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1. Einleitung

Gastrointestinale (Gl) Tumorerkrankungen tragen zu etwa 25% der weltweiten
Krebsinzidenz bei und verursachen ca. 35% aller krebsbedingten Todesfélle (1). Die
meisten Patienten mit Gl-Tumoren schreiten in ihrem Krankheitsverlauf in ein
fortgeschrittenes Stadium voran (2-7). In fortgeschrittenen Stadien dieser Entitaten ist
eine kurative Therapie, z.B. durch Resektion, meist nicht mehr méglich (2-7). Die
Standardbehandlung fortgeschrittener GI-Tumore besteht in der Systemtherapie (2-7).
Die Ergebnisse der Standardtherapien sind eingeschrankt und die 5-Jahres
Uberlebensraten in fortgeschrittenen Stadien reichen von etwa 13% (Kolorektales
Karzinom) bis 3% (Hepatozelluldares Karzinom, Cholangiozellulares Karzinom,
Pankreaskarzinom) (8). Molekular-zielgerichtet behandelbare genetische Alterationen
finden sich nur bei einer kleinen Teilmenge der Patienten (2-7). Dies unterstreicht die
Notwendigkeit, wirksamere Strategien fur die Behandlung von Patienten mit Gl-
Tumoren zu entwickeln.

Immuncheckpointinhibitor(ICl)-basierte Behandlungen haben die systemische
Tumortherapie der letzten Dekade gepragt und vielen Patienten mit
Tumorerkrankungen zu einer langeren Lebensdauer verholfen (9-11).
Immuncheckpoint-Proteine und die ihnen nachgeschalteten Signalwege inhibieren die
Aktivierung und Effektorfunktion von antitumoralen Zellen des adaptiven und
angeborenen Immunsystems (9, 10). Im Bereich der GI-Tumoren konnten sich ICI
unter anderem in der Erstlinienbehandlung des fortgeschrittenen Hepatozellularen
Karzinoms (HCC) etablieren (10, 12-15). Der Programmed Cell Death-Ligand 1 (PD-
L1)-Inhibitor Atezolizumab und der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)-
Inhibitor Bevacizumab wurden als erstes immuntherapeutisches Regime fur die
Erstlinientherapie von Patienten mit inoperablem HCC zugelassen (10, 12, 16, 17). In
einer globalen Phase Ill Studie verbesserten Atezolizumab und Bevacizumab das
Uberleben im Vergleich zu Sorafenib deutlich, mit einem medianen Uberleben von
19,2 Monaten gegenuber 13,4 Monaten mit Sorafenib (12, 16). Die doppelte
Checkpoint-Blockade mit dem PD-L1-Inhibitor Durvalumab und dem Cytotoxic T-
Lymphocyte-Associated Protein 4 (CTLA-4)-Inhibitor Tremelimumab erwies sich in der
Phase Il Studie HIMALAYA als weitere wirksame Behandlungsoption fur die
Erstlinienbehandlung von Patienten mit HCC (10, 13, 18, 19). Die Patienten in
klinischen Studien sind strengen Selektionskriterien in Hinblick auf Leberfunktion,
Komorbiditaten und Allgemeinzustand unterworfen und reprasentieren nicht die
Patienten des klinischen Alltags (20). Dies macht es dringend notwendig, die
Effektivitat und Sicherheit der neuartigen Kombinationstherapien in der klinischen
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Praxis zu untersuchen, mit dem Ziel die Ergebnisse dieser Behandlungen in der
klinischen Routine zu verbessern.

Neben dem Einsatz von ICl konnen auch neuartige Kombinationstherapien die
Ergebnisse der Systemtherapie bei Patienten mit GI-Tumoren verbessern (21, 22). Die
Effektivitat aktueller Systemtherapien wird haufig durch Resistenzen eingeschrankt
(21). Zum einen kénnen Tumore teils primar gegenuber einer Substanz resistent sein
(23). Zum anderen kommt es bei initial Therapie-sensitiven Tumoren im Verlauf der
Behandlung haufig zum Akquirieren von Resistenz (23). Diese Therapieresistenzen
sind oft auf die Aktivierung kompensatorischer onkogener Signalwege als adaptive
Uberlebensmechanismen der Tumorzellen zurtckzufuhren (23).
Kombinationstherapien koénnen das Ansprechen durch synthetisch-letale,
synergistische oder additive Interaktionen verbessern (24, 25). In geeigneten
Kombinationen kdnnen durch Wirkstoffe Resistenzen erfolgreich GUberwunden werden,
indem Ausweichsignalwege blockiert werden, die von den Tumorzellen als
Fluchtmechanismus genutzt werden (24, 26). AulRerdem kdnnen Kombinationen eine
Verringerung der Dosis jedes einzelnen Therapiebestandteils ermoglichen, um die
behandlungsbedingte Toxizitat zu mindern und die Lebensqualitat zu verbessern (24).
Bei Tumorerkrankungen des blutbildenden Systems konnen Kombinationstherapien
selbst in fortgeschrittenen Tumorstadien noch kuratives Potenzial haben (27-29).
Leider trifft dies nicht auf Gl-Tumorerkrankungen zu. Dies betont die Notwendigkeit
neue, wirksamere Kombinationstherapien fur die Behandlung von Gl-Tumoren zu
entwickeln.

Das Ziel dieser Habilitationsschrift ist die Untersuchung von molekularen
Mechanismen und von translationalen sowie klinischen Strategien zur Verbesserung
der Ergebnisse von Systemtherapien bei Gl-Tumoren. Hierfur werden in vitro
Techniken (Zellkultur, 3D-Organoidmodelle), funktionelle Assays und fortgeschrittene
Mausmodelle der molekularen Onkologie herangezogen, sowie Biomaterialien von
Patienten mit Gl-Tumoren mittels Hochdurchsatzmethoden untersucht und grol3e,
multizentrische Kohortenstudien eingesetzt. Aullerdem nutzen wir internationale
Forschungskollaborationen im grundlagenwissenschaftlichen und klinischen Bereich,
um ein tiefergehendes Verstandnis kontextabhangiger Synergien und Toxizitaten
onkologischer Systemtherapien fur die Behandlung von GI-Tumoren zu gewinnen mit
dem Ziel diese therapeutisch ausnutzbar zu machen und in der Klinik anwenden zu
konnen.
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2. Wissenschaftliche Arbeiten

Teilprojekt 1: Systemtherapeutische Optionen beim fortgeschrittenen Hepatozellularen
Karzinom: klinische Verlaufe, Toxizitatsprofile und Patientenergebnisse

In der letzten Dekade kam es zu signifikanten Veranderungen der Therapielandschaft
in der systemischen Behandlung des fortgeschrittenen Hepatozellularen Karzinoms
(HCC) (30). Nachdem 2007 mit dem Tyrosinkinaseinhibitor (TKI) Sorafenib die erste
wirksame Systemtherapie beim HCC etabliert werden konnte (31, 32), wurde 2018 mit
Lenvatinib ein weiterer TKI als Alternative in der Erstlinienbehandlung zugelassen
(33). Zwei weitere TKI, Regorafenib und Cabozantinib, und der VEGF-Rezeptor-2-
Inhibitor Ramucirumab wurden in der Zweitlinie nach Progress auf Sorafenib in
grofRen, randomisierten Phase |ll Studien untersucht und erlangten in den Folgejahren
Zulassungen als Zweitlinienoptionen (34-36). Im Jahr 2020 konnte die
immunonkologische Kombinationstherapie aus PD-L1-Inhibitor Atezolizumab und
VEGF-Inhibitor Bevacizumab zum ersten Mal eine Verbesserung des OS und PFS
gegeniuber dem Erstlinienstandard Sorafenib aufzeigen (12, 16). Zwei Jahre darauf
konnte mit der doppelten Checkpointblockade aus PD-L1-Inhibitor Durvalumab und
CTLA-4-Inhibitor Tremelimumab ein weiteres Regime in der Erstlinienbehandlung
etabliert werden (13). Der Nutzen der neuartigen TKI und immunonkologischen
Regime konnte in groRen, randomisierten Phase Ill Studien etabliert werden. HCC-
Kohorten aus der klinischen Praxis sind haufig alter, multimorbider und weisen eine
schlechtere Leberfunktion auf als Studienkollektive (20). Daher ist es imperativ, die
Patientenergebnisse in der klinischen Praxis zu untersuchen.

Bei Patienten mit HCC besteht auf Grund der meist vorhandenen chronischen
Lebererkrankung ein relevantes Risiko fur Blutungen und thromboembolische
Ereignisse (37-39). Dies ist insbesondere im klinischen Alltag relevant, wo viele
Patienten sich mit Risikofaktoren fur Blutungen, z.B. Einnahme von Antikoagulantien,
oder fur Thromboembolien, z.B. Immobilitat, prasentieren (39). VEGF-Inhibition mittels
Bevacizumab oder TKI fuhrt zu einer Beeintrachtigung der Integritat von BlutgefalRen
(40, 41). Freigelegtes subendotheliales Kollagen kann zu thromboembolischen
Ereignissen fuhren, gleichzeitig kann die Hemmung der Gefalireparatur Blutungen
verstarken (42). Sowohl das Kombinationsregime Atezolizumab/Bevacizumab als
auch die Alternative in der Erstlinie Lenvatinib fuhren zu einer potenten VEGF-
Inhibition unter der Therapie (39, 43-45). Hierbei unterscheiden sich Lenvatinib und
Bevacizumab in der Wirkweise ihrer VEGF-Inhibition. Bevacizumab bindet als
monoklonaler Antikorper VEGF-A und verhindert die Bindung des Liganden an den

VEGF-Rezeptor-1 und -2 (42), wohingegen Lenvatinib die Signalweiterleitung des
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VEGF-gebundenen Rezeptors inhibiert (43-45). Insbesondere gegenliber dem Einsatz
von Bevacizumab bestehen bei Patienten mit erhdhtem Blutungsrisiko
Sicherheitsbedenken auf Basis friherer Daten beim HCC (46). Wir konnten ein
grofes, europaisches Register  von Patienten mit HCC unter
Atezolizumab/Bevacizumab und Lenvatinib mit Fokus auf Blutungen und
Thromboembolien aufbauen (Abb. 1A) (39). Mittels dieses Registers konnte erstmals
die Rate dieser klinisch bedeutsamen unerwlnschten Ereignisse beider Therapien
verglichen und Risikofaktoren fur die Events bestimmt werden. Die Blutungsepisoden
und thromboembolischen Events zeigten hier keinen signifikanten Unterschied
zwischen beiden Therapien (Abb. 1B). Als Risikofaktoren fur Blutungen konnten

Aufgrund bestehender Urheberrechtsrestriktionen kann diese Abbildung der
Originalpublikation  nicht abgedruckt werden. Es wird auf folgende
Originalpublikation verwiesen:

Ben Khaled N, Mdller M, Jochheim LS, Leyh C, Ehmer U, Bottcher K, Pinter M,
Balcar L, Scheiner B, Weich A, Leicht H, Zarka V, Ye L, Schneider J, Piseddu |, Ocal
O, Rau M, Sinner F, Venerito M, Gairing S, Forster F, Mayerle J, De Toni EN, Geier
A, Reiter FP. Atezolizumab/bevacizumab or lenvatinib in hepatocellular carcinoma:
Multi-center real world study with focus on bleeding and thromboembolic events. J
Hep Reports. 2024

Abbildung 1. (A) Graphische Zusammenfassung des Studiendesigns. (B) Primarer Endpunkt Blutungen und
Thromboembolien innerhalb der ersten drei Monate nach Therapiestart mit Atezolizumab/Bevacizumab versus Lenvatinib.
Der Fisher-Exact-Test wurde fir den Vergleich von kategorischen Variablen verwendet. (C) Medianes Gesamtuberleben und
Progressions-freies Uberleben mit Atezolizumab/Bevacizumab versus Lenvatinib. Zur Berechnung der Uberlebenszeiten
wurde eine Kaplan-Meier-Analyse durchgefiihrt. Das Uberleben wurde mit dem Log-Rank-Test verglichen. Abkiirzungen:
Atezo/bev, Atezolizumab/Bevacizumab; Cl, Konfidenzintervall; HR, Hazard Ratio; N, Nummer; n, Stichprobengréfle; OR,
Odds Ratio. Ben Khaled et al. J Hep Reports 2024.

frihere Varizenblutungen, hochgradige Varizen, die MilzgroRe und Antikoagulation
herausgearbeitet werden. Interessanterweise waren die Thrombozytenanzahl, der
Grad der Zirrhose und die Einnahme von Plattcheninhibitoren nicht mit einem erhohten
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Blutungsrisiko assoziiert. Bezuglich der Effektivitat zeigte sich kein signifikant
unterschiedliches OS und PFS zwischen Atezolizumab/Bevacizumab und Lenvatinib
(Abb. 1C), bei héheren Ansprechraten mit Atezolizumab/Bevacizumab. Mit dieser
Arbeit konnten wir zusammenfassend zeigen, dass entgegen der gangigen klinischen
Annahme Bevacizumab kein erhohtes Risiko fur Blutungen und Thromboembolien im
Vergleich zur alternativen Behandlung mit Lenvatinib zeigt. Somit missen andere
Faktoren, wie beispielsweise die hohere Ansprechrate, in die Kklinische
Entscheidungsfindung einbezogen werden.

Die Kombination aus PD-L1 Inhibitor Atezolizumab und VEGF-Inhibitor Bevacizumab
zeigte in der Erstlinienbehandlung des HCC eine deutlich hohere Effektivitat bei guter
Vertraglichkeit verglichen mit der Standardtherapie Sorafenib (12). Der Einzug dieses
Regimes in die Erstlinienbehandlung flhrte zu einem therapeutischen Dilemma, da die
bisherigen Zweitlinienoptionen Regorafenib, Cabozantinib und Ramucirumab
ausschlieRlich nach Progress auf Sorafenib untersucht waren (34-36). Mittels zweier
Arbeiten konnten wir wissenschaftliche Evidenz fur Zweitlinienoptionen schaffen.

In einer multizentrischen Kohortenstudie aus Patienten mit HCC nach
Erstlinienbehandlung mit Atezolizumab/Bevacizumab untersuchten wir Ergebnisse,
Behandlungsmuster, und Toxizitat der sequentiellen Behandlung (Abb. 2A) (47). Das
mediane OS in der Kohorte ab Beginn von Atezolizumab/Bevacizumab betrug 19,8
Monate (Abb. 2D) mit einer Ansprechrate von 31,5%. Diese Ergebnisse waren ahnlich
zu den Daten der Zulassungsstudie (12). Die haufigsten Griinde fur einen Abbruch der
Erstlinienbehandlung waren Progress (48,9%), Tod (23,9%), Toxizitat (8,7%) und
Patientenwunsch (4,3%). Weniger als die Halfte der Patienten erhielt eine
Zweitlinientherapie und nur ca. 20% bzw. 2% eine Dritt- und Viertlinienbehandlung
(Abb. 2B). Hierbei war eine schlechtere Leberfunktion zu Beginn der Behandlung
signifikant mit einer geringeren Wahrscheinlichkeit assoziiert, eine sequentielle
Therapie erhalten zu konnen. Die haufigsten Agenzien in der Zweitlinienbehandlung
waren die TKI Sorafenib und Lenvatinib, wobei sich kein signifikanter Unterschied im
OS der beiden Therapien zeigte. Wir konnten eine zunehmende Verschlechterung der
Patientenergebnisse mit fortschreitenden Therapielinien nach
Atezolizumab/Bevacizumab beobachten, mit einem OS von 5,0 Monaten in der
Zweitlinie und 4,1 Monaten in der Drittlinie (Abb. 2D). Dartber hinaus konnten wir eine
signifikante Abnahme der Therapiedauer und eine Verschlechterung der Leberfunktion
Uber die Therapielinien beobachten (Abb. 2C). Die Ergebnisse unserer Studie zeigten
auf, dass eine Sequenztherapie nur fur einen Teil der Patienten mit HCC nach
Atezolizumab/Bevacizumab mdglich ist. Der Erhalt der Leberfunktion dieser Patienten

10
Habilitationsschrift von Dr. med. Najib Ben Khaled



Praklinische und klinische Strategien zur Verbesserung der systemischen Therapie von
gastrointestinalen Tumoren

scheint die wichtigste Determinante fur eine Optimierung der Therapiesequenzierung
zu sein und konnte dazu beitragen, die Ergebnisse der Patienten zu verbessern.
Neben dieser grollen Kohortenstudie zu den mdglichen Therapiesequenzen nach

Aufgrund bestehender Urheberrechtsrestriktionen kann diese Abbildung der
Originalpublikation  nicht abgedruckt werden. Es wird auf folgende
Originalpublikation verwiesen:

Ben Khaled N, Zarka V, Hobeika B, Schneider J, Rau M, Weich A, Leicht H, Ye L,
Piseddu I, Dill MT, Kandulski A, Pinter M, Enmer U, Schirmacher P, Marquardt JU,
Mayerle J, De Toni EN, Geier A, Reiter FP. Therapeutic sequences of systemic
therapy after atezolizumab plus bevacizumab for hepatocellular carcinoma: Real-
World analysis of the IMMUreal cohort. Alimentary Pharmacology & Therapeutics.
2025

Abbildung 2. (A) Graphische Zusammenfassung des Studiendesigns. (B) Therapeutische Pfade der sequentiellen
systemischen Therapie bei Patienten mit fortgeschrittenem HCC nach Atezolizumab/Bevacizumab (n=124). (C)
Therapiedauer und Leberfunktion gemessen am ALBI-Score unter einer Sequenztherapie (ANOVA). (D) Gesamtiiberleben
ab Start der jeweiligen Therapielinie (Kaplan-Meier Analyse). Die 95%-Konfidenzintervalle sind als gestrichelte Linien
dargestellt. Abkurzungen: ****, p<0.0001; ***, p<0.001; **, p<0.01; *, p<0.05; ALBI, Albumin-Bilirubin; Atezo/Bev,
Atezolizumab/Bevacizumab; BSC, Best  Supportive  Care; CPI,  checkpoint inhibitor; Durva/Treme,
Durvalumab/Tremelimumab; Ipi/Nivo, Ipilimumab/Nivolumab; TKI, Tyrosinkinaseinhibitor. Ben Khaled et al. Alimentary
Pharmacology & Therapeutics 2025.
Atezolizumab/Bevacizumab untersuchten wir vor dem Hintergrund der Effektivitat der
doppelten Checkpointblockade auch die Sequenz aus PD-1/PD-L1- und VEGF-
Inhibition gefolgt von PD-1/CTLA-4-Blockade (48). In einer multizentrischen Studie
konnten wir zeigen, dass die Hinzunahme der CTLA-4-Inhibition mit Ipilimumab unter
Beibehaltung der PD-1-Inhibition mit Nivolumab nach vorheriger PD-1/PD-L1- und
VEGF-Inhibition effektiv sein kann mit einer Ansprechrate von 30%, und einem
medianen OS von 7,4 Monaten (48). Der anti-PD-1 Nivolumab und anti-CTLA-4
Ipilimumab zeigten in einer Phase |l Studie eine antitumorale Effektivitat nach
Vorbehandlung mit Sorafenib bei Patienten mit fortgeschrittenem HCC (49). Unsere

multizentrische Kohortenstudie gibt somit auch eine Rationale fur die prospektive
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Evaluation der Therapiesequenz Atezolizumab/Bevacizumab gefolgt von Ipilimumab
und Nivolumab in Patienten mit fortgeschrittenem HCC.

Aufgrund bestehender Urheberrechtsrestriktionen kann diese Abbildung der
Originalpublikation  nicht abgedruckt werden. Es wird auf folgende
Originalpublikation verwiesen:

Ben Khaled N, Martl B, Beier D, Reiter FP, Pawlowska-Phelan D, Teufel A, Rossler
D, Schwade DF, Philipp A, Kubisch |, Enmer U, Geier A, Lange CM, Mayerle J,
Berger-Thurmel K, De Toni EN, Munker S. Changing treatment landscape
associated with improved survival in advanced hepatocellular carcinoma: a
nationwide, population-based study. Eur J Cancer. 2023

Abbildung 3. (A) Verschreibungen von HCC-Systemtherapien nach Jahr in einer deutschlandweiten, reprasentativen
Datenbank. Die Zulassungen der jeweiligen Systemtherapien werden auf der Zeitachse durch die Medikamentennamen
dargestellt. Das Balkendiagramm zeigt die Anzahl der Patienten mit mindestens einer Verschreibung fiir jedes Medikament
im jeweiligen Jahr. Statistik mittels Chi-Quadrat-Test. (B) Mittlere Gesundheitskosten pro Patient pro Jahr in Euro. (C)
Baseline Charakteristika und (D) Gesamtiiberleben von Patienten mit HCC und Systemtherapie in Periode A versus Periode
B. Statistik mittels Fisher-Exact-Test, t-Test, Kaplan-Meier Analyse, Log-Rank Test. (E) Baseline Charakteristika und (F)
Gesamtliberleben von Patienten mit HCC unter Lenvatinib versus Sorafenib in der Erstlinie. Statistik mittels Fisher-Exact-
Test, t-Test, Kaplan-Meier Analyse, Log-Rank Test. Abkiurzungen: Cl, Konfidenzintervall; HR, Hazard Ratio; HBV, Hepatitis
B Virus; HCV, Hepatitis C Virus; NAFL, Nicht-alkoholische Fettleber; NASH, Nicht-alkoholische Steatohepatitis; na, nicht
anwendbar; No., Nummer; ns, nicht signifikant; SD, Standardabweichung. Ben Khaled et al. Eur J Cancer 2023.
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Uber die genannten multizentrischen Kohortenstudien nutzten wir auBerdem eine
deutschlandweite, reprasentative Datenbank mit 5 Millionen Individuen, um die
Charakteristika, Ergebnisse und Gesundheitskosten von Patienten mit HCC unter
Systemtherapie transsektoral zu untersuchen (30). Im Beobachtungszeitraum von
2015 bis 2020 konnten wir insgesamt 2876 Patienten mit HCC in der Datenbank
identifizieren. In unserer Analyse konnten wir zeigen, dass der Anteil der Patienten
unter einer Systemtherapie im Beobachtungszeitraum von 2015 bis 2020 signifikant
von 11,8% auf 15,1% zunahm (p=0,005). Die Zulassung neuer Systemtherapeutika
wie Lenvatinib in der Erstlinientherapie, und Cabozantinib sowie Ramucirumab in der
Zweitlinienbehandlung fuhrte zu einem Einzug dieser Medikamente in den klinischen
Alltag (Abb. 3A). Sorafenib verblieb das meist verschriebene Agenz (n=417), gefolgt
von Lenvatinib (n=110). In einem nachsten Schritt untersuchten wir, ob sich die
Zulassung und der vermehrte Einsatz von verschiedenen Systemtherapeutika positiv
auf das Uberleben von Patienten mit HCC auswirkte in einer bundesweiten, fur die
deutsche Bevdlkerung reprasentativen Kohorte. Wir identifizierten 460 Patienten mit
HCC, die im Studienzeitraum mit einer systemischen Erstlinientherapie begonnen
hatten. Diese Patienten wurden nach dem Zeitpunkt des Behandlungsbeginns
gruppiert, wobei die Zulassung von Lenvatinib als Stichtag fur die beiden Untergruppen
definiert wurde. Wir wahlten das Zulassungsdatum von Lenvatinib als Stichtag fur die
beiden Untergruppen, weil (1) in unserer Datenbank keine Verschreibungen fir das
zuvor zugelassene Regorafenib identifiziert werden konnten (Abb. 3A) und (2) sich das
Spektrum der verschriebenen HCC-Medikamente ab Ende 2018 deutlich Uber
Sorafenib hinaus erweitert hat (Abb. 3A). Entsprechend wurden die folgenden
Zeitraume definiert: Periode A (01/2015 - 07/2018, n=255), Periode B (08/2018 -
12/2020, n=205). Die Charakteristika der Patienten in beiden ZeitrAumen waren
ahnlich in Bezug auf Demographie, Leberfunktion und Tumorstatus (Abb. 3C). Das OS
in der gesamten Kohorte betrug 5,5 Monate. In Periode B wurde ein langeres OS von
6,5 Monaten im Vergleich zu Periode A mit einem OS von 5,3 Monaten festgestellt
(p=0,046) (Abb. 3D). Der statistisch signifikante Unterschied persistierte auch nach
multivariater Cox Regressionsanalyse (p=0,0196). Dartber hinaus verglichen wir auch
die Ergebnisse einer Erstlinientherapie mit Sorafenib versus Lenvatinib nach dem
Zulassungsdatum von Lenvatinib. 102 Patienten wurden im Beobachtungszeitraum
mit Sorafenib und 103 mit Lenvatinib behandelt. Es gab keine statistisch signifikanten
Unterschiede in den Patientencharakteristika zwischen beiden Gruppen (Abb. 3E).
Lenvatinib zeigte im Vergleich zu Sorafenib ein langeres Gesamtiberleben (Abb. 3F).
Das OS mit Lenvatinib betrug 9,7 Monate versus 4,8 Monate mit Sorafenib (p=0,008).
Eine multivariate Cox-Regressionsanalyse bestatigte, dass die Behandlung mit
Lenvatinib ein unabhangiger, statistisch signifikanter Faktor fir ein Iangeres Uberleben
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war (p=0,001). Nachdem wir zeigen konnten, dass die Zulassung und Implementation
neuer Systemtherapeutika beim HCC zu einer statistisch signifikanten Verlangerung
des Uberlebens gefiihrt hat, untersuchten wir ebenfalls die Kosten durch die
Behandlung der HCC-Patienten im Beobachtungszeitraum. Die kumulativen Kosten
fur die Behandlung der Patienten beliefen sich im Beobachtungszeitraum auf 113,6
Millionen Euro mit einem Mittelwert von 18,9 Millionen Euro pro Jahr. 62,1 % der
Gesamtkosten entfielen auf die stationare Versorgung, 285 % auf
verschreibungspflichtige Medikamente, 8,5 % auf die ambulante Versorgung und
3,7 % auf Hilfs- und Heilmittel. Die mittleren Gesamtkosten pro Patient lagen zu Beginn
des Beobachtungszeitraums im Jahr 2015 bei 21681 € und stiegen bis zum Ende des
Zeitraums im Jahr 2020 signifikant auf 24533 € an (p=0,0002) (Abb. 3B). Wir
beobachteten einen statistisch signifikanten Anstieg der mittleren Kosten pro Patient
fur verschreibungspflichtige Arzneimittel (p<0,0001) und ambulante Behandlung
(p=0,0240), wahrend die mittleren Kosten pro Patient fir die stationare Behandlung
stabil blieben (p=0,0748). Unsere Studie konnte zum ersten Mal in einer westlichen
Kohorte zeigen, dass die Zulassung neuer systemischer Therapien zu einem
moderaten Uberlebensvorteil bei Patienten mit HCC fiihrte. Der Effekt ging einher mit
einem Anstieg der Gesundheitskosten. Die eingeschrankte Verlangerung des
Uberlebens macht deutlich, dass neuartige Behandlungsoptionen weiterhin dringend
notwendig sind, um die Prognose von Patienten mit HCC zu verbessern.
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Teilprojekt 2: Biomarker-orientierte Identifikation von neuartigen synerqgistischen
Kombinationstherapien bei gastrointestinalen Tumoren

Biomarker-gestutzte Systemtherapien nutzen Marker des Tumors und des Wirts wie
genetische Alterationen oder RNA- bzw. Proteinexpression, um Therapieansprechen
auf zytotoxische, molekular-zielgerichtete oder immunonkologische Substanzen
vorherzusagen (50). Bei einigen Gl-Tumorentitdten konnten durch Biomarker-
gestutzte Systemtherapien Erfolge in der Behandlung erzielt werden. Beim
fortgeschrittenen Kolorektalem Karzinom mit Mikrosatelliten-Instabilitat konnte durch
den Einsatz von ICl eine signifikante Verlangerung des Progressions-freien
Uberlebens (PFS) und Gesamtlberlebens (OS) gegeniiber der Standard-
Chemotherapie erreicht werden (51, 52). Auch beim fortgeschrittenen
Cholangiozellularen Karzinom mit FGFR2-Genfusionen konnten FGFR-Inhibitoren wie
Pemigatinib oder Futibatinib beeindruckende Ergebnisse mit einer Verbesserung von
Ansprechraten, PFS und OS bewirken (53, 54). Leider konnten Biomarker-gestitzte
Systemtherapien bei anderen Gl-Tumorsubgruppen keine Kklinisch signifikanten
Verbesserungen bewirken.

Fir das Pankreaskarzinom ist Olaparib als molekular-zielgerichtete Substanz
zugelassen (55, 56). Olaparib, ein Poly(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP)-Inhibitor,
wird als Erhaltungstherapie fur fortgeschrittene Tumore mit Keimbahn-BRCA1/2-
Mutationen nach einer platinhaltigen Erstlinientherapie eingesetzt (56). Leider sind die
Ergebnisse nach PARP-Inhibition in dieser Tumorentitat eingeschrankt. Olaparib
zeigte in der Zulassungsstudie keine signifikante Verlangerung des
Gesamtuberlebens (56). In Vorarbeiten konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass
eine BRCA2-Mutation beim Pankreaskarzinom einen Biomarker fur eine Sensitivitat
gegenuber Tumor-Necrosis-Factor-related Apoptosis-inducing Ligand (TRAIL)
darstellt (57). Daher stellten wir uns die Frage, ob eine Kombinationstherapie aus
TRAIL und Olaparib die limitierten Ergebnisse der Olaparib-Monotherapie verbessern
kann und ob die Effektivitdt der Kombinationstherapie abhangig vom BRCAZ2-
Mutationsstatus ist. Die Wirkung der Monotherapie aus TRAIL und Olaparib, sowie die
Kombinationsbehandlung wurde in Tumorzelllinien und Patienten-abgeleiteten
Pankreaskarzinom-Organoiden evaluiert. Wir konnten zeigen, dass eine PARP-
Inhibition kombiniert mit TRAIL-Stimulation einen starken synergistischen
antitumoralen Effekt hat und Zelltod induziert (Abb. 4A) (58). Der Effekt war in BRCA2-
defizienten und -profizienten Tumoren zu beobachten. Die Synergie aus Olaparib und
TRAIL konnte in drei unabhangigen Modellsystemen validiert werden (vgl. Abb. 4B-D).
Die Kombination von Olaparib und TRAIL verursachte einen starken Anstieg von DNA-
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Schaden im Vergleich zu der jeweiligen Monotherapie (Abb. 41-J). Wir konnten einen
konzentrationsabhangigen Zellzyklus-Stillstand in den Phasen G2/M und S (Abb. 4G)
beobachten. Olaparib erhohte signifikant den Anteil des membrangebundenen

Aufgrund bestehender Urheberrechtsrestriktionen kann diese Abbildung der
Originalpublikation  nicht abgedruckt werden. Es wird auf folgende
Originalpublikation verwiesen:

Ben Khaled N, Hammer K, Ye L, Alnatsha A, Widholz SA, Piseddu I, Sirtl S,
Schneider J, Munker S, Mahajan UM, Montero JJ, Griger J, Mayerle J, Reiter FP,
De Toni EN. TRAIL Receptor Targeting Agents Potentiate PARP Inhibitor Efficacy
in Pancreatic Cancer Independently of BRCA2 Mutation Status. Cancers. 2022

Abbildung 4. (A) Apoptoseassay und (B) SYBR green Proliferationsassay der Effekte von Olaparib und TRAIL auf BRCA2-
defiziente CAPAN1 und BRCAZ2-profiziente BRCA2/CIN Zellen (n=3). (C, D) SYBR green Proliferationsassay der Effekte von
Olaparib und TRAIL auf BRCA2-Genknockout DLD1 (DLD1 BRCA2 KO) und BRCA2-profiziente DLD1 (DLD1 BRCA2 WT)
Zelllinien, sowie auf BRCAZ2-defiziente HCT116 und BRCA2-profiziente SW620 Zelllinien (n=3). (E) Charakterisierung der
Auswirkungen von Olaparib und TRAIL auf Komponenten der extrinsischen Apoptose, (F) auf Komponenten der intrinsischen
Apoptose, (G) auf den Zellzyklus, (H) die Todesrezeptor-5 Expression, (1, J) auf DNA-Reparaturmechanismen in Abhangigkeit
des BRCA2 Mutationstatus in BRCAZ2-defizienten CAPAN1 und BRCA2-profizienten BRCA2/CIN Zellen. Abbildung adaptiert
nach Ben Khaled et al. 2022.

Todesrezeptor-5 (Abb. 4H), welcher wiederum einen Angriffspunkt fir TRAIL-Rezeptor
Agonisten darstellt. Die PARP-Inhibition bewirkte eine konzentrationsabhangige

Spaltung und Aktivierung von Caspase-8 und Caspase-3 (Abb. 4E). Die Expression
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der Procaspasen war nicht durch Olaparib beeinflusst, ebenso wenig die Expression
oder Aktivierung von Regulatoren der intrinsischen Apoptose wie Bad, Bid, Bim oder
die Expression der anti-apoptotischen Proteine Bcl-2, Bcl-xL und Mcl-1. Um das
klinische Translationspotenzial unserer Ergebnisse zu vergro3ern, setzten wir neben
experimentellen TRAIL-Rezeptor Agonisten auch die bereits in groRen klinischen
Studien getestete Substanz Dulanermin, rekombinantes humanes TRAIL, ein (59-62).
Auch in der Kombinationsbehandlung aus Dulanermin und Olaparib konnten die
Synergieeffekte beobachtet werden. DarlUber hinaus zeigte sich auch in Patienten-
abgeleiteten Pankreaskarzinom-Organoiden, welche die geno- und phanotypischen
Merkmale ihrer Ursprungstumore replizieren, eine Verstarkung des antitumoralen
Effektes durch die Kombination. Zusammenfassend konnten wir in dieser Studie
erstmals zeigen, dass Olaparib und TRAIL starke synergistische Effekte in
Pankreaskarzinomlinien unabhangig vom BRCAZ2-Mutationsstatus zeigen. Die
Behandlung mit Olaparib verstarkte die TRAIL-induzierte Apoptose durch eine
Hochregulation der Expression des membrangebundenen Todesrezeptor-5 und eine
konsekutiv verstarkte Aktivierung der Effektorcaspasen-8 und -3. Die intrinsische
Apoptose-Maschinerie zeigte sich hingegen nicht beeinflusst. Die Synergieeffekte
konnten Uber verschiedene Modellsysteme beobachtet werden. Die Ergebnisse
unserer Arbeit stellen eine praklinische Rationale fur den Einsatz von PARP-
Inhibitoren und TRAIL-Rezeptor Agonisten fur die Behandlung des
Pankreaskarzinoms dar.

Neben dem Pankreaskarzinom gehdren auch neuroendokrine Karzinome des Magens
(G-NEC) zu aggressiven Gl-Tumorentitaten mit mangelnden Optionen an effektiven,
Biomarker-gestitzten Therapien mit schlechter Patientenprognose (63). In einem
weiteren grundlagenwissenschaftlichen Kollaborationsprojekt konnten wir mit Hilfe von
Ganzgenomsequenzierung einer Kohorte von Patienten mit G-NEC und eines
korrespondierenden Mausmodells MYC als relevanten Treiber dieses Tumortyps
herausarbeiten (63). Mittels hochdimensionaler CRISPR-Cas Screenings und
pharmakologischer Hochdurchsatztestungen konnten Subtyp-spezifische
Vulnerabilititen von G-NEC identifiziert werden. Eine Kombination aus FASN-
Inhibitoren wie Orlistat zusammen mit Tubulininhibitoren wie Docetaxel erwies sich als
potente Behandlung fur diese seltene und aggressive Tumorentitat.
Zusammenfassend wurden in dieser Arbeit Modellsysteme generiert, die durch ein
tiefergehendes Verstandnis der molekularen Pathogenese von G-NEC eine rationale
Entwicklung neuer antitumoraler Behandlungsoptionen ermdglicht.
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3. Diskussion

Gastrointestinale (Gl) Tumorerkrankungen machen etwa ein Viertel aller
Tumorneuerkrankungen weltweit aus und sind ein wesentlicher Treiber krebsbedingter
Mortalitat (1). Die meisten Patienten weisen bei Erstdiagnose oder im Verlauf der
Erkrankung ein fortgeschrittenes Tumorstadium auf, in dem kurative Optionen nicht
mehr moglich sind (2-7). Die Standardbehandlung bei fortgeschrittenen GIl-Tumoren
besteht in der Systemtherapie (2-7). Die Wirksamkeit von etablierten Regimes ist
jedoch begrenzt und die 5-Jahresuberlebensraten bleiben niedrig (8). Molekular-
zielgerichtete Substanzen beim Vorhandensein bestimmter genetischer Alterationen
kénnen in Subgruppen eingesetzt werden (2-7). Jedoch ist die Verbesserung der
Prognose begrenzt, da nur wenige Patienten zielgerichtet-behandelbare Alterationen
vorweisen und zu Beginn oder im Therapieverlauf haufig Resistenzen die Effektivitat
einschranken (2-7). Dies unterstreicht die Notwendigkeit, neue Strategien fur die
Behandlung von Patienten mit GI-Tumoren zu entwickeln.

In der vorliegenden kumulativen Habilitationsschrift wurden klinische, translationale
und experimentelle Methoden eingesetzt, um die Effektivitat und Sicherheit neuer
Systemtherapien beim Hepatozellularen Karzinom (HCC) zu untersuchen (Teilprojekt
1), sowie Biomarker-gestitzte neuartige Kombinationstherapien fur Gl-Tumoren zu
entwickeln (Teilprojekt 2).

3.1 Systemtherapeutische Optionen beim fortgeschrittenen Hepatozelluldren
Karzinom: klinische Verlaufe, Toxizitatsprofile und Patientenergebnisse

Die Therapielandschaft des HCC befand sich in der letzten Dekade in einem rapiden
Wandel (30). Wahrend bis 2017 ausschlieRlich der TKI Sorafenib als Substanz zur
Verfugung stand, konnten in den letzten Jahren in schneller Abfolge neue TKI wie
Lenvatinib, Cabozantinib und Regorafenib, sowie der VEGF-R2 Hemmer
Ramucirumab Zulassungen in der Erst- und Zweitlinienbehandlung erhalten (31, 34-
36). Wir konnten zum ersten Mal in einer reprasentativen Kohorte auf Nationsebene
zeigen, dass die Zulassungen schnell zu einem signifikant hoheren Einsatz und zu
einer Diversifizierung der Systemtherapeutika beim HCC fiihrten (30). Dies war
verbunden mit einer Verbesserung des Uberlebens von Patienten mit HCC. Darliber
hinaus konnten wir nachweisen, dass gleichzeitig die Gesundheitskosten anstiegen,
insbesondere  im  Bereich der  ambulanten Behandlung und bei
verschreibungspflichtigen Arzneimitteln (30). Trends zur Verbesserung der Prognose
bei Patienten mit HCC unter Systemtherapien konnten davor bereits in klinischen
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Studien beobachten werden, die Sorafenib als Kontrollarm einsetzten (31, 34-36). In
der Zulassungsstudie SHARP lag das mediane Uberleben mit Sorafenib bei 8,6
Monaten (31). In der Phase 3 REFLECT Studie 10 Jahre nach der SHARP zeigte sich
ein medianes Uberleben von 12,4 Monaten im Sorafenib-Arm (33). Die randomisierten,
prospektiven Phase |ll Studien waren jedoch eingeschrankt auf die Gesamtheit aller
Patienten mit HCC zu Ubertragen, da strikte Ein- und Ausschlusskriterien angewandt
wurden und Patienten meist nur in gro3en Zentren behandelt wurden (31, 34-36).
Unsere groRe Sektoren-ubergreifende Studie aller HCC-Patienten in einer
reprasentativen Datenbank mit 5 Millionen Individuen zeigte, dass die Verbesserungen
durch die verschiedenen TKI weit marginaler ausfielen, als die Daten der
Zulassungsstudien suggerierten. Das mediane Uberleben in unserer Kohorte lag bei
5,5 Monaten, und die Verbesserung assoziiert mit den neuen Therapeutika war ein
Monat. Dabei konnten wir zeigen, dass Lenvatinib in der Erstlinienbehandlung in
unserer Kohorte Sorafenib Uberlegen war. Insgesamt zeigt unsere Arbeit auf, dass die
Ergebnisse durch TKI dringend verbesserungsbedurftig sind.

Vor dem Hintergrund der limitierten Patientenergebnisse durch TKI konnten
immunonkologische Behandlungen eine Revolution in der Therapie des HCC einleiten
(10). Die Kombinationen aus PD-L1-Inhibitor Atezolizumab und VEGF-Inhibitor
Bevacizumab oder PD-L1-Inhibitor Durvalumab plus CTLA-4-Inhibitor Tremelimumab
verbesserten das mediane Uberleben im Vergleich zu Sorafenib deutlich (12, 13, 16).
Gleichzeitig gingen die neuen Optionen mit Herausforderungen im klinischen
Management von Patienten mit HCC einher.

Die Effektivitat und Sicherheit der immunonkologischen Regime wurde gegen den TKI
Sorafenib getestet. Lenvatinib zeigte in der Zulassungsstudie in den sekundaren
Endpunkten eine signifikant bessere Ansprechrate und ein langeres PFS (33). Darlber
hinaus konnten retrospektive Studien, wie unsere oben genannte Kohortenstudie auf
Nationsebene, zeigen, dass Lenvatinib auch ein besseres Gesamtuberleben als
Sorafenib zeigen kann (30). Eine prospektive, randomisierte Studie zu
Atezolizumab/Bevacizumab oder Durvalumab/Tremelimumab versus Lenvatinib
existierte nicht. Aus diesen Griunden stellten wir uns die Frage, welche Ergebnisse
Lenvatinib gegenluber den neuen Immuntherapien in der Erstlinienbehandlung des
HCC zeigen wurde. Wir konnten ein europaisches Register aufbauen und
Atezolizumab/Bevacizumab mit Lenvatinib vergleichen (39). Hierbei fokussierten wir
uns insbesondere auf die Inzidenz schwerwiegender Blutungen und
Thromboembolien. Sowohl Bevacizumab als auch Lenvatinib sind ausgesprochen
potente Inhibitoren von VEGF, ein wichtiges Signalmolekil in der Angiogenese (39-
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45). Insbesondere flr Bevacizumab wurden in der Vergangenheit hohe Raten an
schwerwiegenden Varizenblutungen bei Patienten mit HCC beschrieben (46). In
unserer grol3en europaischen Kohorte lag die Rate an schwerwiegenden
Varizenblutungen bei 3% unter Atezolizumab/Bevacizumab und zeigte keinen
signifikanten Unterschied zur Blutungsrate unter Lenvatinib. Hierbei konnten wir ein
leicht besseres Varizenmanagement in der Atezolizumab/Bevacizumab Gruppe
beobachten. 93% der Patienten mit Atezolizumab/Bevacizumab hatten eine
Indexgastroskopie vor Therapiestart erhalten, gegeniber 88% mit Lenvatinib. Dartiber
hinaus wurden mehr Patienten prophylaktisch mit Nicht-selektiven Betablockern oder
endoskopischer Ligatur behandelt. Diese Weiterentwicklungen im Management
konnten somit zu dem nicht signifikanten Unterschied zwischen beiden Regimes
hinsichtlich der Varizenblutungen beigetragen haben. Nicht-varikose GlI-Blutungen,
andere Blutungsereignisse, ebenso wie Thromboembolien waren nicht signifikant
unterschiedlich zwischen beiden Gruppen. Hinsichtlich potentieller Storfaktoren
konnten wir keine Differenzen in Patientencharakteristika, oder
Medikamenteneinnahme identifizieren. Bezlglich der Effektivitat beider Behandlungen
konnten wir ein signifikant hdheres Ansprechen unter der Immuntherapie beobachten.
Hinsichtlich des PFS und OS zeigte sich kein signifikanter Unterschied, wie auch in
anderen retrospektiven Kohorten beschrieben (64, 65). Unsere Studie zeigt auf, dass
sowohl Atezolizumab/Bevacizumab, als auch Lenvatinib geeignete Erstlinientherapien
beim HCC sind. Uberlegungen hinsichtlich Blutungs- und Thromboembolie-Risiken
konnen nicht bei der Entscheidung zwischen beiden Regimen unterstutzen. Zukunftige
Studien sollten die neue, VEGF-freie Behandlung aus Durvalumab/Tremelimumab mit
den beiden Optionen vergleichen.

Die objektive Ansprechrate unter den neuen immunonkologischen Behandlungen liegt
bei 20-30%, und nur eine kleine Subgruppe an Patienten zeigt ein dauerhaftes
Ansprechen (12, 13, 16). Die verfugbaren Zweitlinienoptionen beim HCC waren alle
nur nach einer Erstlinienbehandlung mit Sorafenib untersucht, so dass fur eine
Folgebehandlung nach Progress auf Atezolizumab/Bevacizumab keine Evidenz
bestand. In einer prospektiven Studie konnten wir das Pattern und die Ergebnisse von
Zweitlinientherapien nach Atezolizumab/Bevacizumab beschreiben (47). 50% der
eingeschlossenen Patienten unserer Kohorte erhielten eine Zweitlinientherapie.
Hierbei lasst sich eine Verbesserung zu Vordaten beobachten. In der
Zulassungsstudie zu Lenvatinib konnten nur etwa 30% der Teilnehmer eine
Zweitlinienbehandlung erhalten (33, 66). Mdglicherweise tragt die hdhere Erfahrung
mit HCC-Systemtherapeutika Uber die Jahre zu diesem Effekt bei. Gleichzeitig konnte
auch eine bessere Tumorkontrolle in der Erstlinie bewirken, dass mehr Patienten fur
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eine Zweitlinientherapie in Frage kommen. Die Leberfunktion der Patienten erwies sich
als Schlusselcharakteristikum, dass eine Transition zu einer sequentiellen Behandlung
mit hoher Signifikanz vorhersagte. Patienten mit einem Child-Pugh Grad B oder einem
ALBI-Score>1 hatten eine deutlich geringere Wahrscheinlichkeit fur eine
Zweitlinienbehandlung. Hinsichtlich der Effektivitat der Zweitlinienbehandlung lag das
mediane Uberleben bei 5,0 Monaten. Dies war deutlich geringer als das mediane
Uberleben in asiatischen Kohorten, welches mit bis zu 16,6 Monaten beschrieben war
(67-70). Wesentliche Unterschiede zwischen unseren und den genannten Studien
lagen in einer schlechteren Leberfunktion unserer Kohorte, verbunden mit einem
hoheren Anteil an Patienten mit nicht-viralen Atiologien. Da wir in unserer Studie die
Leberfunktion als wesentliche Determinante des Uberlebens im Kontext einer
Sequenztherapie aufzeigten, erklaren diese Unterschiede die klrzeren
Uberlebenszeiten in unserer Arbeit. Unsere Studie unterstreicht die aggressive
Tumorbiologie des HCC insbesondere bei Patienten mit zugrunde liegender
Leberzirrhose, wo ein Progress haufig eine Verschlechterung der Leberfunktion
bewirkt und weitere Behandlungen unmaoglich macht. In dieser Hinsicht kdnnte eine
weitere Verbesserung der Erstlinienergebnisse durch neuartige Triplett-Therapien
Tumorprogression bei einem groReren Anteil an Patienten verhindern oder zumindest
verzdgern. Die MONTBLANC-Studie, eine Investigator-Initiated Trial unserer
Arbeitsgruppe, untersucht die Kombination aus Durvalumab, Tremelimumab und
Bevacizumab mit diesem Ziel (71, 72). Ein weiterer interessanter Ansatz besteht in der
Kombination aus Atezolizumab, Bevacizumab und dem TIGIT-Antikorper Tiragolumab
(73). Diese Strategien haben grof3es Potential die Behandlung der Patienten mit HCC
zu verbessern.

Neben der unklaren Effektivitat zugelassener Zweitlinienoptionen bestand eine weitere
offene Fragestellung in der Moglichkeit eines Einsatzes von sequenzieller
Immuntherapie nach Progress auf Atezolizumab/Bevacizumab. Wir konnten in einer
Kohortenstudie den Einsatz von Ipilimumab/Nivolumab in der Zweitlinie untersuchen
(48). Bei diesem Ansatz erhielten Patienten, die in der Erstlinie mit PD-1/PD-L1 plus
VEGF-Inhibitoren behandelt wurden, unter Beibehalten der PD-1 Komponente
Nivolumab zusatzlich den CTLA-4 Inhibitor Ipilimumab. Das mediane OS lag bei 7,2
Monaten und die objektive Ansprechrate bei 30%, wobei das Ansprechen bei allen
Patienten bis zum Daten Cut-Off anhielt (48). Die Ergebnisse weisen auf eine mdgliche
verstarkte Immunaktivierung durch die Rotation auf den CTLA-4-Inhibitor hin. Die
Hemmung von CTLA-4 verstarkt die frihe Aktivierung und Proliferation von T-Zellen
nach Erkennung von Tumorantigenen im lymphatischen System, und kann zu einer
Depletion von immunsuppressiven Zellpopulationen in der Tumormikroumgebung
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fuhren (9, 74). Durch diese Mechanismen konnte Ipilimumab/Nivolumab nach
Atezolizumab/Bevacizumab Resistenzmechanismen Uberwinden und ICl-resistente in
ICl-sensible Phanotypen umwandeln. Unsere Studie liefert eine Rationale fur die
Durchfuhrung prospektiver klinischer Untersuchungen dieser Therapiesequenz in
Patienten mit fortgeschrittenem HCC.

3.2 Biomarker-orientierte Identifikation von neuartigen synergistischen
Kombinationstherapien bei gastrointestinalen Tumoren

Neben den Fortschritten in der Immunonkologie konnte eine Vertiefung des
Verstandnisses von onkogenen Prozessen hinter Tumorprogression und
Resistenzmechanismen die Therapieoptionen fur Patienten mit GI-Tumoren in der
Vergangenheit verbessern. Die Entdeckung der Bedeutung des EGFR-Signalwegs in
der Entstehung des Kolorektalen Karzinoms fuhrte zur Entwicklung von EGFR-
Inhibitoren, welche eine wesentliche Verbesserung in der Behandlung von KRAS-
Wildtyp Tumoren bewirkten (75). HERZ2 beim Magenkarzinom, KIT bei
Gastrointestinalen Stromatumoren, oder FGFR2 beim Cholangiozellularen Karzinom
sind weitere Beispiele fur Tumortreiber, deren zielgerichtete Behandlung in Gl-
Tumoren erfolgreich war (6, 50, 76, 77). Bei anderen Gl-Tumorentitaten blieben
klinisch signifikante Fortschritte durch Biomarker-basierte Systemtherapien bislang
aus.

Das Pankreaskarzinom ist eine der haufigsten Krebs-bedingten Todesursachen
weltweit (1). Globale Sequenzierstudien konnten die genetische Landschaft dieses
Tumors entschlisseln (78, 79). Defekte in der DNA-Reparaturmaschinerie und
insbesondere den BRCA-Genen gehorten hierbei zu haufig identifizierten onkogenen
Ereignissen. Beim Pankreaskarzinom mit Keimbahn-BRCA1/2-Mutationen wird der
PARP-Inhibitor Olaparib als Erhaltungstherapie nach einer platinhaltigen
Erstlinienbehandlung eingesetzt (55, 56). Die Effektivitat von Olaparib ist begrenzt mit
niedrigen Ansprechraten und keiner relevanten Verlangerung des Gesamtuberlebens
gegeniber Placebo in der Zulassungsstudie (80). In einer Vorarbeit der Arbeitsgruppe
konnte gezeigt werden, dass BRCA2-Mutationen beim Pankreaskarzinom mit einer
Sensitivitdt gegenuber einer Stimulation des TRAIL-Signalwegs einhergehen (57).
Basierend auf dieser Beobachtung untersuchten wir die Effektivitat und
zugrundeliegenden Mechanismen einer Kombinationsstrategie aus Olaparib und
TRAIL bei Pankreastumoren in Abhangigkeit des BRCAZ2-Mutationsstatus. Eine
Kombinationsbehandlung aus Olaparib und TRAIL zeigte starke Synergien in
verschiedenen  Pankreaskarzinom-Zelllinien und in  Patienten-abgeleiteten
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Organoiden. Wir konnten die Synergien nicht nur in BRCAZ2-defizienten, sondern auch
in BRCAZ2-profizienten Tumoren in drei unabhangigen Modellsystemen nachweisen.
Mechanistisch beeinflusste Olaparib signifikant die Expression des aktivierenden
TRAIL-Rezeptor-2 und fuhrte zu einer Verstarkung der extrinsischen
Apoptosekaskade, wohingegen Komponenten der mitochondrialen intrinsischen
Apoptose nicht beeinflusst wurden. Wir konnten einen Zellzyklus-Stillstand kombiniert
mit einer Exazerbation von DNA-Schaden beobachten. Diese Effekte konvergierten in
einer starken Induktion von Apoptose in den untersuchten Modellsystemen. Von
besonders translationaler Relevanz war, dass die bereits im Menschen untersuchte
TRAIL-Substanz Dulanermin ebenfalls die Wirkung von Olaparib verstarkte. Unsere
Ergebnisse konnten in zweierlei Hinsicht fir zukunftige Strategien zur Behandlung des
Pankreaskarzinoms relevant sein: Zum einen liefert unsere Arbeit einen Ansatz, um
die limitierten Ergebnisse der PARP-Inhibition innerhalb des Kollektivs von Patienten
mit BRCAZ2-Mutationen durch eine Kombination mit TRAIL zu verbessern. Gleichzeitig
tragen nur ca. 5% der Pankreaskarzinome eine BRCA-Keimbahnmutation (81),
wodurch nur ein kleiner Teil der Patienten fir eine Olaparib-Behandlung in Frage
kommt. Da die Synergieeffekte zwischen Olaparib und TRAIL unabhangig vom BRCA-
Mutationsstatus waren, konnte eine Kombinationsbehandlung zu einer Erweiterung
der geeigneten Patienten flr eine Olaparib-Therapie beitragen. Diese Studie liefert
eine praklinische, rationale Grundlage fur eine Evaluation von PARP-Inhibitoren und
TRAIL-Rezeptoragonisten als therapeutische Strategie beim Pankreaskarzinom.

Das neuroendokrine Karzinom des Magens (G-NEC) ist eine hochaggressive
Tumorentitat. Auf Grund der Seltenheit des Tumors waren bisher keine genetischen
Mausmodelle etabliert und nur wenige Zelllinien verfigbar. Dies translatiert sich in ein
geringes Verstandnis der molekularen Pathogenese und mangelnde Evidenz-basierte
Therapieoptionen. Wir konnten zu einem Kollaborationsprojekt beitragen, bei dem
durch Genomsequenzierung MYC als entscheidender Tumortreiber von G-NEC
identifiziert werden konnte (63). Auf Basis eines genetischen Mausmodells wurden
Zelllinien generiert und fur genomweite CRISPR-Screenings und pharmakologische
Hochdurchsatztestungen genutzt. Aus den generierten Daten konnten Vulnerabilitaten
dieser Tumorerkrankung herausgearbeitet werden. Insbesondere die Modulierung des
potenten Tumortreibers MYC konnte in Zukunft einen erfolgversprechenden Ansatz
darstellen. Das Protein OMO-103, ein MYC Inhibitor, konnte hier vor kurzem in einer
Phase 1 Studie erste vielversprechende Ergebnisse zeigen und wird aktuell in weiteren
klinischen Studien in Kombinationstherapien getestet (82).
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Zusammenfassend zeigen diese Arbeiten, wie ein tiefergehendes Verstandnis
molekularer Mechanismen bei Gl-Tumoren daflr genutzt werden kann, rationale,
Biomarker-gestitzte Systemtherapien zu entwickeln.
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4. Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Habilitationsarbeit wurden molekulare Mechanismen und
translationale sowie klinische Strategien zur Verbesserung der Ergebnisse von
Systemtherapien gastrointestinaler (Gl) Tumore untersucht. Hierfir wurden in vitro
Techniken wie Zellkultur oder 3D-Organoidmodelle, funktionelle Assays und
fortgeschrittene Mausmodelle der molekularen Onkologie herangezogen, sowie
Biomaterialien von Patienten mit GIl-Tumoren mittels Hochdurchsatzmethoden
untersucht und groRe, multizentrische Kohortenstudien sowie nationsweite
Datenbanken eingesetzt. Dadurch sollten neue Therapieoptionen und pradiktive
Biomarker identifiziert, sowie die Effektivitat und  Sicherheit neuer
Kombinationstherapien in der Klinik charakterisiert werden.

In Teilprojekt 1 wurden die Auswirkungen des rapiden Wandels in der systemischen
Behandlung des Hepatozellularen Karzinoms (HCC) und die damit einhergehenden
Herausforderungen im Patientenmanagement untersucht. Dafur wurden nationale und
internationale Kollaborationen aufgebaut und grof3e, multizentrische Datenbanken
geschaffen. Um Uber hochspezialisierte Zentren hinaus auch die transsektorielle und
integrierte Versorgung von Patienten mit HCC zu erfassen, kam eine nationsweite,
reprasentative Datenbank zum Einsatz. In unserer populationsbasierten Analyse
diversifizierten die Therapieoptionen beim HCC in Folge der Zulassungen der neuen
Tyrosinkinaseinhibitoren (TKI) ab 2018. Auch der Einsatz von Systemtherapeutika per
se nahm zu. Beide Entwicklungen waren verbunden mit einem moderaten
Uberlebensvorteil und einem Anstieg der Gesundheitskosten. Von besonderer
Relevanz war ein deutlich geringeres medianes Uberleben verglichen mit den
Ergebnissen der Zulassungsstudien. Vor dem Hintergrund dieser limitierten
Ergebnisse stellten immunonkologische  Systemtherapien eine relevante
Verbesserung im Vergleich zum TKI Sorafenib dar. Lenvatinib zeigte in sekundaren
Endpunkten der REFLECT-Studie, sowie in retrospektiven Studien vielversprechende
Effektivitat im Vergleich zu Sorafenib, wurde bisher jedoch nicht prospektiv gegen die
Immuntherapie Atezolizumab/Bevacizumab geprift. In einer europaischen Kohorte
war die Ansprechrate unter Atezolizumab/Bevacizumab hdher als unter Lenvatinib,
das PFS/OS hingegen vergleichbar. Auch die klinisch bedeutsamen Nebenwirkungen
Blutungen und Thromboembolien traten nicht signifikant unterschiedlich auf. Unsere
Ergebnisse unterstutzten den Einsatz beider Therapien in der Erstlinie des HCC. Da
nur ein kleiner Teil der Patienten mit HCC langfristig von der Erstlinienbehandlung
profitiert, sind effektive und sichere Zweitlinienoptionen von hoher Relevanz.
Insbesondere fur Patienten mit Progress nach Atezolizumab/Bevacizumab bestand

lange keine ausreichende Evidenz. In einer prospektiven Studie zeigten wir, dass die
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Halfte der Patienten fur eine Zweitlinienbehandlung in Frage kam. Eine erhaltene
Leberfunktion war entscheidend fur den Erfolg der Sequenztherapie. Das mediane
Gesamtuberleben Uber alle Zweitlinien lag jedoch nur bei 5 Monaten. Die Kombination
aus Ipilimumab/Nivolumab hingegen zeigte eine dauerhafte Ansprechrate von 30% mit
einem medianen OS von 7 Monaten. Dies deutet auf eine Méglichkeit zur Uberwindung
einer PD-1/PD-L1-Resistenz durch Hinzunahme einer CTLA-4 Blockade im Verlauf
hin. Unsere Daten bilden eine Grundlage fir zukinftige Studien zur Optimierung
immunonkologischer Behandlungsstrategien beim HCC. Insbesondere neuartige
Triplett-Therapien zeigen vielversprechendes Potenzial, die Behandlungsergebnisse
weiter zu verbessern. Eine Intensivierung der Therapie durch kombinierte Inhibition
von PD-1/PD-L1, CTLA-4 und VEGF-Signalwegen konnte dabei entscheidende
Vorteile bieten. Mit diesem Ansatz untersucht unsere Arbeitsgruppe im Rahmen der
internationalen Phase-II-Studie MONTBLANC die Kombination aus Durvalumab,
Tremelimumab und Bevacizumab bei Patienten mit fortgeschrittenem HCC. Ziel dieser
Studie ist es, die Wirksamkeit und Sicherheit dieser intensivierten Erstlinientherapie zu
evaluieren. Diese Strategie konnte neue therapeutische Perspektiven fur Patienten mit
fortgeschrittenem HCC erdffnen.

Teilprojekt 2 fokussierte sich auf neue, Biomarker-basierte, therapeutische Konzepte
bei GIl-Tumoren mit bislang limitierter Systemtherapie. Am Beispiel des
Pankreaskarzinoms, einer der todlichsten Tumorentitaten weltweit, wurde die
Kombination des PARP-Inhibitors Olaparib mit einer TRAIL-basierten
Apoptoseinduktion praklinisch untersucht. Die Kombination zeigte starke Synergien in
BRCAZ2-defizienten und -profizienten Modellen, unabhangig vom BRCA-
Mutationsstatus. Mechanistisch fuhrte Olaparib zu einer Hochregulation des TRAIL-
Rezeptor-2 und verstarkte die extrinsische Apoptosekaskade. Diese Ergebnisse
liefern eine Grundlage fur eine potenzielle Ausweitung der PARP-Inhibition auf eine
grolRere Patientengruppe. Im Rahmen eines Kooperationsprojekts konnten Einblicke
in die molekulare Pathogenese von neuroendokrinen Tumoren des Magens gewonnen
werden. Durch eine Sequenzierung von humanen Tumorproben wurde MYC als
zentraler Treiber dieser Entitat identifiziert und ein Mausmodell etabliert. Murine
Zelllinien aus diesem Modell wurden fur CRISPR-Cas9-Knockout-Screenings und
pharmakologische Testungen eingesetzt, mit dem Ziel neue therapeutische
Angriffspunkte zu identifizieren. Aktuell werden die hochdimensionalen CRISPR-
Screeningansatze weiterentwickelt, um gro3e kombinatorische Screens zur
Kartographierung genetischer Interaktionen durchzufuhren. Die neu entwickelte
kombinatorische = CRISPR-Screening-Plattform  ermoglicht die  gleichzeitige
Perturbation von ca. 1.000.000 Genkombinationen in einem Experiment. Durch die
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gleichzeitige, kombinierte Perturbation von zwei Genen, die therapeutische Ziele
darstellen, konnen wir die Effekte von Kombinationstherapien modellieren und neue
synergistische Behandlungen identifizieren. Die meisten dieser ,druggable® Gene sind
assoziiert mit einem Wirkstoff, der bereits zugelassen ist oder in klinischen Studien
untersucht wird. Dadurch wird eine schnelle Umsetzung unserer Ergebnisse in einen
klinischen Kontext moglich. Zelllinien von unterschiedlichen Gl-Tumorentitaten werden
mit der neuen CRISPR-Methode untersucht werden mit dem Ziel neue synergistische
Therapien zu entdecken. Etablierte praklinische Modelle mit translationaler Relevanz,
wie 3D-Organoide, sollen fur die Validierung der vielversprechenden Vulnerabilitaten
genutzt werden. Diese Arbeiten verdeutlichen den Stellenwert
grundlagenwissenschaftlicher  Untersuchungen fur die Entwicklung neuer
Systemtherapien bei Gl-Tumoren. Sie sollen die Basis fur zukinftige Studien legen,
die ein mechanistisches Verstandnis kontextabhangiger Synergien ermoglichen und
die therapeutische Nutzung dieser Kombinationen vorantreiben.
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