 1 Therapieempfehlung auf Basis der
durchgefiihrten Diagnostik: N = 108

Min. 1 Therapieempfehlung mit Follow-Up
zur Umsetzung: N = 70

v

Min. 1 Therapieempfehlung umgesetzt:
N=25

v

Min. 1 PFS-Ratio erfasst: N = 21

Min. 1 PFS-Ratio 21,3: N =12
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Ablehnung der MaRBnahmen durch Patient:
N=5

Unzureichende Dokumentation: N =71

Tod oder stark reduzierter AZ

Diagnostikempfehlungen 07.09.2018 - > vor Wiedervorstellung zur

13.05.2022: N =458

Therapieempfehlung: N =7

Gewebeentnahme nétig, aber nicht moglich:
N=6

Diagnostik noch ausstehend am 30.09.2022:
N=16

4

Diagnostikempfehlungen
eingeschlossen: N = 353

Diagnostikempfehlungen vollstandig umgesetzt:
N =345

v

Therapieempfehlungen auf Basis der
durchgefiihrten Diagnostik: N = 131

v

Follow-Up zur Umsetzung der
Therapieempfehlung: N = 79

v

Therapieempfehlung umgesetzt: N =
28

A

PFS-Ratio erfasst: N = 23

v

PFS-Ratio 21,3: N =12

Abbildung 4: Flussdiagramm der im MTB vorgestellten Patienten sowie ausgesprochenen
Diagnostikempfehlungen. DE = Diagnostikempfehlung, PFS-Ratio = progression-free-survival-ratio;

AZ = Allgemeinzustand.
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Die zeitliche Entwicklung des MTB am UCCSH wurde deskriptiv nach Anzahl der
Empfehlungen und Anzahl der erfolgreichen Durchfiihrungsschritte der Diagnostik

ausgewertet (Abb. 5, 6).

10,00

Entwicklung der Diagnostik - N pro Monat
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6,00

4,00

: I I I

000 W= I . I I - I - . - I 1| I
IHC RNA

FISH Panel WES OTHER
m2018 m2019 m2020 2021 w2022

Abbildung  5:  Anzahl der Diagnostikempfehlungen pro  Monat nach  Diagnostikart und  Jahr.

25

20

10 I I |||

2018 2019 2020 2021 2022

Entwicklung der Diagnostik - N pro Monat

M Diagnostikempfehlungen M in Auswertung eingeschlossen W Diagnostik umgesetzt Therapieempfehlungen

Abbildung 6: Entwicklung der Diagnostik in Anzahl N pro Monat, gruppiert nach Einschluss in die Auswertung,

Umsetzung und aus der Diagnostik folgender Therapieempfehlung sowie nach Jahr.
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Die Patienten mit durchgeflhrter IHC sowie durchgefiihrtem Panel wurden jeweils
nach Art des IHC-Markers bzw. nach Art des Panels deskriptiv ausgewertet (Abb.

7, 8).

mPD-L1 = NTRK mTROP2 Her2 mdMMR mOTH

Abbildung 7: Anzahl der Patienten mit Empfehlung zu den IHC-Markern PD-L1, NTRK, TROP-2, Her2, dMMR und anderen

(OTH).

m Cancer Hotspot m OncomineFocus m entitdtenspezifisches Panel = <4 Gene manderes Panel

Abbildung 8: Anzahl der Patienten mit durchgefiihrtem NGS-Panel nach Art des Panels gruppiert. Das Cancer Hotspot

Panel priift 50 Gene, das OncomineFocus Panel priift 52 Gene.
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Es erfolgte eine Auswertung der PTER in Abhangigkeit der Anzahl umgesetzter
Diagnostikempfehlungen (Abb. 9). Zusatzlich wurde die Korrelation der Anzahl an
umgesetzten Diagnostikempfehlungen mit der Anzahl an Therapieempfehlungen
bei demselben Patienten untersucht. Dazu wurde der Spearman’s-Rho-

Korrelationskoeffizient berechnet (Tab. 2; Abb. 10).

100
90
80
70
60

50

PTER in %

40

30

20

10

1 (N=74) 2 (N=74) 3 (N=29) 24 (N=8)

Abbildung 9: Patiententherapieempfehlungsrate (PTER) nach Anzahl der umgesetzten Diagnostikempfehlungen

gruppiert. In Klammern steht jeweils die Anzahl an Patienten in der jeweiligen Gruppe.
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N
Therapieempfehlungen

N Diagnostikempfehlungen Spearman's
0.462
umgesetzt rho
p-Wert <.001
N 210

Tabelle 2: Korrelation zwischen Anzahl (N) umgesetzter Diagnostikempfehlungen und Anzahl (N) Therapieempfehlungen.
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N Diagnostikempfehlungen umgesetzt

Abbildung 10: Korrelationsdiagramm fiir die Korrelation zwischen Anzahl (N) umgesetzter Diagnostikempfehlungen und
Anzahl (N) Therapieempfehlungen bei demselben Patienten. Der Durchmesser der Datenpunkte ist abhéngig von der
zugrundeliegenden Fallzahl der jeweiligen Kombination aus N Diagnostikempfehlungen umgesetzt und N

Therapieempfehlungen. Diese Fallzahl ist im Zentrum eines jeden Datenpunktes angegeben.

Zur Analyse der PTER in Abhangigkeit des Jahres der ersten Vorstellung des
Patienten im MTB wurde neben einer deskriptiven Darstellung auch ein Chi-

Quadrat-Test durchgefihrt (Abb. 11).
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Jahr
21 Therapieempfehlung 2019 2020 2021 2022 Gesamt

nein 18 37 23 7 85
ja 12 29 44 22 107
Gesamt 30 66 67 29 192
X2 Tests

Wert df p

x> 142 3 0.003

N 192
100 4
75
x .
< 21 Therapieempfehlung
e 80 nein
£ ja

=]
]

2019 2020 2021 2022

Jahr
Abbildung 11: Patiententherapieempfehlungsrate (PTER), gruppiert nach Jahr der ersten Vorstellung im MTB. Der
durchgefiihrte Chi-Quadrat-Test ist signifikant. Nicht beriicksichtigt wurde das Jahr 2018 aufgrund sehr niedriger
Fallzahl (N=2). Ausgeschlossen wurden fiir diese Auswertung Patienten, bei denen zum Zeitpunkt des Einschlussendes

bereits empfohlene Diagnostik noch ausstehend, also noch nicht umgesetzt, war (N=16).

Die Diagnostikarten NGS-Panel und WES wurden direkt miteinander verglichen.
Dazu wurde fur die Patienten mit umgesetzter Therapieempfehlung, die auf WES
oder Panel basierte, die Ln(PFSr) sowie der Anteil der Patienten mit PFSr 21,3 in
Abhangigkeit der Diagnostikart untersucht. Hierbei wurden ein T-Test und ein Chi-

Quadrat-Test durchgefuhrt (Abb. 12, 13).
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t-Test fiir unabhéngige Stichproben

95% 95%
Konfidenzintervall Konfidenzintervall
- Mittlere Std.-fehler
Statistik df p Differenz ~ der Differenz Untere Obere Effektstérke Untere Obere
Ln(PFSN) f‘t“dems 467 180 0.112 1.01 0.603 227 0258 dC°he”s -0.864 199 0339

Anmerkung. Ha [t panel # L WES

Deskriptivstatistik fiir die Gruppen

Gruppe N Mittelwert Median Std.-abw. Std.-fehler
Ln(PFSr)  Panel 5 -0.479 -0.232 1.02 0.458
WES 15 0.529 0.763 1.20 0.311
Ln(PFSr)
1.0 1
O
05 Q
=
E 0.0 A .
a O o Mittelwert (95% Cl)
S o Median
- o054 ©
-1.0 4
-1.5 T T
Panel WES
Diagnostik

Abbildung 12: Ln(PFSr), gruppiert nach Art der Diagnostik, auf der die umgesetzte Therapie basiert (nur WES und NGS-
Panel beriicksichtigt). Der durchgefiihrte T-Test zeigt keinen signifikanten Unterschied beider Gruppen. Zusétzlich sind

der Mittelwert mit dem 95%-Konfidenzintervall sowie der Median fiir beide Gruppen dargestellt.
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Diagnostik
PFSr=1,3 WES PANEL Gesamt

nein 5 4 9
ja 10 1 11
Gesamt 15 5 20
2

X’ Tests

Wert  df p

X2 3.30 1 0.069

100 1

PFSr=1,3

15 > nein
ja

% mit PFSr 21,3
[4)]
o

=]
o

WES PANEL
Diagnostik

Abbildung 13: Anteil der umgesetzten Therapieempfehlung mit PFSr 21,3, gruppiert nach Art der Diagnostik, auf der die
umgesetzte Therapie basiert (nur WES und NGS-Panel beriicksichtigt). Mittig in den Bldocken des Diagramms ist die

jeweils zugrundeliegende Fallzahl angegeben. Der durchgefiihrte Chi-Quadrat-Test zeigt keinen signifikanten

Unterschied beider Gruppen.

Der Zusammenhang zwischen der Art der durchgefuhrten Diagnostik und der
Wahrscheinlichkeit einer darauf basierenden Therapieempfehlung wurde
deskriptiv nach Tumorentitat (Abb. 14-16; Anhang 1-3) sowie mittels Chi-Quadrat-

Test untersucht (Tab. 3).
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N umgesetzte

Diagnostikempfehlungen N N A N N N N

Diagnostikart IHC FISH Panel WES RNA OTHER gesamt

Anal 1 0 0 0 0 2
Gallenwege/Leber 3 2 1 0 0 12
Harnblase 1 2 2 0 7
Mamma 26 12 4 84
Gebarmutterhals 1 0
Kolorektal 11 1 0 0
Ccup 3 2 3 1
Endometrium 2 2 0 0
Magen/Osophagus 4 0 1 0
Kopf/Hals 3 5 6 3 0
Hamatologisch 0 0 0 0 0
Lunge 1 0 1 1 0
Melanom 0 0 2 0 1 0 3
Mehrere 3 1 1 0 0 8
NEC / NET 8 2 7 1 8 22
Osteosarkom 0 0 0 1 0 0 1
andere 7 1 4 6 3 0 21
Ovar 5 2 6 0 0 14
Pankreas 19 3 14 1 0 44
Prostata 2 0 0 2 0 0 4
Weichgewebssarkom 9 3 1 - 4 1 31
Schilddrise 0 1 1 0 0 0 2
gesamt 109 39 66 - 23 10 345

DTER: <20%  >20%  >40% | >60% I580%"

Abbildung 14: Diagnostiktherapieempfehlungsrate (DTER) farbcodiert in Abhdngigkeit der Diagnostikart und der
Tumorentitét. Fiir jede Kombination aus Diagnostikart und Tumorentitdt ist zudem die Anzahl N der in dieser

Kombination durchgefiihrten Diagnostikempfehlungen angegeben.
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N umgesetzte

Diagnostikempfehlungen N N N N N N N
IHC-Marker PD-L1  NTRK TROP2  Her2 dMMR "5 gesamt
Anal 1 1 0 0 1 0 3
Gallenwege/Leber 1 2 0 2 0 0 5
Harnblase 1 0 0 0 0 2
Mamma 21 19 7 4 9 1 61
Gebarmutterhals 0 1 0 0 1 0 2
Kolorektal 10 9 1 2 1 0 23
cup 1 1 0 2 0 0 4
Endometrium 0 0 0 1 1 0 2
Magen/Osophagus 3 1 1 0 2 1 8
Kopf/Hals 3 2 1 2 1 0 9
Hamatologisch 0 0 0 0 0 0 0
Lunge 0 1 1 0 0 0 2
Melanom 0 0 0 0 0 0 0
Mehrere 2 2 1 2 2 0 9
NEC / NET 7 7 3 0 2 0 19
Osteosarkom 0 0 0 0 0 0 0
andere 5 7 3 0 3 0 18
Ovar 6 3 0 3 4 0 16
Pankreas 16 14 6 8 7 0 51
Prostata 1 1 0 0 2 0 4
Weichgewebssarkom 7 5 2 0 2 0 16
Schilddriise 0 0 0 0 0 0 0
gesamt 85 77 26 26 38 2 254

DTER: <20% >20% >40% >60% >80%

Abbildung 15: Diagnostiktherapieempfehlungsrate (DTER) farbcodiert in Abhéngigkeit des durchgefiihrten IHC-Markers
und der Tumorentitdit. Fiir jede Kombination aus IHC-Marker und Tumorentitdt ist zudem die Anzahl N der in dieser

Kombination durchgefiihrten Diagnostikempfehlungen angegeben.
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N umgesetzte
Diagnostikempfehlungen

=
=
=
=2
=2
=2

5 6 .QEJ » g 2 o —
NGS-Panel e 7 & § 52 & 3 % gesamt
2 2% £° M s <
o 5 v
Anal 0 0 0 0 0 0
Gallenwege/Leber 0 0 0 0 1 1
Harnblase 0 0 0 1 1 2
Mamma 6 0 0 3 8 17
Gebdrmutterhals 0 0 0 0 3 3
Kolorektal 1 0 1 0 1 3
cup 0 0 0 0 1 1
Endometrium 0 0 0 1 0 1
Magen/Osophagus 0 0 0 0
Kopf/Hals 1 2 1 0 6
Hamatologisch 0 0 0 0 0 0
Lunge 0 0 0 1 0 1
Melanom 0 0 0 2 0 2
Mehrere 0 0 1 0 0 1
NEC / NET - 0 0 0 0 -
Osteosarkom 0 0 0 0 0 0
andere 1 0 - 2 0 4
Ovar - 0 1 3 1 6
Pankreas 2 0 10 2 0 14
Prostata 0 0 0 0 0 0
Weichgewebssarkom 0 0 0 0 1 1
Schilddriise 0 0 0 1 0 1
gesamt 13 2 15 16 20 66

DTER: <20%  >20%  >40% | >60% |1>80%

Abbildung 16: Diagnostiktherapieempfehlungsrate (DTER) farbcodiert in Abhdngigkeit des durchgefiihrten NGS-Panels
und der Tumorentitdt. Fiir jede Kombination aus NGS-Panel und Tumorentitéit ist zudem die Anzahl N der in dieser
Kombination durchgefiihrten Diagnostikempfehlungen angegeben. Das Cancer Hotspot Panel priift 50 Gene, das

OncomineFocus Panel priift 52 Gene.
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Diagnostik
Therapieempfehlung IHC FISH Panel WES RNA OTHER Gesamt

ja 15 4 22 82 6 2 131

nein 94 35 44 16 17 8 214

Total 109 39 66 98 23 10 345
X2 Tests

Wert df p

X2 130 5 <.001
N 345

Tabelle 3: Chi-Quadrat Test. Untersucht wird der Zusammenhang zwischen der Diagnostikart und der Aussprache einer

darauf basierenden Therapieempfehlung (DTER). Der Test ist signifikant.

Zusatzlich wurde fur die WES und die Paneldiagnostik ein gesonderter Chi-
Quadrat-Test durchgefuhrt, um den Zusammenhang zwischen der Diagnostikart
und der DTER zu untersuchen (Abb. 17). Da Uber die untersuchten Jahre hinweg
die NGS-Panels zunehmend seltener und die WES haufiger empfohlen wurden
und gleichzeitig eine insgesamt steigende DTER zu beobachten war (Abb. 6),
erfolgte eine Testung fur jedes einzelne Jahr seit 2019, um die zeitliche
Entwicklung der Diagnostikwelt berucksichtigen zu konnen (Abb. 18). Im Jahr
2018 wurden keine WES durchgefuhrt, sodass fur dieses Jahr kein Vergleich

moglich war.
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Diagnostik
Therapieempfehlung Panel WES Gesamt

nein 44 16 60

ja 22 82 104

Gesamt 66 98 164
x> Tests

Wert df p

x> 431 1 <.001
N 164

Wert

Odds ratio 10.3

100 1

79 1
R Therapieempfehlung
c
= 50 1 nein
= ja
()]

25 1

O -

Panel WES
Diagnostik

Abbildung 17: Diagnostiktherapieempfehlungsrate (DTER) fiir WES und NGS-Panel im direkten Vergleich. Der

durchgefiihrte Chi-Quadrat-Test ist signifikant.
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Diagnostik
Jahr  Therapieempfehlung Panel WES Gesamt

2019  nein 14 0 14
ja 2 6 8
Gesamt 16 6 22
2020 nein 21 4 25
ja 10 20 30
Gesamt 31 24 55
2021  nein 8 6 14
ja 9 31 40
Gesamt 17 37 54
2022 nein 1 6 7
ja 0 25 25
Gesamt 1 31 32
Total  nein 44 16 60
ja 21 82 103
Gesamt 65 98 163
x* Tests
Jahr Wert df P
2019 x> 1444 1 <.001
N 22
2020 x> 1423 1 <.001
N 55
2021 x? 577 1 0.016
N 54
2022 ¥’ 369 1 0.055
N 32
Gesamt 4433 1 <.001
N 163
2019 2020 2021 2022
100 4
75
X
£ Therapieempfehlung
5 50 A 16 6 31 24 17 37 1 31 nein
= :
o ja
25 4
0 -
Panel WES Panel WES Panel WES Panel WES

Diagnostik

Abbildung 18: Diagnostiktherapieempfehlungsrate (DTER) fiir WES und NGS-Panel in Abhdngigkeit des Jahres der
Diagnostikempfehlung. Mittig in den Blécken des Diagrammis ist die jeweils zugrundeliegende Fallzahl angegeben. Das
Jahr 2018 ist aufgrund sehr geringer Fallzahl (N=1) aus dieser Auswertung ausgeschlossen worden. Der Chi-Quadrat-Test
fiir den Vergleich von WES und Panel ist mit Ausnahme des Jahres 2022 (N=1 fiir Panel, daher nur bedingt
aussagekrdftig) signifikant.
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Gesondert betrachtet wurden die Falle, in denen sequenziell zunachst ein Panel

und anschliellend eine WES durchgefuhrt wurden (Tab. 4).

. % an Fdllen mit
Sequenzielle

iell
Durchfiihrung Panel - 11 Sequenfle
durchgefiihrter
WES
WES (N=11)
WES fuhrt zu ThE 10 91
WES fuhrt zu keiner ThE 1 9

Tabelle 4: Fille mit sequenzieller Durchfiihrung von zuerst NGS-Panel und im weiteren zeitlichen Verlauf WES. Die

mittlere Spalte zeigt die Anzahl N der jeweiligen Fille. ThE=Therapieempfehlung

Die Zeit in Tagen von der Empfehlung einer Diagnostik bis zur darauf basierenden
Therapieempfehlung wurde als Empfehlungs-Turnaround-Time (ETT) definiert. In
Abgrenzung dazu wurde die dazu analoge Zeit ab Vorhandensein allen fur die
Diagnostik notwendigen Materials als Material-Turnaround-Time (MTT) definiert.
Beide GroRen wurden mittels naturlichen Logarithmus transformiert, um eine
Normalverteilung zu erreichen und damit die Anwendung dies erfordernder

statistischer Tests zu ermoglichen (Anhang 6, 7).

ETT und MTT wurden deskriptiv nach Diagnostikart gruppiert ausgewertet (Tab. 5;
Abb. 19). Fur WES und Panel wurden beide GroRen mittels T-Test miteinander

verglichen (Abb. 20).
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Diagnostik ETT MTT Ln(ETT) Ln(MTT)
N IHC 80 68 80 68
FISH 30 27 30 27
Panel 51 44 51 44
WES 9% 61 96 61
RNA 23 16 23 16
OTHER 8 5 8 5
Mittelwert IHC 4.01 3.53
FISH 4.10 3.68
Panel 3.81 3.40
WES 452 4.01
RNA 4.35 4.30
OTHER 3.85 3.50
Median IHC 56.0 39.5 4.03 3.67
FISH 63.0 38.0 414 3.64
Panel 420 295 3.74 3.38
WES 84.0 53.0 4.43 3.97
RNA 80.0 75.0 4.38 4.32
OTHER 56.0 36.0 3.99 3.58
Standardabweichung  IHC 60.3 338  0.802 0.805
FISH 89.3 715  0.830 0.787
Panel 80.6 583  0.841 0.779
WES 849 419  0.591 0.482
RNA 584 555  0.558 0.491
OTHER 81.4 470 1.12 1.01

Tabelle 5: Empfehlungs-Turnaround-Time (ETT) und Material-Turnaround-Time (MTT)

in Abhdngigkeit der

durchgefiihrten Diagnostikart. Um eine Normalverteilung zu erreichen, wurden beide Gréfien mittels natiirlichen

Logarithmus (Ln) transformiert, sodass u.a. der Mittelwert aussagekrdiftig berechnet werden kann.
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Abbildung 19: Empfehlungs-Turnaround-Time (ETT) und Material-Turnaround-Time (MTT) in Abhdngigkeit der
Diagnostikart. Um eine Normalverteilung zu erreichen, wurden beide Gréf3en mittels natiirlichen Logarithmus (Ln)

transformiert. Die Mittelwerte sind als schwarze Quadrate in die Violinendiagramme eingezeichnet.
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t-Test fiir unabhangige Stichproben

95% 95%
Konfidenzintervall Konfidenzintervall
- Mittlere Std.-fehler
Statistik df p Differenz der Differenz Untere Obere Effektstarke Untere Obere
LnETT) UM 597, 145 <001 071 0119 0947 0476 (oMM 1,034 143 0635
Loty UM 405, 103 <001 0610 0123 0855 -0366 oM™ -0.979 141 -0535

Anmerkung. Ha M panel # M WES

@ Der Levene-Test ist signifikant (p < 0,05), was auf eine Verletzung der Annahme gleicher Varianzen hindeutet

Deskriptivstatistik fur die Gruppen

Gruppe N Mittelwert Median Std.-abw. Std.-fehler
Ln(ETT) Panel 51 3.81 3.74 0.841 0.118
WES 96 4.52 4.43 0.591 0.0604
Ln(MTT) Panel 44 3.40 3.38 0.779 0.117
WES 61 4.01 3.97 0.482 0.0617
Ln(ETT)
450 A ?
O
E 4.25 4
W o Mittelwert (95% CI)
5 400+ o Median
O
3.75 4 o
T T
Panel WES
Diagnostik

Abbildung 20: T-Test fiir den Vergleich von WES und Panel hinsichtlich der Empfehlungs-Turnaround-Time (ETT) sowie
der Material-Turnaround-Time (MTT). Um eine Normalverteilung zu erreichen, wurden beide Gréf3en mittels natiirlichen
Logarithmus (Ln) transformiert. Fiir beide Gréf3en zeigt sich ein signifikanter Unterschied. Zusdtzlich sind der Mittelwert

mit dem 95%-Konfidenzintervall sowie der Median fiir beide Gruppen dargestellt.

Die ETT wurde deskriptiv sowie mittels T-Test nach Vorhandensein der
notwendigen Gewebeproben zum Zeitpunkt der Diagnostikempfehlung gruppiert

ausgewertet (Tab. 6; Abb. 21).
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Gewebe intern vorhanden? Ln(ETT)

N ja 122
nein 111
Mittelwert ja 3.91
nein 4.38
Median ja 4.03
nein 4.34
Standardabweichung ja 0.794
nein 0.742

Tabelle 6: Deskriptive Auswertung der Empfehlungs-Turnaround-Time (ETT) in Abhdngigkeit davon, ob zum Zeitpunkt
der Diagnostikempfehlung das notwendige Gewebe intern (am UKSH) vorlag oder nicht. Um eine Normalverteilung zu

erreichen, wurde die Gréf3e mittels natiirlichen Logarithmus (Ln) transformiert.

t-Test fiir unabhangige Stichproben

95% 95%
Konfidenzintervall Konfidenzintervall
- Mittlere Std.-fehler
Statistik df p Differenz ~ der Differenz  Untere Obere Effektstarke Untere Obere
Ln(ETT) tS‘“de”tS 463 231 <001  -0.467 0101  -0666  -0.269 (?Ohe”s 0607  -0875  -0.338

Anmerkung. Ha W # U nein

Deskriptivstatistik fiir die Gruppen

Gruppe N Mittelwert Median Std.-abw. Std.-fehler
Ln(ETT) ja 122 3.91 4.03 0.794 0.0719
nein M 4.38 4.34 0.742 0.0704
Ln(ETT)
4.4 1 o)
a
[ 42
w o Mittelwert (95% Cl)
5 o Median
4.0 4 -
o]
3.8 1
ja nein

Gewebe intern vorhanden?

Abbildung 21: T-Test fiir die Empfehlungs-Turnaround-Time (ETT) in Abhdngigkeit davon, ob zum Zeitpunkt der

Diagnostikempfehlung das notwendige Gewebe intern (am UKSH) vorlag oder nicht. Um eine Normalverteilung zu
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erreichen, wurde die GréfSse mittels natiirlichen Logarithmus (Ln) transformiert. Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied
der beiden Gruppen. Zusétzlich sind der Mittelwert mit dem 95%-Konfidenzintervall sowie der Median fiir beide Gruppen

dargestellt.

Die in der Diagnostik identifizierten therapierelevanten Alterationen wurden nach
betroffenem Gen oder Mutationssignatur bzw. nach IHC-Marker eingeteilt und in
ihrer Haufigkeit nach Entitaten geordnet dargestellt (Abb. 22). Zudem wurden die
Alterationen aus WES, Panel und RNA acht Biomarkergruppen entsprechend der
Einteilung von Horak et al.*® zugeordnet. Grundlage hierfiir waren die bei der

Alteration involvierten zellularen Pfade und Prozesse (Abb. 23).
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5 g
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cup
Endometrium
Magen/Osophagus
Kopf/Hals
Hématologisch
Lunge
Melanom
Mehrere
NEC / NET
Osteosarkom
andere
Ovar
Pankreas
Prostata
Weichgewebssarkom

Schilddriise
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Abbildung 22: Identifizierte therapierelevante Alterationen, sortiert nach Diagnostikart. Die Anzahl der Alterationen ist
fiir jede Zelle der Diagramme numerisch angegeben und zuséitzlich farbcodiert. Jede Zeile entspricht einer Tumorentitéit.
Fir die WES sind alle Gene, die auch im Cancer Hotspot Panel V2 enthalten sind, blau hervorgehoben. *dMMR: nur

anteilig im CHPv2 abgedeckt (nur MLH1); dies ist fiir drei Fdlle relevant, in denen die Mutation auch im CHPv2

identifizierbar gewesen wdire.

Biomarkergruppen gesamt Biomarkergruppen WES

8 6

41

IE mDDR = PAM =RME mTK =CC mDEV OTH IE mDDR = PAM = RME mTK =CC mDEV ~ OTH

Biomarkergruppen Panel Biomarkergruppen RNA

101

IE mDDR = PAM =RME mTK =CC mDEV OTH IE mDDR = PAM = RME mTK =CC mDEV OTH

Abbildung 23: Anzahl der in WES, NGS-Panel und RNA-Sequenzierung identifizierten therapierelevanten Alterationen
nach Biomarkergruppe. Die Einteilung erfolgte in die von Horak et al. 3° verwendeten Gruppen, die auf den involvierten
zelluléren Pfaden und Prozessen basieren. IE = Immunevasion, DDR = DNA-Schadensreparatur, PAM = PI3K-AKT-mTOR,

RME = RAS-MEK-ERK, TK = Tyrosinkinase, CC = Zellzyklus, DEV = Entwicklungsregulation, OTH = andere.
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Um die WES als Alternative zum NGS-Panel zu bewerten, wurde das Cancer
Hotspot Panel v2 (CHPv2) der Firma Thermo Fisher Scientific als
entitatenunspezifisches Panel mit 50 Genen ausgewahlt. Es wurde im Sinne eines
virtuellen Panels bestimmt, welche der in der WES nachgewiesenen
therapierelevanten Alterationen auch im CHPv2 identifizierbar gewesen waren.
Dazu wurde fur jede Therapieempfehlung, die auf Basis einer durchgefuhrten
WES ausgesprochen wurde, gepruft, ob das veranderte Gen grundsatzlich im
CHPv2 abgefragt wird. Aulerdem wurde untersucht, ob die in der WES zur
Therapieempfehlung fuhrende Variante innerhalb dieses Gens im CHPv2
identifizierbar ist. Letzteres ist Voraussetzung fur die Ableitung einer

Therapieempfehlung.

Auf dieser Grundlage wurden drei Gruppen gebildet:

A) Therapieempfehlungen, die auch auf Basis eines CHPv2 aussprechbar

gewesen waren, weil die konkrete Alteration dort abgefragt wird

B) Therapieempfehlungen, die nur auf Basis einer WES aussprechbar waren, weil

nur das Gen, nicht aber die konkrete Variante Teil des CHPV2 ist

C) Therapieempfehlungen, die ebenfalls nur auf Basis einer WES aussprechbar
gewesen waren, weil weder das Gen, noch die konkrete Variante Teil des CHPv2

sind (Abb. 24).
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Alterationen Gen im CHPv2 enthalten Variante im CHPv2 enthalten

16 Fdlle (9,8%) ausgeschlossen, da nicht erfassbar

Abbildung 24: Vergleich der WES mit dem Cancer Hotspot Panel V2 (CHPv2): Von 148 in der WES identifizierten
therapierelevanten Alterationen wdre bei 52 das betroffene Gen im CHPv2 enthalten gewesen und bei 26 wdre dartiiber
hinaus auch die konkret alterierte Variante identifizierbar gewesen (im Text Gruppe A). 16 Félle wurden in dieser Analyse

ausgeschlossen, da die Identifizierbarkeit der Alteration im CHPv2 nicht erfassbar war.

Mittels deskriptiver Darstellung wurde die Ln(PFSr) in Abhangigkeit davon, ob das

therapierelevante Gen im CHPV2 enthalten ist, verglichen (Tab. 7; Abb. 25).

Gen im CHPv2 enthalten? Ln(PFSr)

N ja 5
nein 10
Mittelwert ja 0.199
nein 0.695
Median ja 0.567
nein 1.05
Standardabweichung ja 1.16
nein 1.25
Minimum ja -1.84
nein -1.57
Maximum ja 0.999
nein 2.07

Tabelle 7: Ln(PFSr) der WES-basierten Therapieumsetzungen. Gruppiert wurde in Abhédngigkeit davon, ob das
therapierelevant alterierte Gen auch im CHPv2 enthalten ist.
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Ln(PFSr)

Ln(PFSr)
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T
nein

Gen im CHPv2 enthalten?

Abbildung 25: Ln(PFSr) der WES-basierten Therapieumsetzungen. Gruppiert wurde in Abhédngigkeit davon, ob das

therapierelevant alterierte Gen auch im CHPv2 enthalten ist. Im Violinendiagramm sind die Mittelwerte jeweils als

schwarzes Quadrat eingezeichnet. CHPv2 = Cancer Hotspot Panel v2.

Zusatzlich wurden die Evidenzlevel (LoE fur Englisch Level of Evidence) der

Gruppen A und B deskriptiv sowie mittels Chi-Quadrat-Test miteinander verglichen

(Abb. 26).
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25 1
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22

24

ja

nein

Variante im CHPv2 enthalten

Variante im CHPv2 enthalten

LoE ja nein gesamt

m1A 5 4 9

m1B 0 4 4

m1C 1 1 2

m2A 1 7 18

m2B 2 4 6

m2C 1 2 3

m3 2 1 3

m4 0 1 1
gesamt 22 24 46
x> Tests

Wert  df p
X2 7.26 7 0.402
N 46

Abbildung 26: Evidenzlevel (LoE) der WES-basierten Therapieempfehlungen. Gezeigt sind nur die Fdlle, in denen das

verdnderte Gen auch im Cancer Hotspot Panel v2 (CHPv2) enthalten ist. Unterschieden wird hier, ob auch die exakte

verdnderte Variante im CHPv2 sequenziert wird (,ja“ im Text Gruppe A) oder nicht (,nein” im Text Gruppe B). Es zeigt

sich im Chi-Quadrat-Test kein signifikanter Unterschied. Sechs Fdlle wurden aufgrund nicht erfassbarer LoE von dieser

Auswertung ausgeschlossen.

Schliel3lich wurde auf Grundlage der Haufigkeiten der in der WES identifizierten

Gene und Mutationssignaturen ausgewertet, welche Genzusammenstellung ein

Panel ergeben wirde, das 95%, 90%, 80% oder 50% dieser Alterationen

abgedeckt hatte (Abb. 27).
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Abbildung 27: Anzahl der betroffenen Gene und Mutationssignaturen an allen in der WES identifizierten
therapierelevanten Alterationen. Die Farbcodierung zeigt, mithilfe welcher Gene und Mutationssignaturen bereits 50%,
80%, 90% und 95% der therapierelevanten Alterationen identifizierbar gewesen wdéren. Dabei sind die Gene von links

nach rechts aufzusummieren.

Des Weiteren wurde die Ln(PFSr) deskriptiv nach Diagnostikart ausgewertet, um
Ruckschlisse Uber die klinische Bedeutung einer Therapieempfehlung in

Abhangigkeit der zugrundeliegenden Diagnostikart zu gewinnen (Abb. 28).
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Diagnostik  Ln(PFSr)

N RNA 1
WES 15
IHC 1
Panel 5
FISH 1
Mittelwert RNA 0.998
WES 0.529
IHC 0.258
Panel -0.479
FISH -1.24
Median RNA 0.998
WES 0.763
IHC 0.258
Panel -0.232
FISH -1.24
Standardabweichung RNA NaN
WES 1.20
IHC NaN
Panel 1.02
FISH NaN
Minimum RNA 0.998
WES -1.84
IHC 0.258
Panel -1.86
FISH -1.24
Maximum RNA 0.998
WES 2.07
IHC 0.258
Panel 0.762
FISH -1.24
Ln(PFSr)
2 -
1 1 _H
=
& ~
T o4
=
|
_1 -
| _H
RMA WES IHC PAMEL FISH

Diagnostik

Abbildung 28: Ln(PFSr), gruppiert nach Art der Diagnostik, auf der die umgesetzte Therapieempfehlung basiert. Im

Violinendiagramm sind die Mittelwerte jeweils als schwarzes Quadrat eingezeichnet.
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Es erfolgte dariber hinaus eine Einteilung aller ausgesprochenen
Therapieempfehlungen in Evidenzlevel (Tab. 8; Abb. 29). Dabei wurde die
Einteilung der ZPM (Zentren fiir personalisierte Medizin)®® verwendet, wobei m1A
dem LoE der hochsten und m4 dem LoE der niedrigsten Qualitat entspricht.
Deskriptiv ausgewertet wurde der Anteil der insgesamt acht moglichen
Evidenzlevel innerhalb der einzelnen Diagnostikarten. Jeder durchgefuhrten
Diagnostik, die zu einer Therapieempfehlung fuhrte, wurde — wenn maglich - ein
Evidenzlevel zugeordnet, bei mehreren Therapieempfehlungen auf Grundlage
derselben durchgefuhrten Diagnostik bei demselben Patienten wurde lediglich das
hochste Evidenzlevel einbezogen (Abb. 29). Fiur die Diagnostikarten WES und
Panel wurden die ordinalskalierten Evidenzlevel mittels Chi-Quadrat-Test

verglichen (Tab. 9).

LoE

Diagnostik m1A m1B m1C m2A m2B m2C m3 m4 gesamt

IHC 0 5 0 2 8 0 0 0 15
FISH 0 0 0 3 0 0 0 0 3
Panel 4 2 3 9 0 1 1 0 20
WES 21 4 4 39 4 1 2 2 77
RNA 0 0 1 2 1 1 1 0 6
OTHER 2 0 0 0 0 0 0 0 2
gesamt 27 11 8 55 13 3 4 2 123

Tabelle 8: Evidenzlevel (LoE) der Therapieempfehlungen in Abhdngigkeit der zugrundeliegenden Diagnostikart. Bei
mehreren Therapieempfehlungen auf Basis derselben durchgefiihrten Diagnostik bei einem Patienten wurde nur das

héchste LoE gewertet.
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m2B
m2C
m3
25 A m4 \* Tests
Wert df P
X} 785 35 <.001
o 4 N 123

IHC FISH Panel WES RNA OTHER
Diagnostik

Abbildung 29: Evidenzlevel (LoE) der Therapieempfehlungen in Abhdngigkeit der zugrundeliegenden Diagnostikart. Bei
mehreren Therapieempfehlungen auf Basis derselben durchgefiihrten Diagnostik bei einem Patienten wurde nur das

héchste LoE gewertet. Der durchgefiihrte Chi-Quadrat-Test ist signifikant.

Wert df P

X2 6.05 7 0.534
N 97

Tabelle 9: Chi-Quadrat-Test fiir die Héhe der Evidenzlevel in Abhdngigkeit der zugrundeliegenden Diagnostikart.

Betrachtet wurden hierbei nur WES und Panel. Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied.
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Ergebnisse

Patientenkollektiv und allgemeine Daten

Im Zeitraum vom 07. September 2018 bis zum 13. Mai 2022 wurden 353
Patienten in 102 MTB-Meetings besprochen (Abb. 4). Insgesamt erhielten davon
252 Patienten (71%) mindestens eine Diagnostikempfehlung, von denen 210
(83%) die definierten Einschlusskriterien erfullten und damit in die weitere
Auswertung eingeschlossen wurden (Abb. 4). Bei 185 dieser Patienten (88% der
eingeschlossenen Patienten) wurde mindestens eine Diagnostik vollstandig
umgesetzt (Abb. 4). Daraufhin erhielten 108 Patienten (58% der Patienten mit
vollstandig umgesetzter Diagnostik) eine Therapieempfehlung auf Basis der
durchgefuhrten Diagnostik (Abb. 4). Das entspricht 31% (108/353) der insgesamt
besprochenen Patienten, 43% (108/252) der Patienten mit Diagnostikempfehlung
und 51% (108/210) der eingeschlossenen Patienten (Abb. 4). Nach der in dieser
Arbeit definierten Formel (siehe Material und Methoden) ergibt sich eine

Ausschlussrate von 28%:

185
353-97

Ausschlussrate (MTB UCCSH) = (1 — )xlOO = 28% (Abb. 4).

Weitere Patienten erhielten eine Therapieempfehlung, die nicht auf im MTB
durchgefuhrter Diagnostik basierte, sondern auf Grundlage von Vorbefunden in

Kombination mit einer Literaturrecherche moglich war (27% der MTB-
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Falldiskussionen mit Therapieempfehlung basierten auf Vordiagnostik, Quelle:
Laura Klinke, unveroffentlichte Daten). In solchen Fallen wird in der Regel keine
weitere Diagnostik empfohlen wird (97 von 353 Patienten (27%); Abb. 4). Da die
Auswertung der Diagnostik im MTB Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist,

werden Patienten ohne eine solche hier nicht weiter berucksichtigt.

Abgesehen von diesem Grund war fur den Ausschluss von Patienten und
Diagnostikempfehlungen jeweils eine unzureichende Dokumentation die haufigste
Ursache (8% der ausgeschlossenen Patienten bzw. 15% der ausgeschlossenen
Diagnostikempfehlungen; Abb. 2, 3). Weil die Diagnostik zum Zeitpunkt des
Einschlussendes der Arbeit noch ausstehend, also noch nicht umgesetzt war,

wurden 4% der Diagnostikempfehlungen nicht weiter nachverfolgt (Abb. 3).

Alle Daten zum Follow-Up nach Aussprache der jeweiligen Therapieempfehlung,
also die Umsetzung und das klinische Ansprechen der Therapie, wurden von

Laura Klinke erfasst; die Auswertung erfolgte anteilig gemeinsam.

Fur 70 Patienten war zum Zeitpunkt der Auswertung ein Follow-Up zur
Therapieumsetzung vorhanden (65% der Patienten mit Therapieempfehlung),
davon erhielten 25 (36%) mindestens eine empfohlene Therapie (Abb. 4). Fur 21
dieser Patienten (84%) lieR sich eine PFSr bestimmen, die bei 12 (57%)
mindestens 1,3 betrug (Abb. 4). Dieser Endpunkt der PFSr von mindestens 1,3
wird in vielen Publikationen zu MTBs verwendet und daher hier zur Herstellung

einer Vergleichbarkeit ebenfalls angewandt3?.70-72,

Von den 210 eingeschlossenen Patienten waren 57% weiblich, das
Durchschnittsalter lag bei 55 Jahren (Median 57 Jahre; Tab. 1). Das Alter variierte
zwischen 15 und 95 Jahren (Tab. 1). 85% der Patienten wurden 2020 oder spater
erstmals im MTB vorgestellt (Tab. 1). Im Mittel wurden 2,2
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Diagnostikempfehlungen und 0,6 Therapieempfehlungen pro Patienten
ausgesprochen (Tab. 1). Eine Empfehlung zum NGS-Panel erhielten 38%, eine
Empfehlung zur WES 63% der Patienten (Tab. 1). Die IHC war mit 65% die am

haufigsten empfohlene Diagnostikart (Tab. 1).

Die eingeschlossenen Patienten wurden in durchschnittlich 2,2 MTB-Meetings

besprochen (Tab. 1).

Es erhielten 15 Patienten sequenziell Empfehlungen zu einem NGS-Panel und
nachfolgend zur WES, in davon 11 Fallen wurde die WES durchgefuhrt. Eine
Therapieempfehlung auf Basis der WES konnte in 10 Fallen (91% der 11

durchgefuhrten Falle) ausgesprochen werden (Tab. 4).

Die haufigsten Tumorentitaten waren das Mammakarzinom (20%), das

Pankreaskarzinom (13%) und die Weichgewebssarkome (9%; Tab. 10).

Gesamt (N=210)

Entitat

Mamma 41 (19.5%)
Pankreas 27 (12.9%)
Weichgewebssarkom 19 (9.0%)
andere 18 (8.6%)
Kolorektal 14 (6.7%)
Kopf/Hals 1(5.2%)
Gallenwege/Leber 10 (4.8%)
CUP 9 (4.3%)
NEC / NET 9 (4.3%)
Ovar 9 (4.3%)
Gebarmutterhals 5 (2.4%)
Harnblase 5 (2.4%)
Lunge 5 (2.4%)
Magen/Osophagus 5 (2.4%)
Prostata 5 (2.4%)
Mehrere 4 (1.9%)
Anal 3 (1.4%)
Endometrium 3 (1.4%)
Melanom 3 (1.4%)
Héamatologisch 2 (1.0%)
Schilddrise 2 (1.0%)
Osteosarkom 1 (0.5%)

Tabelle 10: Anzahl der Patienten nach Tumorentitit.
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Patiententherapieempfehlungsrate (PTER)

Es zeigte sich ein Zusammenhang der Anzahl an umgesetzten
Diagnostikempfehlungen mit der Haufigkeit einer Therapieempfehlung: Wurde nur
eine Diagnostikempfehlung umgesetzt, erhielten im Durchschnitt 45% der
Patienten eine Therapieempfehlung (N=74), dieser Anteil steigt bei einer Anzahl
von drei umgesetzten Diagnostiken (N=29) auf 76% an und erreichte bei vier oder
mehr umgesetzten Diagnostiken (N=8) sogar 100% (Abb. 9). Dieser
Zusammenhang lasst sich durch die signifikant positive Korrelation der Anzahl an
umgesetzten Diagnostikempfehlungen mit der Anzahl an Therapieempfehlungen

stitzen (p<0,001; Tab. 2; Abb. 10).

Im zeitlichen Verlauf von 2019 bis 2022 |asst sich ein Anstieg der PTER von 40%
im Jahr 2019 auf 76% im Jahr 2022 beobachten (Abb. 11). Dieser
Zusammenhang zwischen Jahr und PTER ist im Chi-Quadrat-Test signifikant

(p=0,003; Abb. 11).

Diagnostiktherapieempfehlungsrate (DTER)

Innerhalb der einzelnen Diagnostikkategorien variierte der Anteil der umgesetzten
Diagnostiken, der zu einer Therapieempfehlung fuhrte (DTER), erheblich (Abb.
14). Dieser Zusammenhang lie3 sich auch im Chi-Quadrat-Test signifikant
nachweisen (p<0,001; Tab. 3). So ergab sich aus nur 10% der FISH eine
Therapieempfehlung, wahrend dieser Anteil fir NGS-Panels bei 33% und fur die
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WES bei 84% lag (N durchgefuhrt: FISH=39; Panel=66; WES=98; Tab. 3; Abb. 14;

Anhang 1).

Der fur den Unterschied der DTER zwischen WES und NGS-Panel durchgefuhrte
Chi-Quadrat-Test fiel signifikant aus (p<0,001; Odds ratio 10,3; N=164; Abb. 17).
Auch in der Subanalyse der einzelnen Jahre seit Einfuhrung der WES im UCCSH-
MTB zeigte sich ein Unterschied zwischen den beiden Diagnostikarten zugunsten
der WES (Abb. 18). Bis auf das Jahr 2022, in dem nur ein Panel durchgefuhrt

wurde, wurde fur alle Jahre Signifikanz erreicht (Abb. 18).

Auch in Abhangigkeit der Entitat lieBen sich Unterschiede in den DTER der
einzelnen Diagnostikarten feststellen: So fuhrte etwa die IHC bei nur 8% (2/26) der
Patienten mit Mammakarzinom, aber bei 37% (7/19) der Patienten mit
Pankreaskarzinom zu einer Therapieempfehlung (Abb. 14; Anhang 1). Bei beiden
Entitaten war das TROP2 der am haufigsten auffallige Marker (Abb. 15; Anhang

2).

In die Diagnostikgruppen IHC, FISH, Panel und OTHER zahlten jeweils
verschiedene diagnostische Tests. Die bei der groRten Anzahl an Patienten
durchgefuhrten IHC-Marker waren PD-L1 und NTRK (Abb. 7), wobei beide mit
DTER von 4% und 0% kaum oder gar nicht zu Therapieempfehlungen fuhrten
(Abb. 15; Anhang 2). Insgesamt zeigten sich sehr unterschiedliche DTER fur die
einzelnen IHC-Marker, auch in Bezug auf die Entitat: So erreichte TROP2 mit 38%
die héchste DTER, fur das Pankreaskarzinom lag die DTER von TROP2 sogar mit

83% noch deutlich héher (Abb. 15; Anhang 2).

Da FISH-Diagnostiken in der Regel sehr gezielt und haufig auf Grundlage des
Befundes einer vorher im MTB durchgefuhrten Diagnostik empfohlen werden,
erscheint eine Gruppierung der untersuchten Gene als nicht sinnvoll.
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In der Gruppe der NGS-Panels wurden in 16 von 66 Fallen (24%) weniger als vier
Gene sequenziert (Abb. 8). In keinem dieser Falle wurde eine
Therapieempfehlung ausgesprochen (Abb. 16). Unter Ausschluss dieser Falle
ergibt sich eine DTER von 44% fur die NGS-Paneldiagnostik insgesamt (33% bei
Einschluss der Falle). Ansonsten erreichten alle Arten von NGS-Panels
vergleichbare DTER von 40-50% (Abb. 16). Die beiden haufigsten Panels ,Cancer

Hotspot“ und ,OncomineFocus® priifen jeweils 50 bzw. 52 Gene®7:68 x

Da in die Diagnostikgruppe ,OTHER" sehr heterogene Testverfahren eingehen,

erscheint eine Gruppierung dieser als nicht weiterfuhrend.

Zu berucksichtigen ist die teilweise kleine Fallzahl in den aus Diagnostik und

Entitat kombinierten Gruppen (Abb. 14-16).

Turnaround-Times

Hinsichtlich ETT und MTT unterschieden sich WES und Panel im T-Test
signifikant (Median: ETT: 84 vs. 42 Tage; MTT: 53 vs. 30 Tage; jeweils p<0,001;
Tab. 5; Abb. 19, 20). Die ETT war im T-Test signifikant kirzer, wenn alle
bendtigten Gewebeproben zum Zeitpunkt der Diagnostikempfehlung am UKSH
vorhanden waren (Median nach Aufldsen des naturlichen Logarithmus: 56 vs. 77

Tage; p<0,001; Tab. 6; Abb. 21).
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Identifizierte Alterationen

Die durchgefuhrte Diagnostik erbrachte 227 therapierelevante Alterationen. Als
entitdtenspezifische Haufungen lieBen sich in NGS-Panels und WES
beispielsweise Varianten in PIK3CA fur das Mammakarzinom und KRAS fur das
Pankreaskarzinom detektieren (Abb. 22). Insbesondere die in der WES ermittelten
Mutationssignaturen dMMR (Defizienz der DNA-Mismatch-Reparatur, hierzu
werden in dieser Arbeit sowohl Mutationen in den Genen flr die Proteine MLH1,
MSH2, MSH6, PMS1 und PMS2 als auch eine Mikrosatelliteninstabilitat (MSI)
gezahlt), BRCAness-Score, HRD-Score (Homologe Rekombination-Defizienz-
Score) und TMB  (Tumormutationslast) fuhrten haufig zu einer
Therapieempfehlung — der HRD-Score machte mit 19 von 164 (12%) den grofdten
Anteil der therapierelevanten Alterationen aus (Abb. 22). In der IHC war mit 10 von
15 therapierelevanten Alterationen ein pathologischer TROP2-Score (definiert als
>100) als Alteration dominierend, wobei das Pankreaskarzinom die Halfte der

Falle ausmachte (Abb. 22).

Die Einteilung der in WES, NGS-Panel und RNA identifizierten therapierelevanten
Alterationen in Biomarkergruppen nach Horak et al.’° zeigte ein gemeinsames
Dominieren der Gruppen DNA-Schadensreparatur (DDR), PI3K-AKT-mTOR
(PAM), Immunevasion (IE), Tyrosinkinase (TK) und RAS-MEK-ERK (RME), denen
je 12 bis 26% der Alterationen zuzuordnen waren (Abb. 23). Im Vergleich zur WES
machte bei den NGS-Panels die Gruppe IE keinen und die Gruppe DDR einen
geringeren Anteil aus, dafur waren hier PAM und RME haufiger (Abb. 23). Von
den nur sieben therapierelevanten Alterationen, die mittels RNA identifiziert

wurden, waren funf der Gruppe TK zuzuordnen (Abb. 23).
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Von den 148 in der WES detektierten Alterationen waren 26 (18%) im CHPv2
identifizierbar gewesen (Gruppe A), bei 52 (28%) ware zwar das betroffene Gen
im CHPv2 berucksichtigt, allerdings nicht die betroffene Sequenz (Abb. 24). Die
Ln(PFSr) unterschied sich nicht signifikant in Abhangigkeit davon, ob das
therapierelevante Gen, das mittels WES als pathologisch alteriert identifiziert

wurde, im CHPv2 enthalten ist (Tab. 7; Abb. 25).

Es konnte aulerdem gezeigt werden, dass durch Sequenzierung des jeweils
gesamten Gens im CHPv2 doppelt so viele therapierelevante Alterationen
identifizierbar gewesen waren wie durch das konservative Vorgehen, bei dem nur
ausgewahlte Genabschnitte berucksichtigt werden (52 vs. 26; Abb. 24). Die dabei
zusatzlich moglichen Therapieempfehlungen waren hinsichtlich des Evidenzlevels

voraussichtlich nicht signifikant unterschiedlich (Abb. 26).

Um die WES als breite Sequenzierungsdiagnostik hinsichtlich ihrer Ersetzbarkeit
durch ein an die Patientenkohorte des MTB angepasstes NGS-Panel
einzuschatzen, wurden die Haufigkeiten der in der WES identifizierten
therapierelevanten Alterationen bestimmt. Bereits mit vier Genen und den
Mutationssignaturen HRD, BRCAness, dMMR und TMB waren 50% der
Therapieempfehlungen moglich gewesen (Abb. 27). Mit weiteren 19 Genen waren
80% WES-Abdeckung erreicht, um 95% abzudecken, waren noch 18 weitere
Gene und mit der MSS eine weitere Signatur notwendig (Abb. 27). Zu
bertcksichtigen ist hierbei, dass jeweils das gesamte Gen in der WES sequenziert
wird, wahrend NGS-Panels sich haufig auf ausgewahlte Genabschnitte

beschranken.
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Die Ln(PFSr) in Abhangigkeit der Diagnostikart, die der umgesetzten
Therapieempfehlung zugrunde lag, konnte nur fur WES und NGS-Panel
vergleichend ausgewertet werden, weil in den anderen Diagnostikarten jeweils nur

ein Fall mit umgesetzter Therapieempfehlung auswertbar war.

Fir die umgesetzten Therapieempfehlungen =zeigte sich im T-Test kein
signifikanter Unterschied fur die Ln(PFSr) in Abhangigkeit davon, ob die
Therapieempfehlung auf einer WES oder auf einem NGS-Panel basierte (Abb.
12). Dennoch waren bei der niedrigen Fallzahl von N=20 tendenziell hohere Werte
fur die WES-basierten Therapieempfehlungen erkennbar (Mittel Ln(PFSr): 0,529
fur WES vs. -0,479 fur Panel, entspricht nach Transformation in PFSr 1,7 vs. 0,62;
Abb. 12). Analog dazu war auch der Anteil an Patienten mit PFSr 21,3 im Chi-
Quadrat-Test nicht signifikant unterschiedlich, aber fur die WES-basierten

Therapieempfehlungen tendenziell héher (10 von 15 vs. 1 von 5; Abb. 13).

Die Auswertung der Evidenzlevel ergab fur WES und Panel keinen signifikanten

Unterschied (Tab. 9; Abb. 29).
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Diskussion

Kernergebnisse

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass in der
untersuchten Patientenkohorte der Einsatz einer WES als
Sequenzierungsdiagnostik sowie die Durchfihrung mehrerer Diagnostikarten
effektiv zur |dentifikation therapierelevanter Alterationen ist. Bedacht werden muss
hier eine mogliche Verzerrung durch individuelle Unterschiede in der

Vordiagnostik der Patienten.

Der Vergleich von WES und NGS-Panel legt nahe, dass die Etablierung eines fur
MTB-Patienten zusammengestellten NGS-Panels weniger erfolgsversprechend ist
als der Einsatz einer WES, da die fortgeschrittenen und meist multipel
vortherapierten Tumoren eine zu heterogene Mutationslandschaft fur die
Abdeckung durch ein Panel aufweisen — dies zeigen auch Armenia et al.*® - und
sich kein signifikanter Unterschied der PFSr zwischen WES- und panelbasierten

Therapieempfehlungen zeigte (Abb. 12, 13).

Daneben zeigen die vorliegenden Ergebnisse, dass moglicherweise die
Tumorentitat einen Einfluss auf den Erfolg der durchgefuhrten Diagnostikart hat,
sodass eine rationale Anpassung der Diagnostikempfehlungen an die
Tumorentitat zukunftig denkbar ware (Abb. 14-16; Anhang 1-3). Zu
bertcksichtigen ist hier eine mogliche Verzerrung durch die unterschiedlichen
Leitlinienempfehlungen zur molekularen Diagnostik, die dazu fuhren, dass je nach

Entitat in unterschiedlichem MafRe Vordiagnostik erfolgt’>74.
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Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv dieser Arbeit reiht sich mit einem durchschnittlichen
Patientenalter von 55 Jahren (Median 57; Tab. 1) in andere in der Literatur
beschriebene MTBs ein: Bourien et al.®® und Behel et al.*’, die wie diese Arbeit
keine Limitationen bezlglich des Alters aufweisen, nennen Altersmediane von 59
und 54 Jahren. Horak et al.?° schlieBen Uber 50-jahrige Patienten nur im Falle
einer seltenen Entitat ein und erreichen so ein medianes Alter von 45 (w) und 46
(m). In der letztgenannten Studie spiegelt sich die differierende Patientenkohorte
auch in der Verteilung der Entitaten wieder, so sind hier die Weichgewebssarkome
die am haufigsten auftretende Gruppe, gefolgt von neuroendokrinen und
adrenalen sowie hepatopankreatikobilidren Tumoren3°. Aber auch Bourien et al.3°
nennen mit Lungenkarzinomen und Kkolorektalen Karzinomen Entitaten als
Haufigste, die in der vorliegenden Arbeit allenfalls in mittlerer Haufigkeit auftraten
(Tab 4). Mit 76% stellen bei Behel et al.>” die Lungenkarzinome sogar die
herausragende Mehrheit der Falle da; bei Horak et al.?° sind 76% der Falle als

seltene Entitat klassifiziert.

Somit ergibt sich in verschiedenen interdisziplinaren MTBs eine sehr
unterschiedliche Haufigkeitsverteilung der Entitaten. Vor dem Hintergrund der
entitatenspezifischen  Unterschiede in der Frequenz therapierelevanter
Alterationen muss daher eine maogliche Einschrankung der Vergleichbarkeit

beachtet werden.

In dieser Arbeit erfolgte die Zuweisung der Patienten zum MTB in Abhangigkeit
der klinischen Notwendigkeit des individuellen Patienten, die Initiative zur

Anmeldung lag beim behandelnden Arzt. Die Zugangsvoraussetzungen fur
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Patienten zum MTB waren gering (siehe Material und Methoden). Dies kommt als
Ursache fur den relativ hohen Anteil an Pankreaskarzinomen (zweithaufigste
Entitat, 13%) und den niedrigen Anteil an Lungenkarzinomen (2%) infrage (Tab.
10): Wahrend fur das Pankreaskarzinom die molekulare Diagnostik bislang eine
noch begrenzte Rolle in der leitliniengerechten Therapieentscheidung spielt’, ist
sie in bereits umfangreichem Mal Teil der Leitlinien fir Lungenkarzinome”.
Daruber hinaus werden Patienten mit Lungenkarzinomen am UKSH regelhaft dem
nationalen Netzwerk Genomischer Medizin (nNGM) zugefuhrt, sodass eine
Diagnostik im dortigen Rahmen stattfindet und das MTB nur bei negativem Befund
zum Einsatz kommt. Es ist daher anzunehmen, dass im Einzugsbereich des MTB
am UCCSH ein groRer Teil der Patienten mit Lungenkarzinom bereits durch
weitere, oft leitliniengerechte Versorgungsformen eine molekular basierte Therapie
erhalt, wahrend bei Pankreaskarzinomen haufiger auf das MTB als letzte Instanz
zuruckgegriffen werden muss. Dies unterstreicht die Relevanz des MTB flr
Entitaten mit bislang wenig Etablierung der Molekulardiagnostik im

Versorgungsalltag.

Die weit gefassten formalen Einschlusskriterien des untersuchten MTB fuhren zu
einer heterogenen Situation der bereits vor der MTB-Anmeldung durchgefuhrten
molekularen Diagnostiken der Patienten. Daraus ergeben sich ebenfalls
heterogene Diagnostikempfehlungen, die somit einschlieBlich ihrer Ergebnisse
einer Verzerrung unterworfen sind — bereits durchgefuhrte Diagnostiken werden in

der Regel nicht erneut empfohlen (Abb. 14; Anhang 4).
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Organisation des MTB

Das MTB des UCCSH spricht einen erheblichen Anteil der Therapieempfehlungen
auf Grundlage vorbestehender molekulardiagnostischer Befunde aus (27% der
MTB-Falldiskussionen mit Therapieempfehlung basieren auf Vordiagnostik,
unveroffentlichte Daten zur Verfugung gestellt von Laura Klinke), sodass in vielen
Fallen keine weitere Diagnostik empfohlen wird (97 von 353 Patienten (27%) (Abb.
4)). Dieses Vorgehen weisen viele Literaturreferenzen nicht auf®®3°, sodass fir
einen sinnvollen Vergleich der Daten am ehesten eine Auswertung der Patienten
mit Diagnostikempfehlung infrage kommt. Ein ganzlich anderes Vorgehen wahlen
Behel et al.¥’, die im MTB ausschlieBlich Molekulardiagnostik diskutieren, die im
Vorhinein vom behandelnden Onkologen empfohlen wurde. Auch diese
Vorgehensweise erlaubt jedoch keinen unmittelbaren Vergleich mit der
vorliegenden Arbeit, da die Auswahl der Diagnostik dann vom Behandler abhangig

ist und in dieser Hinsicht nicht fur alle Patienten gleiche Bedingungen gelten.

Um eine Vergleichbarkeit mit einem moglichst grolen Anteil der verfugbaren
Studien zu ermoglichen, wurde in dieser Arbeit bei Vergleichen mit anderen MTBs
nur der Anteil der Patienten mit mindestens einer Diagnostikempfehlung

berucksichtigt.

Ausschlusskriterien

Die Literaturreferenzen nennen ahnliche Griinde fur den Ausschluss von Patienten

wie die vorliegende Arbeit (Abb. 2, 3), etwa eine fehlende Verfugbarkeit von
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Gewebe, eine Ablehnung der diagnostischen MalRnahmen von Patientenseite, Tod
oder Zustandsverschlechterung sowie mangelnde Dokumentation3?38  Die
Haufigkeitsverteilung der Grunde variiert in  Abhangigkeit des konkreten

Studiendesigns.

Der Anteil an Patienten ohne Diagnostikempfehlung (Abb. 2) als haufiger
Ausschlussgrund ist unter anderem darauf zurtckzufuhren, dass das MTB am
UCCSH zur Zeit der Auswertung in einigen Fallen (27%, s.0.) bereits auf Basis
von Vordiagnostik Therapieempfehlungen aussprach. Eine weitere Diagnostik war

dann meist nicht notig.

Die Ausschlussrate — berechnet nach der in dieser Arbeit definierten Formel (siehe
Material und Methoden) - liegt bei Horak et al. bei 36%3° und bei Trédan et al. bei
23%3%8. Die vorliegende Arbeit reiht sich mit 28% unter den Patienten mit

mindestens einer Diagnostikempfehlung in die Literaturangaben ein (Abb. 4).

Patiententherapieempfehlungsrate (PTER)

Ein wesentlicher Kennwert der Effektivitat eines MTB ist der Anteil an Patienten,
der eine Therapieempfehlung vom MTB erhalt. Horak et al. diskutieren Patienten
erst nach erfolgreich abgeschlossener Diagnostik. Flur diese Gruppe ergibt sich in
jener Arbeit eine Empfehlungsrate von 88%. Gemessen an allen urspringlich
registrierten Patienten liegt die Rate hingegen bei 49%, da ein relevanter Anteil
der Patienten ausgeschlossen wurde oder trotz abgeschlossener Diagnostik keine

Diskussion erfolgte. Auch werden hier sowohl eine diagnostische Reevaluation als
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auch eine genetische Beratung und eine Therapieempfehlung als Empfehlung
gewertet, wahrend die hier vorliegende Arbeit alleine Therapieempfehlungen in die

Empfehlungsrate einbezieht3°.

Behel et al. gelingt es bei 159 von 339 diskutierten Fallen (47%), eine neue
Therapieempfehlung auszusprechen®’. Berlicksichtigt werden muss hier jedoch,
dass weiteren 133 Patienten eine FortfUhrung der aktuellen Therapie empfohlen
wird, wobei in dieser Gruppe in nur 50 Fallen das Fehlen eines molekularen
Targets die Ursache fur diese Entscheidung war. In den anderen Fallen lagen

verschiedene nicht-biologische Griinde vor®’.

Somit wird deutlich, dass ein direkter Vergleich der Empfehlungsraten schwierig
ist. Zur Verbesserung der Vergleichbarkeit der unterschiedlich aufgebauten und

ausgewerteten MTBs verwenden Larson et al.3? unter anderem die Formel

Anzahl Patienten mit ansprechbarer Mutation

Frequenz ansprechbarer Mutationen = x100

Gesamtzahl Patienten mit MTB—Vorstellung

Um den Einfluss von Unterschieden im Ausschlussverfahren des jeweiligen MTBs
— etwa ein Ausschluss vor vs. nach umgesetzter Diagnostik — sowie Unterschiede
in der Organisation der Diagnostikempfehlungen — etwa eine Diagnostik fur alle
Patienten vs. eine flexible, sequenzielle Folge mehrerer Diagnostiken — zu
vermeiden, bietet sich als Alternative hierzu die oben bereits definierte Formel fur

die Patiententherapieempfehlungsrate an (siehe Material und Methoden):

PTER = Anzahl Patienten mit Therapieempfehlung basierend auf MTB—Diagnostik

x100

Gesamtzahl Patienten mit vollstiandig durchgefihrter MTB—Diagnostik
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In Tabelle 11 sind die PTER von funf in der Literatur beschriebenen MTBs, die
aufgrund einer moglichst guten Vergleichbarkeit ausgewahlt wurden, dargestellt.
Mit 58% (108/185) reihen sich die vorberichteten Daten dieser Arbeit in die

Literatur ein (Tab. 11; Abb. 4).

Autoren Jahr der Diagnostik PTER

Publikation ) .
ermittelt aus berichteten Daten

Behel et al. 37 2022 Panel 47% (159/339)

Trédan et al. 38 2019 Panel 35% (699/1980)

Bourien et al. 3 2020 Panel 42% (48/113)

Horak et al. 3¢ 2021 WGS/WES/RNA- 77% (1138/1484)
Seq

Bryce et al. 33 2017 WES/Panel 67% (92/138)**

Tabelle 11: Patiententherapieempfehlungsrate (PTER) verschiedener in der Literatur berichteter MTBs. In Klammern
angegeben ist hinter jeder PTER die Anzahl der Patienten mit Therapieempfehlung basierend auf MTB-Diagnostik sowie
die Gesamtzahl der Patienten mit vollstdndig durchgefiihrter MTB-Diagnostik des jeweiligen MTB. WGS=Whole Genome
Sequencing. ** hier keine Angabe zur Anzahl der Patienten mit Therapieempfehlung, daher Anzahl an Patienten mit

therapeutisch zielgerichtet adressierbarer Alteration als Zihler verwendet.

Der Vergleich der vorliegenden Daten zur WES mit der Literatur ist dadurch
limitiert, dass eine systematische Auswertung von MTBs mit WES-basierter

Diagnostik bisher nur in begrenztem Umfang vorliegt. Vor dem Hintergrund der
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gunstiger werdenden breiten Sequenzierungsdiagnostiken wird voraussichtlich in

Zukunft eine Reevaluation vergleichbarer Datensatze erfolgen.

In dieser Arbeit ist die PTER Uber die untersuchten Jahre hinweg auf zuletzt 76%
angestiegen (Abb. 11). Mogliche Erklarungen hierfur konnten die wachsende
wissenschaftliche Literatur zu molekular basierten Krebstherapien sowie die
steigende Zahl verfugbarer molekular gerichteter Therapeutika sein, die die
Grundlage fur die Recherche des MTB sind und damit die Wahrscheinlichkeit
einer Therapieempfehlung maligeblich beeinflussen. Ein weiterer Grund konnte
der zunehmende Anteil an Patienten mit Empfehlung zur WES als einer offenbar
sehr effektiven Diagnostik zur Identifikation therapierelevanter Alterationen sein

(Abb. 5, 14).

Diagnostiktherapieempfehlungsrate (DTER)

Eine Besonderheit des MTB am UCCSH ist die Diversitat der empfohlenen und
durchgefuhrten Diagnostik. Gangiger ist das Vorgehen etwa von Horak et al. oder
Trédan et al.3038 ein festgelegtes diagnostisches Verfahren bei allen Patienten
anzuwenden. Dies hat den groRen Vorteil der wesentlich besseren
Vergleichbarkeit der Falle innerhalb der Studie. Vor dem Hintergrund einer
moglichst patientenzentrierten und dabei kosteneffizienten klinischen Versorgung
ist hingegen auch das Vorgehen von Behel et al.3” oder dem MTB am UCCSH

nachvollziehbar.
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Um dennoch sinnvoll schliellende Statistik zuzulassen und damit Aussagen Uber
generelle Gruppenzusammenhange zu ermadglichen, wurde in dieser Arbeit neben
der Patientenauswertung, wie sie in vielen Studien zu finden ist, auch eine
separate Auswertung der einzelnen Diagnostikarten durchgefuhrt (siehe Material
und Methoden). Dies erlaubt etwa ein Subgruppieren nach Entitdt und
durchgefuhrter Diagnostik, das Aussagen zu konkreten Kombinationen beider
zulasst. Berucksichtigt werden muss dabei die teilweise geringe Fallzahl der
kombinierten Gruppen und die mdglichen Verzerrungen durch Vorselektion der
Patienten, etwa durch unterschiedliche Vordiagnostiken in Abhangigkeit der Entitat

(s.0.).

Problematisch ist die Heterogenitat innerhalb einiger Diagnostikarten: Wahrend
WES und RNA-Sequenzierung standardisiert abliefen und damit eine gute
Vergleichbarkeit bieten, zahlen in die Diagnostikarten IHC, FISH, Panel und
OTHER jeweils viele unterschiedliche Konstellationen an untersuchten Markern,
die patientenindividuell empfohlen wurden. So unterscheiden sich insbesondere
die NGS-Panels deutlich, unter anderem in ihrer Genanzahl (Abb. 8). Die Falle mit
weniger als vier sequenzierten Genen erbrachten in keinem der 16 Falle eine
Therapieempfehlung (Abb. 16), wobei berucksichtigt werden muss, dass
insbesondere in dieser Gruppe eigentlich mit einer besonders gezielten und den
Vorbefunden sowie der klinischen und pathologischen Patientensituation

angepassten Auswahl der zu sequenzierenden Gene zu rechnen ist.

Somit muss berucksichtigt werden, dass die Einteilung der Diagnostik in die
genannten Gruppen ein Versuch zur besseren Auswertbarkeit darstellt, der kaum

dem hohen Mal} an individueller Komplexitat des MTB gerecht werden kann.
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Die Anzahl an Vorstellungen im MTB pro Patienten ist am UCCSH nicht limitiert.
Insbesondere aufgrund der flexiblen und in ihrer Art kaum begrenzten Diagnostik
ist so eine hohere PTER bei besserer Kosteneffizienz denkbar, da die Diagnostik
prinzipiell stufenweise breiter werden oder an die diagnostischen Befunde
angepasst werden kann. Damit einher geht die mogliche Verzerrung in der
Auswertung einer Therapieempfehlung, die zwar formal einer einzelnen
Diagnostikart zugeschrieben wird, allerdings in Wirklichkeit auf der Kombination
mehrerer Diagnostikarten basiert, die in zeitlicher und logischer Folge empfohlen
wurden. Ein Beispiel hierfur konnte eine WES sein, die durch Detektion einer
Alteration Anlass fur eine FISH des betroffenen Gens bietet, in der dann die
Alteration bestatigt und eine Therapieempfehlung — formal auf Basis der FISH —
ausgesprochen wird. Solche Konstellationen kommen allerdings in nur drei Fallen
vor (betroffene Gene: FGFR1, FGFR3, ERBB2; in keinem Fall ist eine

Therapieumsetzung dokumentiert).

Auch die Auswahl der Diagnostikkombination des einzelnen Patienten ist durch
ihren individuellen Charakter Verzerrungen unterworfen: So ist anzunehmen, dass
die Vorkenntnisse der Teilnehmer des MTB hinsichtlich der zu erwartenden
Alterationshaufigkeiten und damit der Erfolgsaussichten der einzelnen

Diagnostikarten die Entscheidungsfindung beeinflussen.

Die in dieser Arbeit festgestellten deutlichen Unterschiede der DTER in
Abhangigkeit der Entitdt und Diagnostikart bilden unter anderem
entitdtenspezifische Haufungen von Alterationen ab, etwa TROP2 in der IHC
(DTER 83% fur Pankreaskarzinom; Abb. 15) oder KRAS-Mutationen (10 von 17

Fallen in WES und NGS-Panel sind Pankreaskarzinome; Abb. 22), die
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moglicherweise in Zukunft in groRerem Malle bereits in der leitliniengerechten

Molekulardiagnostik identifiziert werden.

Auf der anderen Seite durfte die ausgepragtere leitliniengerechte
Molekulardiagnostik etwa beim Mammakarzinom einen reduzierenden Einfluss auf
die niedrige Rate an etwa IHC-basierten Therapieempfehlungen im MTB haben

(Abb. 15)73,

Die besonders niedrigen DTER von Markern wie PD-L1 mit 4% oder NTRK und
dMMR mit 0% (Abb. 15) fallen im Kontext der Literatur auf : So weisen Chehade et
al. bei cerebral metastasierten Mammakarzinomen, also in Fallen, die mit dem
Patientenkollektiv. des MTB vergleichbar sind, in 15% der Falle
immunhistochemisch einen positiven PD-L1-Status nach (in dieser Arbeit 0% fur
Mammakarzinom; Abb. 15)’®. Camy et al. finden sogar in 24% der cerebralen
Metastasen  unterschiedlicher  Primartumore eine  immunhistochemisch
nachweisbare PD-L1-Expression’’. Eine denkbare Erklarung fiir diese Differenzen
konnte eine sich unterscheidende Tumorbiologie in den untersuchten Kohorten

sein, die etwa auf unterschiedliche Vorselektionen zuriickzufiihren sein konnte.

Turnaround-Times

Die Auswertung der ETT zeigt erwartungsgemal, dass das interne Vorhandensein
aller fur die Diagnostik notwendigen Gewebeproben die Zeit von der
Diagnostikempfehlung bis zur Therapieempfehlung in dieser Arbeit signifikant
verkurzt (Tab. 6; Abb. 21). Am MTB des UCCSH ist eine vorliegende aktuelle

Gewebeprobe des Tumors keine Zugangsvoraussetzung, da zum Teil erst in der
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MTB-Diskussion die Notwendigkeit und Art der erforderlichen Gewebeproben in
Abhangigkeit der empfohlenen Diagnostik abschlieend beurteilbar ist. Aufgrund
der Heterogenitat der Diagnostik ist dariber hinaus die Organisation komplexer
und damit weniger effizient als bei einem MTB, das eine immer gleiche Diagnostik

bei allen Patienten anwendet.

Schwierig ist daher die Vergleichbarkeit der Turnaround-Times ETT und MTT mit
denen aus anderen MTBs der Literatur. Horak et al. zahlen die Tage von der
Registrierung des Patienten bis zur MTB-Diskussion, in welcher in jener
Publikation die Diagnostik bereits abgeschlossen ist*°. Dabei sinkt die Zeitspanne
von ca. 160 Tagen im Jahr 2013 auf 44 Tage 2018 ab®’. Am ehesten vergleichbar
sind diese Werte mit der MTT dieser Arbeit, weil Horak et al. Patienten
ausschlieRen, fur die kein Gewebe verfugbar ist — somit sind Verzogerungen

durch eine notwendige Gewebeentnahme nicht moglich.

Die ETT und MTT sind fur die WES in dieser Arbeit signifikant langer als fur die
Paneldiagnostik (Tab. 5; Abb. 19, 20). Als ursachlich hierfur kann der bei der WES
grolRere technische Aufwand, die umfangreiche bioinformatorische Auswertung
und die notwendige Zusammenarbeit mit der Firma CeGaT oder dem IKMB
einschlieBlich der damit verbundenen Versendung von Gewebeproben
angenommen werden. Um bei eingetretenem Tumorprogress zeitnah eine
Therapie bereitstellen zu kdnnen, ist somit das Panel die schnellere und in dieser
Hinsicht der WES uberlegene Diagnostik. Durch eine Verbesserung der zeitlichen
Effizienz, unter anderem durch einen hoheren Automatisierungsgrad in der
bioinformatorischen  Auswertung, ist allerdings fur die Zukunft eine

Beschleunigung der WES anzunehmen’®.
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Einfluss diagnostischer Breite auf PTER

Anzahl der Diagnostikempfehlungen

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein signifikanter Zusammenhang
zwischen der Anzahl an Diagnostikempfehlungen und der Anzahl an
Therapieempfehlungen besteht (Tab. 2; Abb. 10). Bei einer Anzahl von vier oder
mehr Diagnostikempfehlungen pro Patienten wird eine PTER von 100% erreicht,
wobei die geringe Fallzahl von 9 in dieser Untergruppe berlcksichtigt werden
muss (Tab. 2; Abb. 9). Dennoch reiht sich der Wert plausibel in die
uberproportionale Zunahme der PTER mit jeder weiteren Diagnostikempfehlung
ein (Abb. 9). Moglich ist in diesen Fallen eine initial hohe oder eine im Verlauf der
MTB-Diskussionen sich ansammelnde Anzahl an Diagnostikempfehlungen, etwa
aufgrund von ausbleibender Moglichkeit zur Therapieempfehlung. Somit waren
mehrere Verzerrungen denkbar: Zum einen konnten Patienten, bei denen die
Teilnehmer des MTB nur eine geringe Trefferquote fur viele Diagnostikarten
erwarten, eine folglich geringere Anzahl an Diagnostikempfehlungen erhalten. Bei
diesen Patienten ware die Wahrscheinlichkeit einer Therapieempfehlung von
vorneherein unterdurchschnittlich, was die geringere PTER in dieser Gruppe
erklaren konnte. Zum anderen ware aber auch denkbar, dass Patienten mit bereits
durchgefuhrter Diagnostik ohne Therapieempfehlung, die daraufhin eine weitere
Diagnostikempfehlung erhalten, fur diese eine geringere DTER zu erwarten
haben, weil die Diagnostik nur als zweite Wahl ausgesprochen wurde. Dies wurde

den erfassten Daten entweder widersprechen oder darauf hindeuten, dass sie den
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positiven Effekt einer Aussprache von mehreren Diagnostikempfehlungen auf die

PTER sogar unterschatzen.

Insgesamt bleibt die Einordnung der festgestellten Assoziation allerdings
schwierig, da den Diagnostikempfehlungen im untersuchten MTB keine

einheitlichen Auswabhlkriterien zugrunde liegen (siehe Material und Methoden).

WES vs. Panel: DTER

Fur die WES wurde eine signifikant hohere DTER als fur die NGS-Panels erreicht
(Abb. 17). Berucksichtigt werden muss hierbei, dass mit einem Anteil von 24%
auch Sequenzierungen von sehr wenigen (<4) Genen in die Gruppe der NGS-
Panels einflossen (Abb. 8), sodass die vorliegenden Ergebnisse nicht
reprasentativ fur grole Panels sind. Aber auch der Vergleich verschiedener
anderer MTBs deutet auf eine Uberlegenheit der breiten Diagnostik mit WES oder

WGS hin (Tab. 11).

Auch in den Fallen, in denen sequenziell erst ein NGS-Panel und nachfolgend
eine WES empfohlen wurde, kann die hohe DTER von 91% der durchgefuhrten
WES als Hinweis auf eine Uberlegenheit in der Detektion therapierelevanter
Alterationen im Vergleich zum NGS-Panel gewertet werden (Tab. 4). Zu beachten
ist hierbei die geringe Fallzahl von nur 11 sequenziell nach NGS-Panel

durchgefuhrten WES (Tab. 4).

Ramarao-Milne et al. kdnnen in einem in-silico-Vergleich von unter anderem WES
und Hotspot-Panel (TruSeq Amplicon-Panel; 48 Gene’®8) zeigen, dass mehr

therapierelevante Alterationen in der WES identifiziert werden konnen als im
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Hotspot-Panel”. Als naheliegende Ursache ist anzunehmen, dass besonders fiir
fortgeschrittene und vielfach systemisch vortherapierte Krebserkrankungen, wie
sie im MTB die Regel sind, die Mutationslage deutlich von der in der jeweiligen
Entitat insgesamt beobachteten abweicht. Somit sind klassische Hotspot-Panels
insbesondere in dieser Patientengruppe offenbar der WES hinsichtlich der PTER
unterlegen. Koeppel et al. zeigen, dass bei 38% der Patienten eine WES

zusatzlich zum Panel weitere relevante Varianten identifizierte*2.

WES vs. Panel: Evidenzlevel (LoE) und Ln(PFSr)

Ramarao-Milne et al. zeigen in ihrer Arbeit, dass die zusatzlichen, in der breiten
Diagnostik einschliellich WES identifizierbaren, Alterationen vor allem
Therapieempfehlungen mit tendenziell niedrigerer Evidenz ermdglichten”. Die
Therapien, die auch basierend auf der Paneldiagnostik moglich gewesen waren,
hatten eine bessere Evidenzgrundlage’. In der vorliegenden Arbeit hingegen
konnte dieser Zusammenhang fur den Vergleich von WES und Panel - bei

niedriger Fallzahl - nicht nachgewiesen werden (Tab. 8, 9; Abb. 29).

Bei einer besseren Evidenzgrundlage der Therapieempfehlungen konnte ein
besseres klinisches Ansprechen erwartet werden®. Ein Unterschied dieser Art
zwischen WES und Panel ist — passend zu dem fehlenden Unterschied in den LoE
- in dieser Arbeit allerdings nicht nachzuweisen gewesen. In der WES-Gruppe

konnten sogar tendenziell hdhere Ln(PFSr) beobachtet werden (Abb. 12, 13).

Ein denkbarer Grund fur die tendenziell hdheren Ln(PFSr) bei der WES konnte

eine grolRere Auswahl an Therapieempfehlungen sein. Relevant ist hierfur, dass in
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der WES Varianten unklarer Signifikanz (VUS) detektiert werden konnen, die in
NGS-Panels Ublicherweise nicht auffallen. Diese werden mittels Literaturrecherche
auf ihre Relevanz und therapeutische Ansprechbarkeit Uberprift, sodass sich hier
in einigen Fallen zusatzliche Therapieempfehlungen — wenn auch mit niedriger

Evidenz - ergeben konnen.

Aber auch bereits durch die Identifikation von mehreren bekannten Varianten
mittels WES kann das beste Target ausgewahlt werden, wahrend bei der
Paneldiagnostik haufiger nur eine Therapiemdglichkeit zur Auswahl steht. Auch
zeigt sich, dass bestimmte Therapieklassen mit Uberdurchschnittlichen
Therapieerfolgsaussichten®’83 — etwa Immuncheckpointinhibitoren — haufiger auf
Basis einer WES empfohlen werden, weil dort die dafir notwendigen

Mutationssignaturen — etwa die TMB — enthalten sind (Abb. 23).

Zugleich zeigte die Auswertung der WES-Daten mittels eines virtuellen CHPv2,
dass durch die Sequenzierung des jeweils gesamten Gens im Panel — anstatt des
konventionellen Vorgehens des CHPv2, nur ausgewahlte Hotspot-Regionen zu
bertcksichtigen - fur die untersuchte Patientengruppe die Anzahl an
therapierelevanten Alterationen hatte verdoppelt werden konnen (Abb. 24). Dabei
ergaben sich fur die zusatzlich moglichen Therapieempfehlungen keine signifikant
unterschiedlichen Evidenzlevel (Abb. 26). Daraus lasst sich ein weiterer Hinweis
darauf ableiten, dass vor dem Hintergrund der aktuell verfugbaren
Evidenzgrundlage kleinere Panels wie das CHPv2 in der untersuchten
Patientengruppe einen groflen Anteil der moglichen therapierelevanten
Alterationen nicht identifizieren konnen. Gleichzeitig ist mit verhaltnismalig

geringem Aufwand eine deutliche Erhdhung der Wahrscheinlichkeit einer
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Therapieempfehlung anzunehmen.

Da alle genannten Punkte eine vorteilnafte Situation fur Patienten mit
durchgefuhrter WES annehmen lassen, kann fur die betrachtete Kohorte davon
ausgegangen werden, dass die WES-basierten Therapieempfehlungen den
panelbasierten im klinischen Ansprechen nicht unterlegen sind. Berlcksichtigt

werden muss vor allem die geringe Fallzahl von 20 (Abb. 12).

WES vs. Panel: Sequenziertiefe (Coverage)

Haufig als Vorteil der NGS-Panels angefuhrt wird die grof3ere Sequenziertiefe
(Coverage), also die durchschnittiche Anzahl an Reads jedes einzelnen
Nukleotids. Bei einer hohen Coverage werden potenziell weniger Alterationen

ubersehen, sodass die Sensitivitat der Sequenzierungen direkt hiervon abhangig

iSt84’85.

In dieser Arbeit wurde die WES mit Coverages von 200-400x durchgefuhrt (siehe
Material und Methoden), wahrend beispielsweise das CHPv2 der Firma Thermo
Fisher Scientific mit einer Coverage von Uber 500x arbeitet®®. Bei solch hohen
Sequenziertiefen erscheint es allerdings fraglich, ob ein relevanter Unterschied in
der Detektion therapierelevanter Alterationen besteht, da insbesondere die
Identifikation von Alterationen mit einer niedrigen Varianten-Allel-Frequenz (VAF)
— die also nur in einem kleinen Anteil der untersuchten Zellen vorkommen — von
einer Erhdhung der Coverage profitiert. Diese sind allerdings mit sinkender VAF

zunehmend unbedeutend flur die therapeutische Ansprache, da ein grof3er Anteil
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der Tumorzellen das molekulare Ziel gar nicht enthalt und daher der Therapie

nicht zuganglich ware.

In Fallen, in denen bei geringem Tumorzellgehalt eine WES keine
therapierelevante Alteration identifizieren kann, konnte allerdings der zusatzliche

Einsatz einer gezielteren Methode, etwa eines Panels, sinnvoll sein.

WES vs. Panel: Biomarkergruppen

Die Auswertung der in den Sequenzierungsdiagnostiken identifizierten
therapierelevanten Alterationen nach Biomarkergruppe zeigte, dass die Gruppen
Immunevasion (IE) und DNA-Reparatur (DDR) in der WES haufiger vorkamen als
in der Paneldiagnostik (Abb. 23). Begrundet werden kann dies mit den in der WES
verfugbaren Mutationssignaturen HRD-Score, dMMR, BRCAness-Score und TMB,
die hier einen groRen Anteil der therapierelevanten Alterationen ausmachen und
mittels der durchgefihrten NGS-Panels in der Regel nicht erfasst werden (Abb.
22, 23). Insbesondere die Gruppe IE ist hier von klinischer Bedeutung, da die
hierein zahlenden Immuncheckpointinhibitoren im Allgemeinen mit einem im
Vergleich mit anderen verfugbaren Krebstherapien besonders guten klinischen
Ansprechen verbunden sind®'-83. Ein groBerer Anteil an Empfehlungen zu
Immuntherapien ist daher als vorteilhaft fur den Patienten zu werten und spricht

fur den Einsatz der WES.
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WES — durch rationales Panel ersetzbar?

Die Auswertung der WES in dieser Arbeit zeigte, dass bereits mit einer kleinen
Anzahl an sequenzierten Genen und Mutationssignaturen ein grol3er Teil der
Therapieempfehlungen moglich gewesen ware (3 Gene + 4 Signaturen: 50%; 22
Gene + 4 Signaturen: 80%; Abb. 27). In diesen Fallen ware also ein an die
Patientengruppe des MTB angepasstes NGS-Panel, das die Mutationssignaturen
abdeckt, mit recht hoher Wahrscheinlichkeit zielfUhrend gewesen. Andererseits
wiesen 42 von 51 (82%) der Gene und Signaturen eine Haufigkeit unter den
untersuchten Patienten von weniger als 2% (<3 von 164 therapierelevanten
Alterationen) auf (Abb. 27). Somit zeigt sich, dass die Alterationslage bei dem
untersuchten Patientenkollektiv abgesehen von den Signaturen und wenigen
entitatenspezifischen = Schwerpunktmutationen  (etwa PIK3CA fur das
Mammakarzinom und KRAS fur das Pankreaskarzinom; Abb. 22) sehr heterogen
ist, was die Ableitung eines fur einen Groldteil der Patienten im MTB sinnvollen
NGS-Panels schwierig macht. Die Identifikation von haufig auftretenden
Mutationen sollte optimalerweise zukunftig ohnehin im Rahmen einer frihen
Leitliniendiagnostik erfolgen, sodass die Existenzberechtigung eines MTB sich
nicht aus der Sequenzierung der Hotspotvarianten, sondern der selten mutierten
Gene ergibt. Somit besteht die Notwendigkeit der Identifikation eines klinisch und
Okonomisch sinnvollen diagnostischen Vorgehens, das nicht allein auf der
Abdeckung insgesamt bei Krebspatienten haufig beobachteter Alterationen
basieren kann — fur diesen Anspruch erscheint eine WES wesentlich geeigneter

als ein NGS-Panel.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf hin, dass aufgrund der Haufigkeit der
Therapieempfehlungen auf Basis der Mutationssignaturen diese in der MTB-
Diagnostik unbedingt benotigt werden — und damit eine umfangreiche
Sequenzierungsdiagnostik wie etwa die WES. Fraglich ist, ob eine
Implementierung der Signaturen in ein rational ausgewahltes Panel zielfUhrend
ware — hierfur waren zwei Moglichkeiten denkbar: Entweder musste eine grol3e
Anzahl an Genen sequenziert werden, sodass sich die Vorteile des Panels
gegenuber der WES verkleinern wurden, oder es musste eine Vereinfachung der
Signaturen auf Basis einer geringeren Anzahl an sequenzierten Genen erfolgen —
das wiederum durfte die Aussagekraft der Ergebnisse schmalern und die

Vergleichbarkeit mit der Literatur erschweren®’:8,

Neben den genannten Vorteilen fur die direkte Patientenversorgung bietet die
WES zudem durch die regelhafte Identifikation von Varianten unklarer Signifikanz
(VUS) einen entscheidenden Beitrag zum Erkenntnisgewinn Uber die
Mutationslandschaft der vorliegenden Krebserkrankungen. Grundlage hierfur ist
allerdings die systematische Auswertung, Sammlung und Vernetzung der

Sequenzierungsergebnisse.

Fir die Zukunft denkbar ware die Etablierung einer kunstlichen Intelligenz, die auf
Basis der individuellen Patientendaten wie genauer histologischer Entitat,
molekulardiagnostischen  Vorbefunden und  durchlaufenen  Vortherapien
einschlieRlich des jeweiligen Ansprechens eine Prognose der zu erwartenden
Alterationen macht. Auf dieser Basis ware eine rationale Auswahl zu
sequenzierender Gene moglich, sodass ein deutlicher Anstieg der Zeit- und

93



Kosteneffizienz bei moglicherweise sogar steigender DTER zu erwarten ware.
Limitierend durfte hierbei die bisher unzureichende Datenlage sein, bendtigt
wurden hunderttausende Datensatze zu Mutationslandschaft und allen genannten
Einflussfaktoren von Krebspatienten, die eine moglichst vergleichbarer Form
aufweisen mussten. Vor diesem Hintergrund sind nationale und internationale
Kooperationen zur harmonisierten Datenerfassung unabdingbar, etwa das

Deutsche Netzwerk fiir personalisierte Medizin (DNPM)2°.

Der Grundsatzliche Einsatz kiinstlicher Intelligenz in MTBs wird bereits diskutiert®.
Cheng et al. konnen beispielsweise zeigen, dass mittels des auf kunstlicher
Intelligenz basierenden Werkzeugs ,AlphaMissense” 89% der Missense-Varianten
bezlglich ihrer phanotypischen Bedeutung eingeteilt werden konnen. Bisher
waren auf konventionellem Weg erst etwa 2% der etwa 4 Millionen bekannten

Missense-Varianten als pathogen oder nicht pathogen klassifizierbar’®°1.
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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Frage, welches diagnostische
Vorgehen in einem molekularen Tumorboard (MTB) zielfuhrend fiur die
Identifikation therapierelevanter Alterationen ist. Dazu wurde eine retrospektive
Auswertung von 353 Patienten mit 458 Diagnostikempfehlungen durchgefuhrt, die
in den Jahren 2018 bis 2022 am MTB des Universitaren Cancer Centers

Schleswig-Holstein (UCCSH) vorstellig waren.

Untersuchte Endpunkte waren insbesondere der Anteil an Patienten, der eine
Therapieempfehlung nach abgeschlossener Diagnostik erhielt
(Patiententherapieempfehlungsrate, PTER) und der Anteil der abgeschlossenen
Diagnostikempfehlungen, der zu einer  Therapieempfehlung  fuhrte
(Diagnostiktherapieempfehlungsrate, DTER). Letzterer wurde unter anderem nach

Art der Diagnostik und Tumorentitat sowie der Kombination beider stratifiziert.

Ein besonderer Fokus lag auf dem  Vergleich der beiden
Sequenzierungsdiagnostiken Whole-Exome-Sequenzierung (WES) und NGS-
Panel (Panel), die in ihrer Effektivitat hinsichtlich PTER und DTER, aber auch des
progressionsfreien Uberlebens mittels Progression-Free-Survival-Ratio (PFSr)
(Daten hierzu erfasst von Laura Klinke, Auswertung gemeinsam) kritisch beurteilt

wurden.

Im Ergebnis hat die vorliegende Arbeit einen Vorteil durch eine grolle
diagnostische  Breite  gezeigt: = Sowohl die  Aussprache  mehrerer
Diagnostikempfehlungen als auch die Durchfihrung der breiten WES im Vergleich
zu einem Panel sind signifikant mit der Aussprache von Therapieempfehlungen

verbunden (Tab. 2; Abb. 9, 10, 14, 17). Die meisten in der WES identifizierten
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therapierelevanten Alterationen waren im Cancer Hotspot Panel v2 als
untersuchtes Referenzpanel nicht identifizierbar gewesen (Abb. 24). Dabei sind
die auf WES basierenden Therapieempfehlungen hinsichtlich des klinischen

Ansprechens (Ln(PFSr)) den auf Panels basierenden nicht unterlegen (Abb. 12).

Es ergibt sich zudem ein Hinweis darauf, dass die Tumorentitat einen Einfluss auf
die DTER hat (Abb. 14-16; Anhang 1-3). Bei besserer Datenlage kann dieser
zukunftig gegebenenfalls zu einem starker entitatenspezifischen Vorgehen bei der

Auswahl der Diagnostikempfehlungen fuhren.

Berucksichtigt werden mussen bei der Interpretation der vorliegenden Daten
insbesondere die in einigen Auswertungen geringen Fallzahlen (Abb. 14-16) sowie
die Heterogenitat innerhalb der Diagnostikarten (Abb. 7, 8) und in der Auswahl der

Diagnostikempfehlungen.

Das MTB am UCCSH ordnet sich hinsichtlich der PTER mit 58% in die
Literaturlandschaft ~der MTBs  ein®%3337-3  Unterschiede zu den
Referenzen3%:333839 sind vor allem die individuelle Diagnostik und die geringen
Zugangsvoraussetzungen fur Patienten, die einen Vergleich erschweren, aber

eine Auswertung unter besonders realitatsnahen Bedingungen ermaoglichen.

AbschlieBend deuten die vorliegenden Daten in Zusammenschau mit der
diesbezuglichen Literatur darauf hin, dass der Einsatz einer Kombination aus
mehreren Diagnostikarten einschlieBlich einer WES ein effektives Vorgehen zur
Identifikation therapierelevanter Alterationen bei Patienten in einem MTB ist. Die
Berucksichtigung der Tumorentitat konnte zukunftig zu einer rationaleren Auswahl

der Diagnostikempfehlungen beitragen.
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Die Hypothese einer hoheren Rate an Therapieempfehlungen im Falle einer
umfangreicheren Molekulardiagnostik im Vergleich zu einer Molekulardiagnostik

mit geringerem Umfang wird fur die untersuchte Patientengruppe bestatigt (Tab. 3;

Abb. 9, 10, 14, 17, 18).
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Anhange

DTER % % % % % % %
Diagnostikart IHC FISH Panel WES RNA OTHER gesamt
Anal 0 100 50
Gallenwege/Leber 33 0 0 100 58
Harnblase 0 0 0 100 100 29
Mamma 8 17 41 95 50 0 40
Gebdrmutterhals 0 67 100 100 100 75
Kolorektal 9 0 0 67 24
Cup 0 0 0 80 33 0 33
Endometrium 0 0 0 100 17
Magen/Osophagus 0 100 50 0 30
Kopf/Hals 0 20 50 100 33 48
Hamatologisch 100 100
Lunge 0 0 100 0 50
Melanom 0 0 0
Mehrere 33 0 0 67 38
NEC / NET 13 0 100 57 0 0 27
Osteosarkom 0 0
andere 29 0 25 50 33 33
Ovar 0 0 17 100 14
Pankreas 37 33 43 100 0 48
Prostata 0 50 25
Weichgewebssarkom 0 0 0 92 0 0 39
Schilddruse 0 0 0
gesamt 14 10 33 84 26 20 38

Anhang 1: Diagnostiktherapieempfehlungsrate (DTER) in % in Abhéngigkeit der Diagnostikart und der Tumorentitdt.
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DTER % % % % % % %

andere
IHC-Marker PD-L1 NTRK  TROP2 Her2 dMMR IHC-  gesamt
Marker
Anal 0 0 0 0
Gallenwege/Leber 0 0 50 20
Harnblase 0 0 0
Mamma 0 0 29 0 0 0 3
Gebarmutterhals 0 0 0
Kolorektal 0 0 100 0 0 4
cup 0 0 0 0
Endometrium 0 0 0
Magen/Osophagus 0 0 0 0 0 0
Kopf/Hals 0 0 0 0 0 0
Hamatologisch
Lunge 0 0 0
Melanom
Mehrere 0 0 100 0 0 11
NEC / NET 14 0 0 0 5
Osteosarkom
andere 20 0 33 0 11
Ovar 0 0 0 0 0
Pankreas 6 0 83 13 0 14
Prostata 0 0 0 0
Weichgewebssarkom 0 0 0 0 0
Schilddriise
gesamt 4 0 38 8 0 0 6

Anhang 2: Diagnostiktherapieempfehlungsrate (DTER) in % in Abhédngigkeit des durchgefiihrten IHC-Markers und der

Tumorentitit.
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DTER % % % % % %
= = 8
58 €3 ¢z & £9
NGS-Panel c 2 § 2 5 & g § § gesamt
O T o) (J] ‘5 N v ©
Anal
Gallenwege/Leber 0 0
Harnblase 0 0 0
Mamma 50 0 50 41
Gebarmutterhals 67 67
Kolorektal 0 0 0 0
CuUP 0 0
Endometrium 0 0
Magen/Osophagus 100 100
Kopf/Hals 0 50 0 100 50
Hamatologisch
Lunge 0 0
Melanom 0 0
Mehrere 0 0
NEC / NET 100 100
Osteosarkom
andere 0 100 0 25
Ovar 100 0 0 0 17
Pankreas 50 50 0 43
Prostata
Weichgewebssarkom 0 0
Schilddrise 0 0
gesamt 46 50 40 0 45 33

Anhang 3: Diagnostiktherapieempfehlungsrate (DTER) in % in Abhdngigkeit des durchgefiihrten NGS-Panels und der

Tumorentitdit.
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Gesamt (N=353)

Diagnostik
IHC 114 (32.3%)
FISH 42 (11.9%)
Panel 66 (18.7%)
WES 98 (27.8%)
RNA 23 (6.5%)
OTHER 10 (2.8%)
Gewebe vorhanden
ja, intern 161 (45.6%)
ja, extern 9 (2.5%)
nein 118 (33.4%)
n.b. 65 (18.4%)
Durchgefiihrt
ja 345 (97.7%)
nein 3 (0.8%)
unvollstandig 5 (1.4%)
Therapieempfehlung
ja 131 (37.1%)
nein 222 (62.9%)
Tage ab Diagnostikempfehlung
N Fehlende 62
Durchschnitt (standardabweichung) 85.2 (70.5)
Spannweite 7.0 -483.0
Tage ab Material vorhanden
N Fehlende 149
Durchschnitt (Standardabweichung)  51.1 (45.0)
Spannweite 4.0 - 381.0

Anhang 4: Eingeschlossene Diagnostikempfehlungen (n.b. = nicht bekannt).
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Anhang 5: Dichte und Q-Q-Diagramm der PFSr (links) und Ln(PFSr) (rechts) im direkten Vergleich.
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Anhang 6: Dichte und Q-Q-Diagramm der ETT (links) und Ln(ETT) (rechts) im direkten Vergleich.
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Anhang 7: Dichte und Q-Q-Diagramm der MTT (links) und Ln(MTT) (rechts) im direkten Vergleich.
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Ethik-Kommission

Vorsitzender:

Herr Prof. Dr. med. Alexander Katalinic
Stellv. Vorsitzender:

Herr Prof. Dr. med. Frank Gieseler

UNIVERSITAT ZU LUBECK

sgpq.5¥>

P

Geschiftsstelle:
Universitat zu Liibeck - Ratzeburger Allee 160 - 23562 | iibeck Dr. phil. Angelika Hlippe
Dr. rer. nat. Inga Kaufhold
Janine Kurzaj-Erdmann

Herrn !
Doris Seuthe
Prof. Dr. med. von Bubnoff
Klinik fiir Hdimatologie und Onkologie E-Mail: ethikkommission@uni-luebeck.de
im Hause

Website: www.uni-luebeck.de/forschung/
kommissionen/ethikkommission

Nikolas.vonbubnoff@uksh.de

Stephanie.Fliedner@uksh.de Aktenzeichen: 21-259
Datum: 26. November 2021 DS/IK

Sitzung der Ethik-Kommission am 01. Juli 2021, Nachreichung vom 18. November 2021
Antragsteller: Herr Prof. Dr. med. von Bubnoff

Titel: Registerstudie des Molekularen Tumorboards des Universitiren Cancer Centers
Schleswig-Holstein (Kurztitel: ,UCCSH-MTB-Register”)

Sehr geehrter Herr Prof. von Bubnoff,

" vielen Dank fiir Ihr 0.g. Schreiben, in dem Sie unserem Wunsch nach weiteren Informationen zum
Studienvorhaben nachkommen.

Folgende Unterlagen lagen vor:

- Ihr Anschreiben vom 18.11.20221

1. Studienprotokoll: UCCSH-MTB-Register

2. Basisformular: UCCSH-MTB-Register

3. Dokumentationsbogen: UCCSH-MTB-Register

4. Follow-Up Bogen: UCCSH-MTB-Register

5. Patientenaufkldrung und Einwilligung: UCCSH-MTB-Registerstudie

6. Patientenaufklarung und Einwilligung: Vorhandene Bioproben

8. Patientenaufklarung + Einwilligung: MTB + Weiterfiihrende Molekulardiagnostik (Klinische Versorgung,
informatorisch beigelegt)

Die Kommission hat gegen die Durchfiihrung der Studie keine Bedenken.

Bei Anderung des Studiendesigns sollte der Antrag erneut vorgelegt werden.

Uber alle schwerwiegenden oder unerwarteten und unerwiinschten Ereignisse, die wahrend der Studie auftreten, ist die Kommission umgehend
zu benachrichtigen.

Die Deklaration von Helsinki in der aktuellen Fassung fordert in § 35 dazu auf, jedes medizinische Forschungsvorhaben mit Menschen zu
registrieren. Daher empfiehlt die Kommission grundsétzlich die Studienregistrierung in einem éffentlichen Register (z.B. unter www.drks.de).

Die &rztliche und juristische Verantwortung des Studienleiters und der an der Studie teilnehmenden Arzte bleibt entsprechend der
Beratungsfunktion der Ethikkommission durch unsere Stellungnahme unberiihrt.

Datenschutzrechtliche Aspekte von Forschungsvorhaben werden durch die Ethikkommission grundsétzlich nur kursorisch gepriift. Dieses Votum
/ diese Bewertungrersetzt mithin nicht die Konsultation des zustandigen Datenschutzbeauftragten.

Anhang 8: Votum der Ethikkommission der Universitdt zu Liibeck
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MEDIZINISCHE FAKULTAT i
DER CHRISTIAN-ALBRECHTS-UNIVERSITAT ZU KIEL

ETHIK-KOMMISSION

A.D. 1665

Ethik-Kommission - Schwanenweg 20 - 24105 Kisl Postadresse:

Prof. Dr. med. Anne Letsch Arncld-Heller-StraBe 3 / Haus U 27
UKSH Campus Kiel, Klinik fr Innere Medizin 11 D-24105 Kiel ooreren
- | Telefon 0431/500-141
Amold H.e”er Str. 3, Haus Telefax 0431/500-14195
24105 Kiel ethikkomm®@email.uni-kiel.de
Vorab: anne.letsch@uksh.de Datum:
03. November 2022
AZ.: B 301/22 (bitte stets angeben)
Studienplan: Register des Molekularen Tumorboards des Universitidren

Cancer Centers Schleswig-Holstein (UCCSH-MTB-Register)
Anschreiben 18Jul22; Studienprotokoll sign. 18Jul22; Basisformular v.18Jul22;
Dokumentationsbogen; Follow Up Bogen MTB; Information und Einwilligung zum
Register V2.1 v. 08Mai22; Information und Einwilligung zur Verwendung von bereits
vorhandenen Bioproben in Begleitstudien zum Register V2.1 v. 06Mai22; Studien-
protokoll zur Studie zum Register des MTB V2 v. 07Apr22; Voten der EK Liibeck v.
26Nov21; 15Dez21; 21Apr22; 25Apr22

Studienleitung nat.:  Prof. Dr. Nikolas von Bubnoff, UKSH Liibeck

Antragstellung und

Studienleitung lokal: Prof. Dr. Anne Letsch, Dr. Lorenz Bastian, UKSH Kiel

In Kooperation: Institut fir Pathologie, UKSH Kiel
Finanzierung: Eigenmittel
Antrag vom: 18. Juli 2022 (Eingang: 27. Oktober 2022)

Sehr geehrte Frau Kollegin Letsch,

wir bestétigen den Eingang des obengenannten Antrages zur Beratung gemafR § 15 Berufs-
ordnung (BQ) der Arztekammer Schleswig-Holstein. Nach Durchsicht der Unterlagen durch
die Geschéftsstelle und durch mich als Vorsitzenden der Ethik-Kommission bestehen gegen
die Durchfithrung der Studie keine berufsethischen und berufsrechtlichen Bedenken.

Die im Folgenden aufgefiihrten Hinweise miissen beachtet werden:

1. Es wird darauf hingewiesen, dass, wenn keine studienspezifische Einwilligung vorliegt,
Patientendaten fir die Studie nur ausgewertet durfen, wenn jeweils eine allgemeine Einwilli-
gungserklarung zur Forschung und Weitergabe mit/von routineméRig erhobenen Patienten-
daten unterschrieben wurde (Landeskrankenhausgesetz Schleswig-Holstein vom 01Jan21).
2. Ergebungsbégen, die im Rahmen der Studie verwendet werden, sollten grundsétzlich
pseudonymisiert werden.

3. Wir empfehlen die Zusammenfassung der beiden Patienteninformationen (2 x 6 Seiten) in
einem Dokument.

4. Es wird darauf hingewiesen, dass datenschutzrechtliche Aspekte grundséatzlich nur kurso-
risch durch die Ethik-Kommissionen gepriift werden. Dieses Votum ersetzt nicht die Konsulta-
tion des zustandigen Datenschutzbeaufiragten.

5. Kiinftige Anderungen der Studie sind der Ethik-Kommission anzuzeigen und machen gege-
benenfalls eine erneute Beratung erforderlich.

6. Die ethische und rechtliche Verantwortung fur die Durchfiihrung dieser Studie verbieibt bei
der Studienleitung.

7. GemaR Deklaration von Helsinki muss der Ethik-Kommission nach Studienende ein Ab-
schlussbericht vorgelegt werden.

~

Mit freundlichen kollegialen Griiten J/

PeafBF. med. H. M. Mehdorn Dr. med. cémemke
orsitzender der Ethik-Kommission Geschéaftsflihrung der Ethik-Kommission

Anhang 9: Votum der Ethikkommission der Christian-Albrechts-Universitét zu Kiel
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