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Zusammenfassung

Biliare Tumore sind trotz einer steigenden Inzidenz eine seltene Tumorentitat.
Aufgrund eines klinisch oft lange inapparenten Verlaufs und fehlender Strategien
zur Friherkennung ist zum Zeitpunkt der Diagnose haufig bereits eine chirurgische
Resektion nicht mehr moglich, sodass palliative Therapiekonzepte im Vordergrund
stehen. Die Chemotherapie mit Gemcitabin und Cisplatin +/- Checkpointinhibitor
stellt zwar weiterhin den Standard dar, erste Studien mit molekularen Ansatzen in
selektionierten Patientenkollektiven sind jedoch sehr vielversprechend und
unterstreichen den Einzug der personalisierten Medizin in die Therapie biliarer
Tumore sowie die zunehmende Bedeutung einer frihzeitigen umfassenden
molekularen Charakterisierung. Aufgrund der noch geringen Inzidenz biliarer
Tumore und der Vielzahl an potentiell angreifbaren molekularen Targets ergibt sich
ein sehr heterogenen Bild biliarer Tumore, an der sich die Effektivitat von
Therapiestrategie mit einem singularen Target in prospektiven randomisierten
Studien meist nur unzureichend beschreiben lasst. Evidenz kommt meist aus
tumoragnostischen Studien oder Extrapolation von Studiendaten aus anderen
Tumorentitaten. Real World Daten zur klinischen Effektivitat zielgerichteter

Therapieansatze konnte hier eine wertvolle Erganzung sein.

Diese Masterarbeit beschaftigt sich mit der Bedeutung der molekularen Diagnostik
und den daraus abgeleiteten Therapieoptionen fir Patienten mit fortgeschrittenem
Gallenwegskarzinomen an einem Kollektiv des Tumorzentrums OO. Es wurde eine
eingehende klinische und molekulare Charakterisierung der erhobenen
Patientendaten durchgefuhrt. Die molekulare Analyse umfasste Immunhistochemie
(IHC) und vor allem next-generation-sequencing (NGS). Bei 37.9% der Patienten
konnte ein molekulares Target identifiziert und adressiert werden. Anhand der
erhobenen Daten aus dem Tumorzentrum OO I&sst sich zeigen, dass Patienten mit
Gallenwegskarzinomen, die eine molekular informierte Therapie erhalten haben
einen Uberlebensvorteil im Vergleich zu ausschlieBlich chemotherapierten
Patienten aufweisen.

Diese Arbeit bestatigt somit Empfehlungen der European Society for Medical
Oncology (ESMO) zur umfassenden molekularen Diagnostik aller biliaren Tumoren,

an einer real world Kohorte.



Abstract

Biliary tumors, despite a rising incidence, remain a rare malignancy. Due to a
clinically often insidious course and a lack of early detection strategies, surgical
resection is frequently unfeasible by the time of diagnosis, necessitating palliative
treatment approaches. While chemotherapy with gemcitabine and cisplatin, with or
without checkpoint inhibitors, remains the standard, preliminary studies on
molecular approaches in selected patient cohorts are promising, highlighting the
integration of personalized medicine into biliary tumor treatment and emphasizing
the increasing significance of an early comprehensive molecular characterization.
Given the still-low incidence of biliary tumors and the plethora of potential molecular
targets, there is a highly heterogeneous presentation of these tumors. The
effectiveness of therapeutic strategies targeting a single molecule is often
inadequately described in prospective randomized studies. Evidence typically stems
from tumor-agnostic studies or extrapolations from data on other malignancies.
Real-world data on the clinical efficacy of targeted therapeutic approaches might

offer valuable insights.

This Master's thesis addresses the role of molecular diagnostics and the resultant
therapeutic options for patients with advanced cholangiocarcinoma, based on a
cohort from the Tumor Center of Upper Austria (OO). An in-depth clinical and
molecular characterization of the collected patient data was executed. The
molecular analysis involved immunohistochemistry (IHC) and predominantly next-
generation sequencing (NGS). In 37.9% of patients, a molecular target was
identified and addressed. Data from the Tumor Center OO suggests that
cholangiocarcinoma patients who underwent molecularly-informed treatment had a

survival advantage compared to those who received chemotherapy alone.

This research thus corroborates the European Society for Medical Oncology
(ESMO) recommendations for comprehensive molecular diagnostics of all biliary
tumors, validated on a real-world cohort.
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1. Einleitung

1.1. Definition

Maligne biliare Neoplasien, auch als Cholangiokarzinome (CCA, CCC, BTC)
bekannt, reprasentieren eine heterogene Gruppe epithelialer Tumoren, die
typischerweise eine cholangiozytare Differenzierung aufweisen. Die Klassifikation
dieser Gallenwegskarzinome basiert auf ihrer anatomischen Lokalisation: Das
intrahepatische CCA (iCCA), welches proximal der Bifurkation liegt; das perihilare
CCA (pCCA), auch als Klatskin-Tumor bezeichnet; die distalen Karzinome, die sich
unterhalb des Zystikusabgangs befinden (dCCA); sowie das Karzinom der
Gallenblase (GBC) (siehe Abbildung 1). Tumoren der Ampulla Vateri werden je nach
ihrer molekularen Charakteristik ebenfalls zu den bilidaren Neoplasien gezahlt. Beim
iICCA werden zwei primare histologische Typen unterschieden: Das sogenannte
Small-Duct-iCCA und das Large-Duct-iCCA. Wahrend das Small-Duct-iCCA
typischerweise ein nodulares Wachstumsmuster und minimale bis keine
Muzinproduktion zeigt und sich infiltrierend ins Leberparenchym ausbreitet, findet
das Large-Duct-iCCA seinen Ursprung in den grol3eren intrahepatischen

Gallengangen und besteht aus muzinproduzierenden Tumorzellen.(1-3)
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Abbildung 1: Darstellung der anatomischen Subtypen biliarer Tumore. (2)



Diese rein anatomische Unterscheidung ist aufgrund unterschiedlicher
Risikofaktoren, Unterschiede in Bezug auf molekulare und klinische Charakteristika
und unterschiedlicher Therapieansatze- chirurgisch, systemtherapeutisch oder

lokal-ablativ- hoch relevant.

1.2. Epidemiologie biliarer Tumore

Obwohl die Inzidenz biliarer Tumoren zunimmt, zahlen sie weiterhin zu den
selteneren malignen Entitaten. Es zeigt sich eine bemerkenswerte regionale Varianz
in den Inzidenzraten. Insbesondere im sudostasiatischen Raum sind
uberdurchschnittlich hohe Inzidenzen zu verzeichnen, vor allem bei eCCA. Im
Gegensatz dazu beobachtet man in den westlichen Nationen einen Anstieg in der
Inzidenz von iCCA (vergleiche Abbildung 2). In Deutschland betragt die
Gesamtinzidenz mehr als 7.000 Neuerkrankungen pro Jahr. Basierend auf diesen
Daten wird in Osterreich eine Inzidenz von schatzungsweise 600 bis 700

Neuerkrankungen jahrlich erwartet.(4—6)
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Abbildung 2: Darstellung der weltweiten Inzidenz- und Mortalitdtsraten biliarer Tumore.(4)



Biliare Tumoren manifestieren sich Uberwiegend nach dem 50. Lebensjahr, wobei
eine Pradominanz bei mannlichen Patienten beobachtet wird. Von allen Subtypen
zeigt das iCCA in der westlichen Welt den signifikantesten Anstieg. Dieser Trend
konnte teilweise durch verbesserte diagnostische Standards erklart werden, die es
erlauben, CUPs (Cancer of unknown origin) in der Leber dem iCCA zuzuordnen.
Interessanterweise hat die Inzidenz von Gallenblasenkarzinomen, besonders bei
Frauen, in den letzten 20 Jahren eine leichte Abnahme verzeichnet (vgl. Abbildung
3).(7)
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Abbildung 3: Inzidenzraten der verschieden Subtypen biliarer Tumore in den letzten 20 Jahren in
der westlichen Welt (Schwedische Kohorte).(7)

1.3. Atiologie, Risikofaktoren

Die uberwiegende Mehrheit der bilidaren Tumoren manifestiert sich sporadisch,
wobei die assoziierten Risikofaktoren je nach anatomischer Lokalisation variieren
(siehe Abbildung 4). Zu den etablierten Risikofaktoren zéhlen: Ubergewicht und
nichtalkoholische Fettlebererkrankung (NAFLD), Infektionen mit den Hepatitis-B-
und -C-Viren (HBV und HCV), primar sklerosierende Cholangitis (PSC) und im
asiatischen Kontext parasitare Infektionen durch Leberegel. Fur das
Gallenblasenkarzinom sind zudem Gallensteine ein anerkannter Risikofaktor.
(2,8,9)



Intrahepatic CCA risk factors: Extrahepatic CCA risk factors:

« Choledochal cysts (OR 26.71) « Choledochal cysts (OR 34.94)

» Choledocholithiasis (OR 10.08) * Choledocholithiasis (OR 18.58)

« Cirrhosis (OR 15.32) T « Cirrhosis (OR 3.82)

« Cholelithiasis (OR 3.38) « Cholelithiasis (OR 5.92)

* HBV (OR 4.57) +«HBV (OR 2.11)

« HCV (OR 4.28) + Alcohol (OR 1.75)

* Alcohol (OR 3.15) _ * Cholecystocholithiasis (OR 2.95)
+ Cholecystocholithiasis (OR 1.75) o anenato - IBD (OR 2.37)

« IBD (OR 2.68) « T2DM (OR 1.50)

« T2DM (OR 1.73) + Smoking (OR 1.69)

* Smoking (OR 1.25)

Intrahepatic CCA

Perihilar CCA

Abbildung 4: Darstellung der unterschiedlichen Risikofaktoren fiir iCCA bzw. eCCA.(8)

Trotz gemeinsamer Risikofaktoren wie NAFLD oder virale Hepatitiden gestaltet sich
die Differenzierung zwischen intrahepatischen Cholangiokarzinomen (CCA) und
hepatozellularen Karzinomen (HCC) oftmals als herausfordernd. Eine histologische
Analyse ist daher zur prazisen Diagnosesicherung unabdingbar. Durch eine erhdhte
Anzahl an Leberbiopsien bei vermuteten primaren HCC wird die Diagnose eines
kombinierten HCC-CCA (cHCC-CCA) zunehmend gestellt, was spezifische
therapeutische Ansétze erfordert. Das 5-Jahres-Uberleben ist mit einer Rate von
weniger als 20% als ungunstig zu bewerten. Die groRe Mehrheit der Patienten stellt
sich in einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium vor. Selbst nach kurativer

Therapie bleibt das Rezidivrisiko signifikant hoch.

1.4. Klinik

Die Kklinische Prasentation biliarer Tumore ist vor allem abhangig von der
Lokalisation des Primums. Dominiert bei distalen oder perihilaren CCA ein
ikterisches Bild, zeigen sich iCCA oft sehr lange asymptomatisch, und fallen erst bei
ausgedehntem Befund mit B-Symptomen auf. Abbildung 5 gibt einen Uberblick tiber
die haufigsten Symptome biliarer Tumore.
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Abbildung 5: Uberblick Uber die unterschiedliche klinische Prasentation bilidrer Tumore.(1)

1.5. Molekulare Heterogenitat

Das molekulare Profil biliarer Tumore variiert stark und spiegelt die Heterogenitat
ihrer anatomischen Lokalisationen wider.(10) Abbildung 6 illustriert deutlich die
Unterschiede in der Haufigkeit molekularer Alterationen in Abhangigkeit von der
jeweiligen  Primarlokalisation. Es ist zudem  hervorzuheben, dass
Gallenblasenkarzinome eine erhdhte Inzidenz von ERBB2-Amplifikationen

aufzeigen



EXTRAHEPATIC CCA

TP53 mutation (30%-60%)
KRAS mutation (8%-45%)
SMAD4 mutations (10%-22%)
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Abbildung 6: Haufige genetische Alterationen bei iCCA bzw. eCCA. Speziell die in rot unterlegten
Alterationen kénnten aktuell als Target fiir eine molekular informierte zielgerichtete Therapie
dienen.(11)

Jusakul et al. klassifizierten bereits im Jahr 2017 biliare Tumore in vier molekulare
Cluster basierend auf NGS, DNA-Methylierung und Genexpressionsprofilen. Diese
Cluster differenzieren sich je nach Atiologie.(12) Es lassen sich zwei Hauptcluster
identifizieren, wie in Abbildung 7 dargestellt. Einer dieser Cluster charakterisiert ein
durch Leberegel induziertes CCC, welches mdglicherweise durch chronische
Entzindungsreaktionen und genetische Treiber, wie KRAS, ERBB2 und TP53,
beeinflusst wird. Auffallig ist, dass dieser Tumor eher extrahepatisch lokalisiert
ist.(13) Demgegenuber erscheint der Anstieg in der Inzidenz von intrahepatischen
CCC durch ein metabolisch verandertes Mikromilieu, bedingt durch NASH oder
andere Leberparenchymveranderungen im Kontext des metabolischen Syndroms,
beeinflusst zu sein. Die wachsende Inzidenz von iCCA in der westlichen Welt

untermauert diese Beobachtung.
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Abbildung 7: Molekulare Cluster wie von Jusakul et al beschrieben. Es lassen sich die erworbene
genetischen Alteration aufgrund unterschiedlicher Umwelteinfliisse gut gegeneinander abgrenzen
und ebenfalls in Bezug setzen zur anatomischen Lokalisation. Mutationen in BRCA1/2 oder
Amplifikationen in ERBB2 dominieren in Leberegel assoziierten eCCA. In westlich dominierten iCC
herrschen IDH1/2 Mutation sowie FGFR Alterationen vor.(12)

Ein klrzlich veroffentlichtes Manuskript aus der Forschungsgruppe von Prof. Vogel
hat die molekulare Charakterisierung von Uber 6000 intrahepatischen
Cholangiokarzinomen detailliert untersucht, wobei auch Co-Mutationen neben den
etablierten treibenden Alterationen identifiziert wurden (siehe Abbildung 8).(14) Die
am haufigsten vorkommenden medikamentds adressierbaren genetischen
Alterationen (GA) in dieser Studie waren IDH1/2-Mutationen (14.3%) und FGFR2-
Fusionen (10%). Andere potenziell therapeutisch targetable GAs beinhalteten
ERBBZ2 (3.8% Amplifikationen, 1.6% Einzelvarianten [SV]), BRAF (2,3% V600E
Mutation und 2.3% Nicht-V600E-SV), MDM2-Amplifikation (4.3%), BRCA1/2 (2.4%
BRCA1-SV und 1.0% BRCA2-SV) und KRAS (G12C Mutation, 1.1%). Ein hoher
Mikrosatelliteninstabilitats-Status (MSI-high) und eine hohe Tumor-Mutationslast

7



(TMB-high) wurden bei 1.3% bzw. 3.7% der analysierten Tumoren festgestellt. Es
wurden auch geschlechts- und altersbedingte Unterschiede in der Pravalenz dieser
genetischen Alterationen beobachtet: Frauen wiesen haufiger FGFR2-Fusionen,
IDH1/2- und PiK3Ca-Mutationen auf, wahrend bei mannlichen Patienten TP53- und
KRAS-Mutationen haufiger vorkamen. Bemerkenswert war der signifikant erhdhte
Anteil an FGFR2-Fusionen bei jingeren Patienten unter 65 Jahren.(15) Eine rezent
publizierte Osterreichische Studie zeigte, dass ebenfalls FGFR2 und IDH1/2 die am

haufigsten therapeutisch adressierbaren GAs waren.(6)
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Abbildung 8: Darstellung der genetischen Alterationen von tiber 6000 iCCA Fallen. TP53,
CDKN2A/B und KRAS Alterationen fanden sich am haufigsten. FGFR2 Fusionen und IDH1
Mutationen waren unter den potentiell ,targetable” Alterationen die dominierenden.(14)
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1.6. Epidemiologie, Risikofaktoren, Klinik, charakteristische
molekulare Alterationen und Therapiestrategien biliarer Tumore
auf einen Blick

GALLBLADDER CANCER (GBC)

+ Females > males

* Adenocarcinoma

= Risk factors: gallstones, gallbladder polyps, chronic
infections, drugs (methyl-dopa), obesity, diabetes.

+ Typically p as inci finding ing
cholecystomectomy (localised stage) for abdominal
pain (advanced stage)

+ Adjuvant chemotherapy (capecitabine-based)

+ Palliative chemotherapy: cisplatin/gemcitabine

= FOLFOX/FOLFIRI (nal-IR1) second-line palliative
chemotherapy

* Molecular characteristics: TP53 mutation
(47.1%~59%); ERBB2/3 amplification (9.8%-19%);
CDKN2A/B loss (5.9%—19%); ARID1A mutation (13%);
KRAS mutation (4%—-13%); PIK3CA mutation
(5.9%—12.5%); NRAS mutation (6.3%); BRAF mutation
(1%-5.9%)

AMPULLARY CANCER

+ Adenocarcinoma
eCCA (HILAR/DISTAL) * Risk factors: polyposis syndromes (Lynch syndrome, * Adenocarcinoma
familial polyposis), i Y = Risk factors: bile duct morphological anomalies,

* Adenocarcinoma bowel disease primary sclerosing cholangitis, cirrhosis, Lynch

* Risk factors: bile duct morphological anomalies, * Typically presented with obstructive jaundice syndrome, Opisthorchis viverrini, obesity, diabetes
primary sclerosing cholangitis, gallstones, Lynch (+/-PEI) » Typically presented as incidental finding or with
syndrome, Opisthorchis viverrini, obesity, diabetes * Adjuvant chemotherapy (5FU-based or abdominal discomfort, nausea, and weight loss

= Typically p with ob t d gemcitabine-based) = Adjuvant chemotherapy (capecitabine-based)

+ Adjuvant chemotherapy (capecitabine-based) * Palliative chemotherapy: cisplatin/gemcitabine. » Palliative chemotherapy: cisplatin/gemcitabine

« Palliative chemotherapy: cisplatin/gemcitabine 5FU-based first-line treatment has also been * FOLFOX/FOLFIRI (nal-IR1) second-line palliative

+ FOLFOX/FOLFIRI (nal-IR1) second-line palliative suggested due to similarities with small bowel chemotherapy
chemotherapy adenocarcinoma . i isation (liver-pred 1t disease)

+ Molecular characteristics: KRAS mutation » FOLFOX/FOLFIRI {nal-IRI) second-line palliative * Molecular characteristics: FGFR2 fusions (13%-14%);
(8.3%—42%); TP53 mutation (40%), SMAD4 mutation chemotherapy TP53 mutation (2.5%-44.4%); IDH-1 mutation
(21%); CDKN2A/B loss (17%), ERBB2/3 amplification * Molecular characteristics: TP53 mutation (41%—-53%); (4.9%-36%); ARID1A mutations (6.9%-36%);
(11%—17%); ARID1A mutations (12%); IDH1/2 MET lification (39%); PIK3CA ion (38%); CDKN2A/B loss (5.6%-25.9%); PTEN mutation
mutation (0%—7.4%); PIK3CA mutation (7%); WNT pathway mutation (38%), KRAS mutation (35%); (0.6%-11%); PIK3CA mutations (3%—9%); BRAF
MET mutation (3.7%) BRAF mutations (3%), CDKN2A/B loss (19%); ERBB2/3 amplification mutations (3%—7.1%); ERBB3 amplification (7%);
MET amplification (1%) (13%-17%) MET amplification (2%—7%)

Abbildung 10: Die Heterogenitat biliarer Tumore auf einen Blick. Ampullare Karzinome stellen eine
besondere Subgruppe dar, die je nach molekularem Profil entweder den Gallenwegskarzinomen
zugeordnet werden oder aber wie intestinale Tumore imponieren. Bei Ursprung aus dem
Gallenwegsystem lassen sich oft MET Amplifikationen oder ERBB2 Amplifikationen nachweisen,
die entsprechen gezielt adressiert werden kénnen.(16)

1.7. Diagnosestellung und Staging

Die Sonographie fungiert primar als Screening-Methode zur Untersuchung unklarer
Leberwerte. Fur die Ausbreitungsdiagnostik maligner gastrointestinaler
Erkrankungen hat sich jedoch die kontrastmittelverstarkte Computertomographie

(CT) des Thorax, Abdomens und Beckens als Standard etabliert. Bei der
9



Beurteilung von intrahepatischen Cholangiokarzinomen (iCCA), insbesondere in
Bezug auf die Ausbreitung entlang der Gallenwege, bietet das mehrphasige
Magnetresonanztomogramm (MRT) eine uberlegene Auflosung im Vergleich zur
Leber-CT und ist somit zur Einschatzung einer potenziellen Resektabilitat bevorzugt
einzusetzen. Die Magnetresonanztomographie in Kombination mit Cholangio-
Pankreatographie (MRT/MRCP) ermdglicht eine detaillierte Visualisierung des
Gallengangsystems und der Gefaldstrukturen und liefert somit prazise
Informationen zur anatomischen Tumorausdehnung. Die Endoskopie, insbesondere
zur Biopsie oder Endosonographie, spielt eine entscheidende Rolle bei der
Diagnostik von eCCA-Tumoren. Der Stellenwert eines zusatzlichen FDG-PET-
Scans ist in der klinischen Routine kontrovers und nicht Gberall verfugbar. Lamarca
et al. und Kiefer et al. berichteten jedoch von einer Therapieanpassung bei 15% bis
60% der Patienten, wobei in den meisten Fallen ein Upstaging zu einer palliativen
Situation erfolgte. Die FDG-PET-Technik Uberzeugt insbesondere durch ihre
erhdhte  Sensitivitat und  Spezifitat fur Lymphknotenmetastasen und

Fernmetastasen (vgl. Abbildung 11).(17)

Dennoch stellt die genaue Diagnosestellung von iCCA eine erhebliche
Herausforderung dar. Dies ist hauptsachlich auf das Fehlen klar definierter
bildgebender Diagnosekriterien sowie das Fehlen spezifischer Serum- und
immunhistochemischer Tumormarker zuriickzuflihren. Die Kernproblematik bei der
iCCA-Diagnose besteht in der klinischen Abgrenzung zu anderen Leberlasionen,
wie dem hepatozellularen Karzinom (HCC) oder metastatischen Lasionen,
insbesondere von Pankreaskarzinomen. Bildgebende Verfahren sind fur die
Diagnosestellung von iCCA essenziell. In dynamischen CT- oder MRT-
Untersuchungen zeigt das IiCCA typischerweise eine Venenphasen-
Kontrastmittelanreicherung, wahrend das HCC eine arterielle Phasenanreicherung
und einen verzogerten Washout in der Venenphase aufweist. Diese Eigenschaften

kénnen zur Unterscheidung zwischen iCCA und HCC beitragen.(18)
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Sonographie (z.B. ERCP/Endosono/ Schnittbildgebung
Cholangioskopie/PTCD)
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Abbildung 11: Work-flow der Diagnosestellung und Ausbreitungsdiagnostik um in multidisziplindren
Tumorboards individualisierte Therapieempfehlung beschlieBen zu kénne. Wenn potentiell eine
kurative Situationen im Raum steht, sind MR/MRCP der Leber unabdingbar fiir den Lokalstatus. Die
Wertigkeit des PET-CTs bleibt noch kontroversiell.(17)

Die klinische Nutzung von zirkulierenden Tumormarkern wie CA19-9 bietet nur
eingeschrankte Hilfe aufgrund ihrer begrenzten Sensitivitdt und Spezifitat, die
jeweils 62% und 63% betragen. Die histologischen Befunde von iCCA sind oft
unspezifisch und kénnen leicht mit anderen Adenokarzinomen verwechselt werden,
was die Diagnosestellung weiter erschwert. Das Vorhandensein einer ausgepragten
stromalen Desmoplasie kann charakteristisch sein, aber auch hier gibt es
Uberschneidungen mit anderen Tumortypen. Dasselbe gilt fir das

immunhistochemische Profil, das sich stark mit anderen Karzinomen tberschneidet.
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In jungster Zeit hat sich die kombinierte Nutzung optimierter MRI-basierter
Bildgebung und erweiterter molekularer Profilierung als wertvolles Instrument zur
Diagnosestellung erwiesen. Eine kirzlich durchgefuhrte Studie von Kollegen aus
dem Vereinigten Konigreich und Spanien hat gezeigt, dass diese kombinierte
Ansatz bei AdenoCUP-Patienten mit einer leberdominanten Erkrankung in der
Mehrzahl der Falle zu einer endgultigen Diagnose von iCCA geflihrt hat (siehe
Abbildung 12).(19) In klinischer Hinsicht ist es daher bei starkem Verdacht auf iCCA
ratsam, unmittelbar nach einer Core-Biopsie eine umfassende molekulare
Charakterisierung durchzuflhren, &ahnlich wie es bei nicht-kleinzelligem
Lungenkrebs (NSCLC) der Fall ist. Dies ist nicht nur aus diagnostischer Sicht
wichtig, sondern hat auch erhebliche therapeutische Auswirkungen, insbesondere
im Hinblick auf die Moglichkeit einer zielgerichteten Therapie. Gemall den
Empfehlungen der European Society for Medical Oncology (ESMO) sollte eine
solche breit angelegte molekulare Charakterisierung bereits bei der Erstdiagnose

eines biliaren Tumors durchgefuhrt werden. (20-22)

b Primary tumour
(n=13) 6%

§ Liver involvement

D Non-liver involvement

cCUP

iCCA (n=24) /7
9 (n=116)51%

11% -
Non liver

involvement
(n = 155) 68%

cCUP

(n=35)15%
Primary tumour
(n=239)17%
Cc
G Primary tumour diagnosis
- {Gynaecological
NSCLC Renal
Colorectal
N=11 Breast gtte:a;ocellular
e
N=3 Sarcoma
cCUP ICCA ] N=T7
N=151 N=24

Heamatological
Head and neck
2 Prostate
Thyroid
Urothelial

Melanoma
Ovarian
Pancreatic
SCLC

Abbildung 12: iCCA machen den Grofiteil der bislang als AdenoCUP’s der Leber diagnostizierten
malignen Lasionen aus. (19)
12



Die Beschaffung qualitativ hochwertiger Gewebeproben fur Biomarker-Tests bei
bilidaren Tumoren bleibt ein kritischer Schritt in der therapeutischen
Entscheidungsfindung. Aufgrund der anatomischen Position und der einzigartigen
histologischen Eigenschaften des intrahepatischen Cholangiokarzinoms (iCCA)
wird der Gewinnungsprozess haufig durch den suboptimalen Tumorzellgehaltin den

Biopsien erschwert.

Die in der Literatur zitierte Datenlage, basierend auf der Untersuchung von 123
Gewebeproben von Patienten mit fortgeschrittenem BTC, bei denen iCCA mit
68,2% dominierte, unterstreicht die inharente Schwierigkeit dieser Aufgabe. Ein
erheblicher Anteil dieser Proben (26,8%) war fur die Next-Generation Sequencing
(NGS)-Analyse unzureichend, hauptsachlich wegen des geringen Tumorinhalts.
Dartber hinaus war die Qualitatssicherung fiur RNA-Fusionen in 35,3% der Falle
nicht zufriedenstellend. Die MOSCATO-1-Studie bestatigt diesen Befund weiter,
wobei die Biomarker-Testung bei etwa einem Funftel der Patienten fehlgeschlagen

ist.

Die empirisch festgestellte Problematik legt nahe, dass die Methoden zur

Biopsieenthnahme verbessert werden mussen.

Ein weiterer strategischer LoOsungsansatz besteht in der Einrichtung eines
integrierten Feedback-Systems zwischen den verschiedenen klinischen Disziplinen
(siehe Abbildung 13). Dieses kooperative Netzwerk wirde es den beteiligten
Experten ermoglichen, ihre Techniken in Echtzeit zu optimieren und zu verfeinern.
Die direkte Kommunikation zwischen Radiologen, Gastroenterologen, Chirurgen,
Pathologen, medizinischen Onkologen und Molekularbiologen wirde nicht nur die
Qualitat der Biopsien verbessern, sondern auch die Gesamtdauer vom
Diagnosezeitpunkt bis zur Identifizierung eines molekularen Targets verkurzen.
Diese Reduktion in der Turnaround-Zeit wird voraussichtlich zu verbesserten
klinischen Ergebnissen fir die Patienten fiihren und unnétige Verzégerungen und

wiederholte invasive Verfahren minimieren.
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Abbildung 13: Moglicher feedback loop um die Probenqualitat bei bilidren Tumoren zu
verbessern.(23)

1.8. Analyseverfahren

Die Analyse genetischer Alterationen (GAs) hat in den letzten Jahren in der
Onkologie erhebliche Bedeutung erlangt, wobei diverse Testmethoden zur
Identifizierung dieser Alterationen entwickelt wurden. Innerhalb der klinischen
Routine dominieren gewebebasierte Testverfahren, insbesondere die Next-
Generation-Sequencing (NGS)-Technologie, Immunhistochemie (IHC) sowie die
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH).(24) Parallel dazu gewinnt das NGS-
Verfahren, das auf Liquid Biopsy basiert, immer mehr an Bedeutung. Die Wahl der
am besten geeigneten Technik hangt in hohem Male von der jeweiligen Zielstruktur
ab. Beispielsweise bietet die IHC eine schnelle und kostenglnstige Methode zur
Identifizierung von Proteinexpressionen oder -verlusten, wahrend FISH sich
besonders fir die Detektion von Genfusionen oder Amplifikationen eignet. NGS
hingegen ermdglicht eine umfassende genomweite Analyse, die mehrere
genetische Veranderungen gleichzeitig erfassen kann. Die Liquid Biopsy-basierte
NGS liefert dabei Informationen Uber zirkulierende Tumor-DNA, was bei Patienten,
bei denen eine Gewebebiopsie nicht machbar oder riskant ist, besonders vorteilhaft
sein kann. Abbildung 14 illustriert eindrtcklich die Vielzahl relevanter Zielstrukturen
im Kontext des CCC und prasentiert die bevorzugten Teststrategien fur jede dieser
Strukturen in der klinischen Routine. Es wird deutlich, dass die effektive Auswahl
von Diagnosetools und Teststrategien wesentlich fur die prazise Charakterisierung
und die anschliel3ende therapeutische Entscheidungsfindung ist.
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Gen Alteration Prevalence Method Level of evidence Drugs
ESCAT'/ASCO*
EH and gallbladder [H
IDH1 Mutation 3% 10-20% NGS HMPL-306, IDH-305, FT2012
(olutasidenib), AG881
(vorasidenib), LY3410738
IDH2 Mutation 1% 6% NGS B! Enasidenib, LY 3410738, AG881
(vorasidenib)
FGFR2  Fusion/rearrangement 1% 4-15% NGS IB! Futibatinib (TAS120), erdafi-
tinib, derazantinib
FGFR2  Other alterations Futibatinib (TAS120). erdafi-
tinib, derazantinib
NIRK Fusion/rearrangement 2% 2% NGS/IHC IC! LOXO-195 (selitrectinib) and
Moderate recommendation > TPX-00005 (repotrectinib)
Low quality of evidence’
MET Amplification 2-3% 5% NGS A" Tivantinib/crizotinib
PIK3CA  Access point mutation 7% 6% NGS HIA' MK2206, alpelisib and bupar-
lisib
BRAF Mutation 3-5% 3% NGS B! Dabrafenib and trametinib
Belvarafenib
BRCAI/2 Mutations 3% 3-5% NGS IA! Olaparib and rucaparib
ERBB2  Amplification/mutation 10-15% 7% NGS/FISH TIA' Trastuzumab and pertuzumab
Zanidatamab
Trastuzumab-deruxtecan
T™MB TMB-H 3% 6%-12% NGS A" Pembrolizumab
IDHI Mutation 3% 10-20% NGS A’ [vosidenib
Strong recommendation’
High quality of evidence®
FGFR2 Fusion/rearrangement 1% 4-15%  NGS B! Pemigatinib, infigratinib
NTRK Fusion/rearrangement 2% 2% NGS/MHC IC! Larotrectinib and entrectinib
Moderate recommendation”
Low quality of evidence®
MLHI, Mutation (MSI-H) 0.5-2% 1% NGS/MHC 1A' Pembrolizumab (aPD1)
MSH?2, Strong recommendation®
MSHG,
PMS2,
EPCAM

Abbildung 14: Uberblick Uber relevante molekulare Targets beim CCC und das bevorzugte

Testverfahren zur ldentifizierung im klinischen Alltag.(25)

Die traditionellen Methoden zur genetischen Analyse, wie die Immunhistochemie
(IHC) zur Quantifizierung der Proteinexpression und die Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH) zur Detektion von CNV oder bekannten Fusionen, sind zwar
kosteneffizient, leicht zuganglich und zeitsparend, haben jedoch ihre
Einschrankungen. Sie sind pradestiniert fir die Identifikation etablierter und klinisch
gut charakterisierter genetischer Alterationen, wie ERBB2 oder BRAF VV600E. lhre
Kapazitat, simultan mehrere therapeutisch relevante Alterationen zu screenen, ist
beschrankt, insbesondere im Vergleich zur Next-Generation Sequencing (NGS)
Diagnostik, die einen umfassenderen Einblick in das genetische Profil bietet. Bei
der Evaluierung von Begleitalterationen, die potenzielle Resistenzen vorhersagen
konnten (z.B. Co-Amplifikation von EGFR bei ERBB2 3+ IHC im cholangiozellularen
Karzinom (CCC)), zeigt die NGS ihre Uberlegenheit. Nicht zuletzt erlauben aktuelle
FISH- IHC-Techniken nicht

oder immer die Erkennung von unbekannten
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Fusionspartnern, wie im Fall von FGFR2; hier sind DNA- oder besser noch RNA-
Fusionspanels deutlich effektiver. Vor diesem Hintergrund empfiehlt die ESMO die
Implementierung von NGS zur umfassenden Beurteilung relevanter genetischer
Veranderungen.(26,27)

Mit der Einfihrung von NGS-Technologien wurde das Spektrum erkennbarer
genetischer Alterationen (GA) erheblich erweitert. Es ist essentiell zu
bertcksichtigen, dass die Sensitivitat von DNA-basierten Tests maldgeblich von der
Grolle des verwendeten Genpanels und der Art des untersuchten genetischen
Materials (DNA im Vergleich zu RNA) beeinflusst wird. DNA-NGS erkennt eine
breite Palette von genetischen Veranderungen, einschlieRlich Punktmutationen,
Insertionen/Deletionen und Genamplifikationen (vgl. Abbildung 15 und 16). Im
Gegensatz dazu ermoglicht RNA-basiertes NGS die Detektion von
Transkriptomalterationen, darunter Genfusionen und alternative Splicing-
Ereignisse, die mittels DNA-NGS oder FISH oft unerkannt bleiben. Besonders die
Sequenzierung von m-RNA kann zur Identifikation von Genfusionen in Proben mit
negativen DNA-NGS-Ergebnissen beitragen. Aktuell verfligbare NGS-Assays
nutzen verschiedene Methoden, einschliellich Hybrid-Capture, Amplicon-
Techniken und Multiplex-PCR. Die Hybrid-Capture-Technologie, wie beispielsweise
der Illumina TruSight Tumor170/500, erfasst spezifische DNA-Bereiche und ihre
angrenzenden Regionen. Amplicon-Verfahren erlauben die Detektion von
Genfusionen selbst bei minimaler DNA- oder RNA-Verfugbarkeit, kbnnen jedoch bei

bisher unbekannten Fusionspartnern versagen.(11,24,28)

Im Kontext der Identifikation verschiedener FGFR-Fusionen im CCC wurden
spezifische Primer eingesetzt, die an Exon-Intron-Grenzen verankert sind, um
sowohl bekannte als auch unbekannte Fusionspartner gezielt zu amplifizieren.

Dieser Ansatz ermdglicht die Detektion jeglicher Fusionspartner, auch wenn das
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dazugehdrige Gen bisher nicht identifiziert wurde.

Single-nucleotide variants Insertions and deletions (indels) Copy number alterations

Missense mutations [-:.:-] Amplification (e.g. ERBB2, FRS2, FGF3, EGFR, MDM2, MET)
(e.g. TP53, KRAS, IDHI, BRAF, PIK3CA)
Frameshif indels [

Nonsense mutations (e.g. ARID1A, TP53, BAP1, PBRM1)
(e.g. TP53, CDKN2A, SMAD4) Loss (e.g. CDKN2A/B)
In-frame indels

Splice-site mutations (e.g. TP53, BAP1)
(e.g. TP53, BAP1, ARIDIA, PBRMI)

Chromosomal rearrangement/fusion

E 8 Y i ¢ om0

Fusion breakpoints

[T [

Gene fusion (e.g. FGFR2, RET, NTRK, ALK, ROS1)

Abbildung 15: Die Entstehung der verschieden genetischen Alteration beim CCC.(24)

Die Qualitat der zu untersuchenden Probe stellt einen zentralen Faktor bei der
Generierung zuverlassiger Ergebnisse mittels Next-Generation Sequencing (NGS)
dar. Sollte keine qualitativ hochwertige Gewebeprobe verfigbar sein, bietet sich die
Liquid Biopsy — aus Blut oder neuerdings auch aus Gallensaftaspiraten — zur
Erfassung zirkulierender Tumor-DNA (ctDNA) als Alternative an. Ein vergleichender
Studienansatz, der sowohl Blut-ctDNA als auch Tumorgewebsproben von Patienten
mit Gallengangstumoren analysierte, konnte eine bemerkenswerte Konkordanzrate
von etwa 74% hinsichtlich der identifizierten genetischen Veranderungen zwischen
beiden Probenarten feststellen. Einer der Hauptvorteile des ctDNA-Profiling besteht
in der erheblichen Reduzierung der Zeit, die fir das Genotyp-Screening wahrend
des Einschreibeprozesses in klinische Studien benétigt wird. Dieses beschleunigte
Verfahren ermoglicht eine effizientere und zugigere Identifikation von klinisch
relevanten Biomarkern bei Patienten mit CCA. Weiterhin bietet das Monitoring von
ctDNA die Maoglichkeit, erworbene Resistenzen gegenlber spezifischen
Therapieansatzen serienmallig und nicht invasiv zu detektieren. Ein Beispiel hierfur
ist die Identifizierung von Punktmutationen im FGFR2-Gen, die wahrend der

Behandlung mit gezielten Therapeutika gegen FGFR2-Fusionen auftreten kénnen.

Allerdings weist die Anwendung von ctDNA auch Limitierungen auf. Das so
genannte Tumorshedding, also das Freisetzen von DNA aus Tumorzellen in den
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Blutkreislauf, hangt stark von der Tumorlast und der Lokalisation des Primartumors

oder dessen Metastasen ab. Insbesondere bei hoher Tumorlast und gunstiger

Lokalisation (z. B. Leber gegenlber Lunge) kann eine ausreichende Menge an

ctDNA detektiert werden. DarlUber hinaus ist die Sensitivitdt von ctDNA-Analysen

hinsichtlich bestimmter genetischer Veranderungen, wie beispielsweise CNVs oder

Fusionen, im Vergleich zum aktuellen Goldstandard — der NGS-Analyse von

Gewebeproben — potenziell eingeschrankt. Es ist also essenziell, die jeweilige

Methode und ihre moglichen Limitierungen im Kontext der klinischen Fragestellung

und der verfugbaren Probenqualitat zu evaluieren.

Table 3. Targeted NGS-based molecular profiling assays
Company Test Specimen Template Enrichment Gene Genetic alterations FDA Turnaround Cost”
technology panel approved®
size
Memorial Sloan MSK-IMPACT™ FFPE DNA Hybrid capture 468 SNVs, indels, MSI Yes NR NR
Kettering Cancer
Center
Foundation FoundationOne FFPE DNA Hybrid capture 324 SNVs, substitutions, Yes® ~2 weeks US$3500
Medicine cox’’ indels, CNAs,
rearrangements, MSI,
TMB, LOH
FoundationOne Whole-blood cfDNA Hybrid capture 311 SNVs, substitutions, Yes ~2 weeks US553500
Liquid cox'? plasma indels, CNAs,
rearrangements; blood
TMB, MSI
FoundationOne Whole blood, DNA + RNA Hybrid capture 406 SNVs, substitutions, No ~2 weeks US$3500
Heme'*® bone marrow (DNA), indels, CNAs,
aspirate 265 rearrangements, MSI,
(RNA) TMB
Guardant Health Guardant360 Whole-blood cfDNA Hybrid capture 55 SNVs, indels, CNAs, Yes 1 week £€3500
cox'™ plasma fusions
ArcherDX FusionPlex Solid FFPE RNA Anchored 53 Fusions No 3-5 days NR
Tumor®?? multiplex PCR
Tempus Tempus xT**° FFPE DNA + RNA (for NR 596 SNVs, indels, CNAs, No ~2 weeks NR
transcriptome rearrangements, MSI,
sequencing) TMB
ThermoFisher Oncomine FFPE DNA, RNA AmpliSeq =500 SNVs, indels, CNA, No 5 days Uss14 570
Scientific Comprehensive fusions, MSI, TMB
Assay Plus'?®
Oncomine Dx FFPE DNA + RNA (for AmpliSeq 23 SNVs, deletions, ROS1  Yes 4 days NR
Target Test'® fusions only) fusions
lllumina TruSight Oncology FFPE DNA + RNA (for Hybrid capture 523 SNVs, indels, CNA, No 4-5 days Us$17 999
500+ transcriptome rearrangements, MSI,
sequencing) T™MB
NeoGenomics NeoType Discovery FFPE DNA, RNA NR 323 SNVs, indels, No ~2 weeks NR
Laboratories Profile for Solid rearrangements, MSI,
Tumors™* TMB
KEW CANCERPLEX™* FFPE, biopsy, DNA NR 435 SNVs, indels, CNA, No 7-10 days NR
aspirate rearrangements, MSI,
TMB
Caris Life CARIS Molecular ~ FFPE, biopsy DNA, RNA Microdissection ~ 22 000 SNVs, indels, CNA, No 10-14 days NR
Sciences Intelligence"™” aspirate fusions, MSI, TMB
Paradigm pCDx™" FFPE DNA, RNA NR 234 SNV, indels, CNA, No 4-5days  NR
rearrangements, TMB
OmniSeq OmniSeq FFPE DNA, RNA 144 SNVs, indels, CNA, No 10-15 days NR
Corporation C:}mprehensi\.'e151 fusions, MSI, TMB
PathGroup SmartGenomics™* FFPE DNA NR 160 SNVs, indels, fusions  No NR NR

Abbildung 16: Leistungskatalog gebrauchlicher NGS Diagnostik assays im Vergleich(24)
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1.9. Therapeutische Strategien bei biliaren Tumoren

Nach Diagnosestellung und Ausbreitungsdiagnostik muss als erster Schritt bei
lokalisierten oder oligometastasierten Tumoren im multidisziplinaren Tumorboard
ein potentiell kuratives Vorgehen besprochen werden. Abbildung 17 zeigt den

Behandlungspfad nach Diagnosestellung und Staging.

Expected outcome: ‘ Is disease resectable?
* Median 0S: 51.1m (95% Cl 34.6-59.1)
o Median RFS: 24.4m (95% Cl 18.6-35.9)
* Relapse rate: 60%

Expected outcome:
* Median 0S: 11.7m (95% C1 9.5-14.3)
* Median PFS: 8.0m (95% Cl 6.6-8.6)

YES NO — ¢ Palliative treatment
Surgery ¢
(curative intent) Systemic chemotherapy
1st Line: Cisplatin Gemcitabine
Adjuvant chemotherapy
e Capecitabine (CCA/GBC) 2nd Line: FOLFOX

e Gemcitabine (AMP)

————————————— -~ —_—_——— e ——

fLiver-predominant disease | ' ‘ | Targeted therapies |
| |
|

| Oligometastatic disease | - FGFRI, IDH,
____________ J  Integration into patient | TRKi, Others

Q. patfway dependingon. S ——————— —— /
clinical trial results =

Abbildung 17: Entscheidungsbaum bei der Behandlung von bilidren Tumoren. (29)

1.9.1 Kurative Situation

Ungefahr 30% der Patienten prasentieren sich im Stadium eines lokal begrenzten,
resektablen und somit potenziell kurativen Befundes. Neben chirurgischen
Eingriffen in einem kurativen Kontext bieten lokalablative Verfahren und in
selektierten Fallen die Lebertransplantation alternative Therapieoptionen. Die
beachtliche 3-Jahres-Rezidivrate von bis zu 80% nach primar kurativ geplanter
Resektion unterstreicht die Relevanz von (neo-)adjuvanten Therapieansatzen.
Multifokalitdt ~ (insbesondere  bei  iCCA), das Vorhandensein  von
Lymphknotenmetastasen (N1), eine vaskulare Invasion sowie eine RO-Resektion
zahlen zu den bedeutsamsten prognostisch relevanten Faktoren (siehe Abbildung
18). Drei adjuvante prospektive Studien — BILCAP, PRODIGE 12 und BCAT -
untersuchten den Stellenwert einer adjuvanten Therapie. In der BILCAP-Studie
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konnte durch eine adjuvante Therapie mit Capecitabin im Vergleich zum
Beobachtungsarm ein verlangertes medianes Gesamtiberleben (mOS) von 53
Monaten gegenuber 36 Monaten erzielt werden. Fur ampullare Karzinome legt die
ESPACS3-Studie mit Gemcitabin/Capecitabin den gegenwartigen Therapiestandard
fest.(30)

Es ist zu postulieren, dass insbesondere Patienten mit einem hohen Risiko fir ein
sehr  frlhzeitiges Rezidiv von adjuvanten und/oder neoadjuvanten
Therapieansatzen profitieren konnten. Aktuelle Untersuchungen haben gezeigt,
dass bei annahernd 25% der iCCA-Patienten Frihrezidive innerhalb von 6 Monaten
postoperativ auftreten. Diese Patientengruppe weist ein besonders unglinstiges
Uberleben auf, mit einem mOS von 13,8 Monaten und einer 5-Jahres-
Uberlebensrate von 8,9%, verglichen mit 59,7 Monaten bzw. 49,8% bei Patienten
ohne Frihrezidiv (p < 0,001). Es ist sehr wahrscheinlich, dass in der Zukunft der
Nachweis zirkulierender Tumor-DNA dazu beitragen wird, Patienten mit hohem
Rezidivrisiko zu identifizieren. Diese kdonnten dann gezielt adjuvanten Therapien
zugefiihrt und/oder einer intensivierten postoperativen Uberwachung unterzogen
werden.(30)

Overall survival after resection of a perihilar cholangiocarcinoma in a series of

1352 patients, stratified according to AJCC 8th edition prognostic stage Stage-stratified comparison in 5-year survival outcomes
groupings between the 7th (2010) and 8th (2017) edition of the
AJCC staging system, Kaplan-Meier analysis
100 N (%) 5-year (%) 95% CI
AJCC 7th edition*
o) 1 93 (18.1) 58.8 44.9-70.3
I 110 (21.4) 38.8 26.5-51.0
o I 70 (13.6) 39.7 24.1-54.9
60 N L
. — M) Ty 000 va 242 (46.9) 18.4 11.9-6.1
£ jp;cccl .
§ = Jp=o00ss AJCC 8th edition’
40 — p= 0z 1a 15 (5.1) 90.0 47.3-98.5
i TJpeo001
1b 18 (6.1) 50.6 19.9-75.0
I 37 (12.5) 55.1 34.5-71.7
20
1IIa 22 (7.4) 43.7 16.6-76.2
1I1b 204 (68.9) 16.2 9.5-24.5
o
AJCC: American Joint Committed on Cancer; N: number of patients.
T T T T
0 1 2 3 4 5 * N = 515.
Years after surgery 9N = 296.

Overall survival after surgical resection of perihilar chelangiocarcinoma at Nagoya University, Japan. Changes
from the 7th Edition include removal of Bismuth-Corlette type IV tumors from the T4 category and downstaging
of T4 tumors from stage IVA to IIIB.

Abbildung 18: Uberlebenskurven von Klatskin Tumoren und iCCA nach kurativer Resektion zeigt
das hohe Rezidivrisiko. (31,32)
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1.9.2. Palliative Situation

1.9.2.1 Chemotherapie + Immuntherapie

Mehr als ein Jahrzehnt nach der Etablierung von Cisplatin und Gemcitabin als
Erstlinientherapie durch die ABC-02 Studie, erleben wir eine Neukonzeptionierung
dieses Therapiestandards durch die Resultate der TOPAZ-1- und KEYNOTE-966-
Studien. Die TOPAZ-1-Studie, welche den Chemotherapie-Standard aus
Gemcitabin und Cisplatin um den PD-L1-Inhibitor Durvalumab erganzte, und die
KEYNOTE-966-Studie, welche durch den Zusatz des PD-1-Inhibitors
Pembrolizumab erganzt wurde, liefern positive Daten hinsichtlich des
Gesamtliberlebens in  umfangreichen, multizentrischen Phase-llI-Studien.
Bemerkenswerterweise sind diese Ergebnisse unabhangig vom PD-L1-Status. Es
bleibt zu klaren, inwieweit das molekulare Profil den therapeutischen Nutzen von
Checkpoint-Inhibitoren beeinflusst.

Trotz dieser therapeutischen Fortschritte und der Einfihrung eines neuen
Therapiestandards bleibt das mediane Gesamtuberleben in beiden Studien mit
etwas Uber 12 Monaten hinter den Erwartungen zurick. Dies stellt, zusammen mit
dem Pankreaskarzinom, weiterhin den niedrigsten Wert bei gastrointestinalen
Tumoren im metastasierten Setting dar.

Die limitierte Wirksamkeit bei metastasierten Cholangiokarzinomen ist mafgeblich
auf die begrenzten therapeutischen Madglichkeiten in der Zweitlinientherapie
zurtckzufihren. In umfangreichen Phase-ll- oder Phase-llI-Studien standen
hauptsachlich Chemotherapie-Regime im Fokus. Das FOLFOX-Regime (bestehend
aus Folinsaure, 5-FU und Oxaliplatin), angelehnt an die ABC-06-Studie, zeigte
lediglich bescheidene Erfolge. Urspringlich vielversprechende Ergebnisse aus der
koreanischen NIFTY-Studie flr das liposomale Irinotecan in Kombination mit 5-FU
fanden in der deutschen NALIRICC-Studie keine Bestatigung. Daher bleibt der

therapeutische Wert einer Irinotecan-basierten Therapie weiterhin ungewiss.(33,34)
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1.9.2.2. Molekular informierte Therapiestrategien an nicht selektionierten
Patienten

Bisher zeigten alle Untersuchungen zu molekularen Therapien, einschlief3lich
solcher mit antiangiogenetischer Wirkung, bei nicht-selektierten Patientengruppen

mit bilidren Tumoren keinen Erfolg.(35)

1.9.2.3 Therapiestrategien an molekular selektionierten Patienten

In jungster Zeit konnte eine detaillierte Charakterisierung der molekularen
Landschaft biliarer Tumoren erzielt werden. Die Vielzahl der molekularen
Angriffspunkte erinnert an das nicht-kleinzellige Lungenkarzinom, weshalb einige
Experten das Cholangiokarzinom (CCC) als "NSCLC des Gastrointestinaltrakts"
bezeichnen. (36) Besonders bei Patient:innen mit intrahepatischem
Cholangiokarzinom (iCCA) sind haufig (in bis zu 40% der Falle) molekulare
Veranderungen nachweisbar, die als potenzielle Ziele fur prazisionsonkologische
Therapieansatze dienen konnten. Um zielgerichtete Therapieoptionen so frih wie
moglich zu bewerten, wird empfohlen, eine molekulare Analyse, sofern
Tumorgewebe verflgbar ist, bereits wahrend der Erstlinientherapie durchzuflhren.
Diese Empfehlung findet sich sowohl in den Leitlinien der European Society for
Medical Oncology (ESMO) aus dem Jahr 2023 als auch in der deutschen S3-
Leitlinie von 2023 (vgl. Abbildung 19).
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Abbildung 19: Aktuelle Therapieempfehlungen aus der ESMO Leitlinie zur Therapie bilidrer Tumore
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betonen den frihen Einsatz molekularer Therapiestrategien in der 2nd line.(20)

Die Implementierung prazisionsonkologischer Studienansatze bei biliaren Tumoren
ist jedoch anspruchsvoll. Die genetischen Subgruppen dieser noch immer seltenen
Tumorentitat sind klein. Die von den regulierenden Behdrden bisher geforderten
Studien sind aufgrund von langen Rekrutierungszeiten oft nicht in kurzer Zeit
realisierbar. Mit Ausnahme von Zweitlinientherapien, wie dem Einsatz des FGFR2-
Inhibitors Pemigatinib, dem IDH1-Inhibitor Ivosidenib oder Therapieansatzen, die
gegen ERBB?2 gerichtet sind (z.B. T-DXd oder Zanidatamab), basieren die meisten
Behandlungsempfehlungen auf positiven Daten aus sogenannten Basket-Studien.
Diese Daten untermauern jedoch klar den klinischen Nutzen zielgerichteter
Therapieansatze bei Patient:innen mit bilidren Tumoren.(22,37,38)
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1.9.2.4. Ausgewahlte molekulare Targets
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Abbildung 20: Haufigkeit der relevantesten genetischen Alteration beim iCCA aus einer Kohorte
von Uber 6000 iCCA Patient:innen(14)

IDH1

Mutationen der Isocitratdehydrogenase 1 (IDH7) finden sich bei circa 15% der
Patient:innen mit intrahepatischem Cholangiokarzinom (iCCA). Diese genetischen
Aberrationen im IDH71-Gen resultieren in einer modifizierten enzymatischen
Aktivitat, die zur Akkumulation des Onkometaboliten (R)-2-Hydroxyglutarat fuhrt.
Dieser Metabolit beeintrachtigt wiederum die Funktion verschiedener a-
Ketoglutarat-abhangiger Enzyme (Abbildung 21).(39) Basierend auf aktuellen
Daten scheint das Vorhandensein einer IDH171-Mutation keine prognostische
Relevanz zu besitzen; zudem zeigen betroffene Patient:innen eine ahnliche
Reaktion auf platinbasierte Chemotherapien in der ersten Therapielinie wie jene
ohne diese Mutation. In der Phase-llI-Studie ClarIDHy wurde die Effektivitat des
IDH1-Inhibitors Ivosidenib gegenuber einem Placebo nach Progression unter
Erstlinientherapie analysiert. Der primare Studienendpunkt, eine Verlangerung des
progressionsfreien Uberlebens (PFS), wurde deutlich erreicht, mit einer Hazard
Ratio (HR) von 0,37. Dennoch betrug das mediane PFS unter Ivosidenib lediglich
2,7 Monate im Vergleich zu 1,4 Monaten unter Placebo. Die radiologische
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Ansprechrate auf Ivosidenib war gering. Die Auswirkung auf das Gesamtuberleben
(OS) ist aufgrund des Einsatzes von Crossover-Protokollen schwierig
einzuschatzen, zeigte sich jedoch — nach statistischer Korrektur bezuglich des
Crossovers — als signifikant verbessert.(40) Die primaren und sekundaren
Resistenzmechanismen gegenuber der gezielten Therapie bei IDH7-mutierten
Patient:innen sind aktuell noch unzureichend charakterisiert. Aus den
translationalen Analysen der ClarlIDHy-Studie ergab sich keine signifikante
Korrelation zwischen klinischen oder molekularen Kovariaten und therapeutischer
Effektivitat. Basierend auf praklinischen Daten werden aktuell Kombinationen mit
Checkpoint-Inhibitoren in klinischen Studien erprobt. Aktuell ist lvosidenib fir die
Behandlung von biliaren Tumoren sowohl von der US-amerikanischen Food and

Drug Administration (FDA) als auch von der Europaischen Arzneimittelagentur

(EMA) zugelassen.
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Abbildung 21: Konsequenzen einer IDH1 Mutation mit Akkumulation des Onkometabolits (R)-2-
Hydroxyglutarat. Die Wirkungsweise von IDH1 Inhibitoren konnte vor allem auf einer
Transdifferenzierung in eine mit besserer Prognose behafteten hepatischen Phanotyp beruhen.(39)
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FGFR2

Intrahepatische Cholangiozellulare Karzinome (iCCA) zeigen in circa 10% der Falle
FGFR2-Fusionen, die durch Translokationen zwischen dem 5'-Bereich des FGFR2-
Gens und dem 3'-Bereich eines von mittlerweile Uber 200 identifizierten
Fusionspartnern resultieren (vgl. Abbildung 23 und 25). Diese fluhren zu einem
Uberschielendem FGFR signaling mit Einfluss auf viele downstream geschaltete
Signalwege (siehe Abbildung 22).

Verschiedene Phase-lI-Studien demonstrierten die Wirksamkeit der Pan-FGFR-
Inhibitoren Pemigatinib, Infigratinib, Erdafitinib, Derazantinib und Futibatinib. Trotz
der teilweisen schweren Vorbehandlung der Studienteilnehmer lagen die
Ansprechraten zwischen 21 und 42% und die Krankheitskontrollraten bei tber 80%.
Die medianen Werte fir das progressionsfreie Uberleben (PFS) und das
Gesamtlberleben (OS) betrugen in diesen Studien zwischen 7-9 Monaten bzw. 12-
22 Monaten, was konventionelle 2nd Chemotherapie im Quervergleich signifikant
Ubertraf.(41-43)

Eine haufig beobachtete Nebenwirkung bei allen FGFR Inhibitoren ist die
Hyperphosphatamie, welche auf die physiologische Rolle von FGF23/FGFR1 in der
Phosphathomdostase zurickzuflhren ist. Zudem tritt haufig eine Diarrhoe auf, die
vermutlich mit dem FGFR4 Signalweg in Zusammenhang steht.

In Europa wurde Pemigatinib 2022 fur die Zweitlinientherapie bei FGFR2-
fusionierten CCA zugelassen. In den USA hat auch Futibatinib eine Zulassung
erhalten. Die Entwicklung von FGFR-Inhibitoren deutet darauf hin, dass
prazisionsonkologische Sequenzstrategien in der Zukunft umsetzbar sein kdnnten:
Unterschiedliche Bindungseigenschaften kdnnten einen sequenziellen Einsatz
spezifischer FGFR-Inhibitor-Klassen ermdglichen, selbst wenn bereits
therapieinduzierte Punktmutationen las Resistenzmechanismus aufgetreten sind.
Ein wiederholtes Monitoring, zum Beispiel mittels Liquid Biopsy, konnte
therapieinduzierte Veranderungen fruhzeitig identifizieren und den gezielten Einsatz
weiterer Therapielinien ermdglichen (Abbildung 25)

Neuere FGFR-Inhibitoren, wie beispielsweise RLY-4008, kdnnten nicht nur gegen
die Fusionen, sondern auch gegen primdre und sekundare FGFR2-
Resistenzmutationen wirksam sein. Insbesondere ist zu betonen, dass solche

neueren Inhibitoren eine gesteigerte FGFR2-Selektivitat aufzeigen, was zu einer
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reduzierten Nebenwirkung, insbesondere im Hinblick auf den Phosphathaushalt,

fuhren kénnte.(44)
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Abbildung 22: Zellulare Folgen eines deregulierten FGFR signalings.(45)

FGFR fusions identified in iCCA.

FGFR fusion

Frequency

References

Recurrent FGFR2 fusions

« FGFR2-BICC1

2 cases

3.0% (2/66)
12.7% (8/63)
28.9% (31/107)

+ FGFR2- 10.6% (7/66)
AHCYL1

« FGFR2- 16.8% (18/107)
PPHLN1

Less frequently observed FGFR fusions

Wu 2013 [19]
Arai 2014 [20]
Jain 2018 [27]
Abou-Alfa 2020 [49]
Arai 2014 [20]

Sia 2015 [29]

References

* FGFR2-AFF4 * FGFR2-MGEAS5 Abou-Alfa 2020 [49]; Borad 2014
» FGFR2-AFF4, + FGFR2-MYPN [21]; Ross 2014 [25]; Jusakul 2017
R678G + FGFR2-NOL4 [13]; Jain 2018 [27]; Javle 2017
* FGFR2- * FGFR2-NRAP [48]; Goyal 2019 [30]; Kongpetch
AMPD2 * FGFR2-PARK2 2020 [28]
+ FGFR2- + FGFR2-PCMI
ARHGAP24 * FGFR2-
+ FGFR2-C10 Rearrangement
+ FGFR2-CCDC6 intron 17
» FGFR2-CELF2 » FGFR2-RNF41
* FGFR2-CGNL1 e FGFR2-SH3GLB1
« FGFR2- + FGFR2-SLMAP
CTNNA3 + FGFR2-SORBS1
+ FGFR2- + FGFR2-STK26
DCTN2 * FGFR2-STK3
» FGFR2- » FGFR2-TACC3
DNAJC12 + FGFR2-TBC1D1
+ FGFR2-DZIP1 + FGFR2-UBQLN1
+ FGFR2-f118 * FGFR2-WAC
+ FGFR2-FOXP1 e FGFR2-ZMYM4
* FGFR2-INA « FGFR3-TACC3
« FGFR2-KCTD1
» FGFR2-
KIAA1217
« FGFR2-
KIAA1598
* FGFR2-KIF7
* FGFR2-LGSN
+ FGFR2-LPXN

Abbildung 23: Ubersicht tiber die bisher publizierten FGFR2 Fusionspartner.(45)
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Abbildung 24: Problemfelder der FGFR2 Fusionsdiagnostik. FISH zeigt Schwachen in der
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Abbildung 25: Heat Map der Punktmutationen als Resistenzmechanismus bei gegen FGFR2
Fusionen gerichteter Therapie und die Sensitivitat auf unterschiedliche Kinaseinhibitoren.(41)
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ERBB2

ERBBZ2-zielgerichtete Therapieansatze sind in der Onkologie seit Jahren etabliert
und haben sich insbesondere bei soliden Tumoren, wie Mammakarzinom und
gastroosophagealen Neoplasien, bewahrt. Es lassen sich mehrere therapeutische
Strategien differenzieren: Zum einen monotherapeutische Ansatze, die sich auf die
Hemmung von ERBBZ2 durch Antikérper oder ,small molecules® meist
Tyrosinkinaseinhibitoren- stltzen, andererseits dient ERBBZ2 Andockstelle flr
antibody drug conjugates (ADC’s) wie Trastuzumab deruxtecan (T-DXd) (siehe
Abbildung 26)(46)

In der Behandlung von bilidren Tumoren zeigten dual-antikdrperbasierte Therapien,
speziell die Kombination von Trastuzumab und Pertuzumab, Wirksamkeit bei
Patienten, die bereits mehrere Therapielinien durchlaufen hatten. Dies wurde
sowohl in der MyPathway- als auch in der TAPUR-Studie demonstriert.
Zanidatamab, ein bispezifischer Antikdrper gegen ERBB2, zeigte in der Phase-2-
Studie HERIZON-BTC-01 ebenfalls vielversprechende klinische Ergebnisse.(47,48)
Dartber hinaus legen die beim ASCO 2023 vorgestellten Daten nahe, dass die
Kombination des Tyrosinkinaseinhibitors Tucatinib mit Trastuzumab eine weitere
vielversprechende Option darstellt.(49) Hinsichtlich der Kombinationstherapie
wurde in einer sudkoreanischen Phase-II-Studie die Potenz von Trastuzumab in
Verbindung mit dem Chemotherapeutikum FOLFOX hervorgehoben. Dies
ermoglicht einen gezielten Angriff auf ERBB2-positive Tumorzellen. Fur T-DXd
zeigen vorlaufige Daten der in Korea durchgefuhrten Phase-Il HERB-Studie deuten
auf eine gesteigerte Wirksamkeit bei Patienten mit hoher ERBBZ2-Expression
hin.(50) Diese Daten konnte am diesjahrigen ASCO 2023 durch die DESTINY-
PanTumor02 bestatigt werden (Abbildung 27).(51) Ein signifikanter Mechanismus
dieses ADC's ist der Bystander-Effekt, induziert durch den Topoisomerase-I-

Inhibitor Deruxtecan.

Ein weiterer Unterschied in der Pathophysiologie von biliaren Tumoren im Vergleich
zu anderen ERBBZ2-alterierten Neoplasien ist das Vorhandensein von ERBB2-
Mutationen im Gegensatz zu ERBB2-Amplifikationen. In diesem Kontext zeigte die
SUMMIT-Phase-lI-Basket-Studie, dass der Tyrosinkinaseinhibitor Neratinib bei

Patienten mit ERBB2- und ERBB3-Mutationen klinisch aktiv ist, obwohl die
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Ansprechrate im Vergleich zu herkdmmlichen ERBBZ2-therapierten, ERBB2-
amplifizierten Tumoren geringer zu sein scheint.(52) Alternative kdnnte eben wieder

T-DXd oder auch Lapatinib hier eingesetzt werden.

Bei der Testung auf ERBB2 Uberexpression ist von Seiten der Pathologie zu
beachten, dass die Kriterien des Magenkarzinoms zur Beurteilung einer ERBB2
Positivitat heranzuziehen sind. Die Interobserver Variabilitat bei der Beurteilung
einer ERBB2 Positivitat bleibt problembehaftet. Ahnliches zeichnet sich hier fiir die
liquid biopsy ab (siehe Abbildung 28)

Inwiefern ERBBZ2-low als Target bei bilidren Tumoren spielt bleibt abzuwarten. Die
Daten aus der DESTINY-PanTumor02 zeigen jedenfalls vorerst keine positiven

ORR Daten (vgl. Abbildung 27)
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Abbildung 26: Strategien der ERBB2 Blockade. (46)
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Abbildung 27: Strategien der ERBB2 als tumoragnostisches Target; DESTINY-PanTumor02 ORR
von T-DXd bei verschiedenen Tumorentitaten. Biliare Tumore in violett.(51)
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Abbildung 28: Diskordanz der ERBB2 Testung central vs peripher; Gewebe basiert vs liquid
biopsy.(49)

BRAF

Die Pravalenz von aktivierenden Mutationen im BRAF-Gen liegt bei 3—5% in biliaren
Neoplasien. Uber 50% der Patienten mit iCCA zeigen eine typische Klasse-1-BRAF-
V600E-Mutation. Die verbleibende Patientenpopulation weist schwierig zu
adressierbare Klasse-2- und -3-BRAF-Mutationen auf. Im Kontext von Melanomen
erwies sich eine BRAF-gerichtete Monotherapie als effektiv. Jedoch zeigten
gastrointestinale Neoplasien nicht dieselbe Ansprechrate. Sequenzielle Inhibition
des EGFR-MAPK-Signalweges durch die Kombination von EGFR- und BRAF- oder
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BRAF- und MEK-Inhibitoren hat sich jedoch als eine effizientere Strategie fur BRAF-
V600E-mutierte GI-Tumoren herausgestellt und ist inzwischen etablierter
Bestandteil der Therapie beim BRAF-V600E-mutierten Kolorektalkarzinom
(Abbildung 29). Fir BRAF-V600E-mutierte iCCA haben die ROAR-Basket-Studie
(Kombination von Trametinib und Dabrafenib) und die TAPUR-Studie (Kombination
von Cobimetinib und Vermurafenib) signifikante Wirksamkeit gezeigt, mit
Ansprechraten von >40% und Krankheitskontrollraten von >80% (vgl. Abbildung
30).(53) Daten bezuglich der Wirksamkeit von Therapieansatzen fur Klasse-2- und
-3-BRAF-Mutationen sind noch limitiert, daher ist die Einbindung in ein molekulares

Tumorboard oder die Einbeziehung in klinische Studien zu empfehlen.

BRAF Wild Type B BRAF p.V600E Mutation
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Abbildung 29: BRAF V600E fiihrt zu exzessiven MAPK signaling und maligner Transformation. (54)
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Abbildung 30: Ansprechraten auf kombinierte BRAF/MEK Inhibition bei BRAF V600E alterierten
Tumoren aus der ROAR Studie.(53)
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KRAS

KRAS stellt einen prominenten onkogenen Treiber in humanen Tumoren dar.
Beachtenswert ist, dass mehr als 80% der KRAS-Mutationen im Codon 12 lokalisiert
sind, welcher typischerweise ein Glycinrest aufweist. KRAS wurde aufgrund der
besonderen Proteinstruktur lange als nicht ,druggable” angesehen.(55) Die KRAS
G12C Mutation war die erste die durch Sotorasib inhibiert werden konnte. Die
KRAS-G12C-Mutation, die die GTP-assoziierte aktive Konformation von KRAS
fordert, resultiert in erhohter Zellproliferation (Abbildung 31). Diese Mutation wird bei
zirka 14% der nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom (NSCLC) Patienten und bei 3-4%
der kolorektalen Karzinom (CRC) Patienten festgestellt. Zudem wurde sie
sporadisch, mit einer Pravalenz von 1-2%, in Gallengangskarzinomen identifiziert.

Adagrasib agiert als ein oral applizierter, kovalenter Inhibitor, welcher selektiv und
irreversibel an KRAS-G12C bindet und somit dessen inaktiven, GDP-assoziierten
Zustand stabilisiert. In der multizentrischen Phase-I/lI-Studie KRYSTAL-1 wurde
Adagrasib bei Patienten mit fortgeschrittenen soliden Tumoren und KRAS-G12C-
Mutationen getestet. Bisherige Daten aus dieser Studie zeigten positive Ergebnisse
sowohl bei NSCLC als auch bei CRC. Vorlaufige Ergebnisse wiesen auch auf
therapeutisches Potenzial bei biliaren Tumoren hin, wobei 5 von 12 Patienten mit
biliaren Karzinomen eine Remission zeigten, was einer Gesamtansprechrate (ORR)
von 42% entspricht. Das mediane progressionsfreie Uberleben (PFS) betrug 7,4
Monate.(56)

Trotz der ermutigenden Resultate ist es wahrscheinlich, dass zukunftige
therapeutische Ansatze verstarkt Kombinationstherapien in Erwagung ziehen
werden, um potentiellen Resistenzmechanismen entgegenzuwirken. Ein Variante

ware die Kombination mit einem EGFR Inhibitor analog dem CRC.
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Abbildung 31: RAS Mutationen fihren zu einem konstitutiv gesteigerten MAPK signaling. Diese
kann an mehreren Ebenen unterbunden werden. Neue KRAS Inhibitoren greifen am GDP-GTP
Austausch an (Ebene 4).(55)

MSI

Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) und  Mismatch-Repair-Defizienz ~ (dMMR)
reprasentieren molekulare Anomalien, die mit einer defizienten DNA-
Reparaturfahigkeit in Zusammenhang stehen (siehe Abbildung 32) Bei
Gallenwegstumoren sind diese Anomalien selten und betreffen nur etwa 1% der
Patienten. Dennoch stellt MSI in gastrointestinalen Tumoren einen der bestatigten
pradiktiven Biomarker fur ein Ansprechen auf Immuntherapie dar (vgl. KN 158
Studie; Abbildung 33)

Die Phase-llI-Studien TOPAZ-1 und KEYNOTE-966 haben die Bedeutung der
Immuntherapie als Erstlinientherapie hervorgehoben.(57,58) Dennoch bleibt die
Frage offen, inwiefern eine Intensivierung der Immuntherapie, durch z.B. die
Zugabe eines CTLA4-Inhibitors, den Therapieerfolg bei MSI-Patienten potenzieren
konnte. Eine duale Checkpoint-Inhibition ohne die Verwendung von Chemotherapie
ware dabei besonders reizvoll, da sie eine potenzielle Steigerung der

Therapieeffizienz mit einer moglichen Reduktion der Toxizitat verbindet.
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Weitere therapeutisch relevante genetische Alterationen

Einige der bislang diskutierten genetischen Veranderungen gehdren zu den
haufigsten und therapeutisch relevantesten in dieser Tumorentitat. Jedoch
existieren auch niedrigfrequente Alterationen, die als potenzielle therapeutische

Zielstrukturen im Rahmen prazisionsonkologischer Ansatze dienen konnten.

Zu den selteneren, aber dennoch therapeutisch relevanten genetischen
Veranderungen gehdren diverse Fusionsproteine. Beispielsweise sind NTRK-
Fusionen fur ihre entitatsunabhangige therapeutische Relevanz bekannt, wobei die
Europaische Arzneimittel-Agentur (EMA) die Inhibitoren Larotrectinib und
Entrectinib bereits zugelassen hat.(62) RET-Fusionen, die primar im Kontext von
Lungenkarzinomen beschrieben werden, sowie NRG7-Fusionen kdnnen ebenfalls
als mutmalliche Treibermutationen in bilidren Tumoren fungieren. Es ist
erwahnenswert, dass Patienten mit Cholangiokarzinom in Basket-Studien, die RET-
Inhibitoren (Selpercatinib und Pralsetinib) sowie NRG7-Fusionen (Seribantumab
und Zenocutuzumab) betreffen, eingeschlossen waren.(63,64) Afatinib kann bei
NRG1 Fusionen auflerhalb von Studien erwogen werden. Weitere lohnenswerte,
aber selten Targets sind MET Amplifikation (Tepotinib) oder MDM2 Amplifikationen

(Milademetan).

Jedenfalls ist bei diesen seltenen Alterationen eine Besprechung in einem

molekularem Tumorboard zu empfehlen.
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Studie Phase | Linie Therapie Molekulare Alteration | Anzahln | ORR(%;95%-KI) | DCR(%;95%-KI | mPFS(Monate; m0S (Monate; Referenz
95%-KI) 95%-KI)
Immuntherapie
KEYNOTE-158 Il 2 Pembrolizumab - 104 58(21-121) 22,1 (NA) 2,001,9-21) 74(5,5-9,6) [4]
TOPAZ-1 1l 1 Gemcitabin/Cisplatin/ | - 685 267vs.187 - 72(6,7-74) . 128(11,1-140) | 3]
Durvalumab 57(56-67) w115
(101-12,5)
KEYNOTE-966 Il 1 Gemcitabin/Cisplatin/ | - 1069 29(25-33)beide | 75(71-79)vs.76 | 6,5(5,7-6,9) vs. 12,7(11:5-136) | [6]
Pembrolizumab Studienarme (72-80) 56(5,1-66) v5.109(9.9-11,6)
Molekulare Therapie
Fight-202 Il 22 Pemigatinib (FGFR 1-3) | FGFR2-Fusionen/ 107 355(265-454) | 82,0 (74-89) 69(6,2-96) 21,1(14,8-nicht | [10]
Reamangements ereicht)
NCT02150%67 Il 22 Infigratinib (FGFR 1-3) | FGFR2-Fusionen 122 2310156-32.2) 84,3 (760-906) | 73(56-76) 12,2(10,7-149) [11]
RAGNAR Il 22 Erdafitinib (Pan-FGFR) | FGFR2-Aberrationen/ | 11 66,7 (N/A) 100 (N/A) 5,59(1,87-nicht N/A 2]
Fusionen emeicht)
FIDES-02 Il 22 Derazantinib (Pan-FGFR) | FGFR2-Fusionen 2 20,7 (N‘A) 82,8 (V/A) 5,7(4,0-9,2) Nicht emreicht [13]
FOENIX-CCA2 | 1l 22 Futibatinib (Pan-FGFR) | FGFR2-Fusionen/ 103 42(32-52) 43 (74-89) 9,0(6,9-13,1) 21,7(14,5-nicht | [14]
Rearrangements aneicht)
REFOCUS I 21 RLY-4008 (FGFRZ) FGFR 2-Fusions/ 17 824(566-96,2) | 100(805-1000) | N/A NA [15)
Rearrangements
ClarlDHy Il 2 Ivosidenib IDH1-Mutationen 185 24(NA) 53(NA) 27vs 4 103(7,8-124) ws. | [16]
(1,642 7,5(4.8-111)
MyPathway Il 22 Pertuzumab/ Her2-Amplifikation/ k2] 23(11-39) 51(35-68) 40(1,8-57) 109(5,2-156) 7]
Trastuzumab Uberexpression
TAPUR Il 22 Pertuzumab/ Her2-Mutation/ L} 32(16-52) 40 (29-53) 25(18-37) 6,9(3,9-11,3) [18]
Trastuzumab Amplifikation/
(berexpression
KCSG-HB19-14 | I EY) FOLFOX/Trastuzumab | Her2-Amplifikation/ E) 294(167-463) | 794(629-899) | 51(36-67) 10,7(79-nicht | [19)
(berexpression emeicht)
HERB Il 22 Trastuzumab- Her2Amplifikation/ 2 3640196-56,1) | 81,8(597-948) | 51(3,0-73) 71(4,7-146) 120]
Deruxtecan Uberexpression
HERIZON-BTC Il 22 Zanidatamab Her2-Amplifikation/ 8 413(304-528) | 68,8(574-78,7) | 55(3,7-73) NA [21]
(I berexpression
SGNTUC-019 Il 22 Trastuzumab/Tucatinib | Her2-Uberexpression/ | 30 46,(308-63,0) 76,7 55(39-81) 155(6,5-167) [22)
Amplifikation
SUMMIT Il 22 Neratinib Her2-Mutation/ 5 16 (4,5-36,1) 24(93-85,1) 28011-37) 543,7-11,7) [23]
Amplifikation/
Uberexpression
ROAR Il 22 Dabrafenib/Trametinib | BRAF-VG00E 5] 47(31-62) N/A 7,2(N/A) 11,2(N/A) [24,25]
TAPUR Il 22 Vemurafenib/ BRAF-V600E 3 57(37-76) 68 (90%-Kl: 58MN/A) 15,2 (N/A) [26]
Cobimetinib QCcA) 54-100)
eNR Gy Il 22 Zenocutuzumab NRG1-Fusion 8 34(24-46) NA N/A N/A 27
BCCA
CRESTONE I 22 Seribantumab NRG1-Fusion 12 BINA 92{N/A) N/A /A [28]
(occh)
NAVIGATE Il 22 Larotrectinib TRK-Fusion 55 75(61-85) 88 (N/A) Nicht erreicht Nicht erreicht [29)
QCcA)
STARTRK Il 22 Entrectinib TRK-Fusion 54 57(43,1-708) - 11,0(8,0-149) 21,00149-nicht | [30]
[1CCA emeicht)
ARROW Il 22 Pralsetinib RET-Fusion 3 57(35-77) 83 (51-95) 146,1-136) 13,617 5-nicht [31]
3 CCA) erreicht)
LIBRETTO I EY) Selpercatinib RET-Fusion 41 439(285-603) | NA N/A N/A [32]
BCCA)
KRYSTAL-1 I 21 Adagrasib KRAS-G12C 64 351 917 BIC:86(2,7-113) | 15,1(86-nicht | [33]
{1in1L) (12BTC) | BTC:41,7(5112) emeicht)
95%-K1 95%-Konfidenzintervall, BTC, biliary tract cancer’, bilidre Karzinome, CCA Cholangiokarzinom, DCR disease control rate”, Krankhettskontralirate, FOLFOX Folinséure, 5-FL) Oxaliplatin, mPFS ,mean progres
sion-free survival’, mittleres prog ressiansfreies Uberleben, N/A nicht angegeben, ORR , overall response rate"

Abbildung 34: Synopsis der bisher durchgefiihrten Studien zu molekular informierten Therapien bei

biliaren Tumoren.(65)
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1.10. ESCAT (ESMO Scale for Clinical Actionability of Molecular
Targets)

Die fortschreitende Erweiterung genomischer Analysen bis hin zum Whole Genome
Sequencing erfordert eine systematische Kategorisierung und Priorisierung
hinsichtlich der klinischen Relevanz identifizierter genomischer Alterationen (GAs).
Zur Adressierung dieses Bedarfs wurde die ESMO Scale for Clinical Actionability of
Molecular Targets (ESCAT) von der European Society for Medical Oncology
(ESMO) entwickelt. Ziel dieses Systems ist die systematische Einstufung von GAs

basierend auf dem aktuellen Stand wissenschaftlicher Evidenz.(21,22)

Die ESCAT gliedert sich in vier Hauptstufen (Tier I-1V) mit insgesamt elf Unterstufen
(Tier I-A bis X), wobei die klinische Relevanz von hochster (I) bis niedrigster (X)
abnimmt. Diese Klassifikation zielt darauf ab, molekulare Targets mit
handlungsrelevantem Potential in der Onkologie zu identifizieren und
Entscheidungsprozesse innerhalb molekularer Tumorboards zu unterstitzen.
Haufig wird ESCAT IlI/A als minimales Evidenzniveau fuir Empfehlungen von

Tumorboards herangezogen.

Im Detail charakterisieren sich GAs der Stufe | durch hohe klinische Relevanz und
sollten in der klinischen Praxis berlcksichtigt werden, da diese durch klinische
Studien belegt sind. Die Subkategorisierung (I-A bis I-C) reflektiert die Qualitat der

zugrunde liegenden Evidenz, insbesondere das Design der unterstiitzenden Studie.

Die Stufe Il umfasst GAs, die mdglicherweise klinisch relevant sind, fur die jedoch
weitere Evidenz erforderlich ist, entweder aufgrund der retrospektiven Natur der

Studiendaten oder aufgrund mangelnder Uberlebensvorteile.

Die Stufe Ill charakterisiert GAs, die in anderen Tumorentitaten relevant sein
konnten oder ahnliche Signalwege aufweisen, jedoch ohne spezifische klinische

Evidenz in der jeweiligen Tumorentitat.

Die Stufe IV fokussiert sich auf GAs, die praklinische Evidenz fir ihre Relevanz
aufweisen und potenziell in zuklnftigen klinischen Studien untersucht werden

konnten.

AbschlieBend ist die regelmaRige Uberprifung und Neubewertung des ESCAT-
Stufen fur individuelle Patienten essentiell, da das Feld der therapeutischen Targets
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und deren Evidenzlage dynamisch ist. Dies spiegelt die rasante Entwicklung in der

Onkologie  wider

Prazisionsmedizin.

und betont

die Bedeutung

individualisierten

Eine ESCAT Klassifikation der haufigsten molekularen Targets bei biliaren Tumoren
ist in Abbildung 40 beschrieben.

ESCAT Tiers

Examples

tumor entities

Tier-1 Clinically A survival benefit in ERBB2 amplification in breast
relevant prospective, randomised cancer, BRCA 1/2 somatic and
trials germline mutation in breast
and prostate cancer
PIK3CA mutation in HR+
breast cancer
BRAF mutation in melanoma
B: clinical benefit in ROSI1 fusion or BRAF V600E
prospective, single-arm mutation in NSCLC
trials
C: clinical benefit in basket | NTRKI fusion in NSCLC or
trials gastric cancer
Tier-11 Potentially A: clinical benefit in PIK3CA mutation in prostate
clinically retrospective trials cancer
ECkcrant B: increased responsiveness | ERBB2 mutation in breast
and outcome in prospective | cancer
trials
Tier-111 A: clinical benefit in other PIK3CA mutation in NSCLC

B: biomarker is located in
the same gene/pathway as

Tier I-1I1A targets

ERBB3 mutation in breast

cancer

Tier-IV | Evidence from

A: improved drug sensitivity

IGFIR, MYC, SF3B1 in

actionable

preclinical in in-vitro or in-vivo models | breast cancer
sucies B: actionability shown in in- | CCND1 and FGFR1
silico models amplifications in breast cancer
Tier-V Improved objective PTEN
response in prospective
trials
Tier-X No relevance Biomarkers are not TET2

Abbildung 35: Aufbau der ESCAT Tiers und Beispiele flir Annotationen(66)
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2. Retrospektive Datenerhebung am Tumorzentrum OO

2.1. Einleitung

Fur Osterreichische Patientiinnen existieren bislang wenige prospektive noch
retrospektive Daten, die den Stellenwert einer molekular informierten Therapie bei

biliaren Tumore beleuchten.

Rezente ESMO Leitlinien zur molekularen Testung bei soliden Tumoren empfehlen
bereits zur Therapieentscheidung bei CCC’s im inoperablen setting eine NGS
Routinetestung in Analogie zum Lungenkarzinom(28). Umso mehr ist eine
Charakterisierung des zu erwarteten zusatzlichen klinischen benefits unabdingbar.
Die zu erhebenden Daten sollen helfen die Bedeutung und Konsequenz einer
umfassenden molekularen Analyse beim CCC darzulegen, damit zukunftig jeder

Patient:in mit CCC in OO friihzeitigen genetischen Diagnostik unterzogen wird.

2.1.1. Zielsetzung der Studie

Ziel der geplanten retrospektiven Analyse an biliaren Tumoren, die in den letzten 3

Jahren am Tumorzentrum OO behandelt wurde, soll sein:

1. Die Charakterisierung der Mutationslandschaft bilidrer Tumore anhand eines OO
Kollektives. AnschlieRend sollen pathogene Varianten anhand der ESCAT Kriterien
eingereiht und bewertet werden. Es soll gezeigt werden, dass analog zum
Lungenkarzinom eine Reflextestung auf molekular definierte Targets unabdingbar

ist.

2. Die Bedeutung des Einsatzes molekular informierter Therapeutika in der
Therapiesequenz biliarer Tumore darzustellen. Effektivitatsdaten sollen den
Unterschied im Gesamtuberleben von Patienten, die zielgerichtet behandelt werden

konnten zu rein chemotherapeutisch behandelten Patient:innen zeigen.

3. Weiters soll das PFS Verhaltnis zielgerichtete Therapie zu Chemo- Vortherapie
ermittelt werden. Dies ist ein etablierter Parameter, um die Effektivitat zielgerichteter

Therapieansatze darzustellen.(67)
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2.2. Methoden

In dieser Studie fiihrten wir eine retrospektive Uberprifung der Krankenakten von
Patienten durch, die zwischen September 2015 und Januar 2022 am Tumorzentrum
OO mit BTC diagnostiziert wurden.

Zur Studie zugelassen wurden Patienten, bei denen eine histologisch gesicherte
Diagnose eines BTC vorlag und eine molekulare Profilierung des Tumorgewebes
durchgefiuihrt wurde. Entscheidungen flr individuelle, molekular abgestimmte
therapeutische Optionen basierten auf der aktuellen wissenschaftlichen und
klinischen Erfahrung, der Verfugbarkeit klinischer Studien und den zu diesem
Zeitpunkt zugelassenen Wirkstoffen. Eine schriftliche Einverstandniserklarung zur
molekularen Analyse wurde von jedem Patienten im Rahmen des regularen
klinischen Ablaufs eingeholt. Von den elektronischen Patientenakten wurden Daten
zu Demografie, Resektion, lokal-therapeutischen Ansatzen, Chemotherapie,
zielgerichteten Therapien und Uberlebensstatus bis September 2022 gesammelt.
Die Stadien wurden gemaly der TNM-Klassifikation, 8. Auflage, definiert. Alle
statistischen Analysen wurden mit dem Stata-Softwarepaket (Stata, Version 17.0;
StataCorp) und GraphPad Prism 9.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA)
durchgefuhrt.

Die Studie wurde im von der Ethikkommission des Land Oberdsterreich bestatigt ist
im Einklang mit der Deklaration von Helsinki 1975 (Ethikvotum: 1100/2023).

2.2.1. Molekulare Profilierung und Klassifikation von Mutationen

Genetische Varianten wurden fur die statistische Analyse analog den von Cao et al.

festgelegten Kriterien analysiert.

Wir testeten zwei Variantenklassifikationssysteme in der Prazisionsonkologie, die
typischerweise in molekularen Tumorboards verwendet werden. ESCAT, als
Rahmenwerk fir die Handlungsrelevanz molekularer Ziele wurde verwendet, um die
klinische Evidenz fur die abgestimmten zielgerichteten Therapien zu bewerten. Die

Probenentnahme und die NGS-molekulare Profilierung wurden mit Tumorgewebe
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durchgefuhrt, das aus Stanzbiopsien oder chirurgischen Proben gewonnen wurde.
Die DNA wurde mit benutzerdefinierten NGS-Panels analysiert: die TruSight Tumor
170 - lllumina-Hybrid-Capture-Plattform (170 Gene fur Mutationen, Amplifikationen
oder Fusionsprodukte) oder die FoundationOne CDx-Hybrid-Capture-NGS-
Serviceplattform (324 Gene sowohl fur Mutationen als auch fur Fusionsprodukte,
Foundation Medicine, Inc.). Zusatzlich wurden Daten zum defekten Mismatch-
Repair (dMMR)/Mikrosatelliteninstabilitatsstatus (MSI), PD-1 oder PDL-1 und

HERZ2neu oder EGFR IHC gesammelt, wenn diese berichtet wurden.

Unser Hauptziel war es, das Gesamtuberleben (OS) von Patienten mit ESCAT I-IV
Veranderungen, die mit gezielten Medikamenten abgeglichen wurden, im Vergleich
zu denen zu bewerten, die mit Chemotherapie behandelt wurden. OS wurde als die
Zeit von Beginn der Erstlinien-Systemchemotherapie bis zum Todesdatum definiert;
Patienten ohne dokumentierten Tod am Stichtag wurden zum Datum zensiert, an
dem bekannt war, dass der Patient zuletzt am Leben war. Die Aktivitat der gezielten
Behandlung wurde weiterhin mit dem PFS-Verhaltnis beschrieben, das als PFS, das
bei abgestimmter gezielter Therapie erreicht wurde, dividiert durch PFS oder Zeit
bis zum Therapieversagen (TTF), das bei vorheriger Therapie beobachtet wurde,
definiert wurde. Ein PFS-Verhaltnis von 21,3 wurde auf Grundlage der
Uberlegungen von Bailey et al. und Von Hoff et al. als vorteilhaft erachtet, wobei
jeder Patient als seine eigene Kontrolle dient, was ein Studienendpunkt fir
Prazisionsmedizinstudien ist, wie er von Gesundheitsbehorden wie der

Europaischen Arzneimittel-Agentur empfohlen wird.

2.2.2. Statistik

Deskriptive Statistiken wurden verwendet, um die Basisdaten aller Patienten mit den
molekularen Testergebnissen zusammenzufassen. Zeit-bis-Ereignis-Endpunkte
wurden mit der Kaplan-Meier-Methode geschatzt und der Log-Rank-Test fir den
statistischen Vergleich verwendet

2.3. Ergebnisse

42



2.3.1. Patientencharakteristika

Insgesamt war das molekulare Profil von 88 Patienten mit biliaren Tumoren
verfugbar. Die Beschreibung der molekularen Landschaft basiert auf dieser
Kohorte.

66 Patienten davon erhielten eine palliative Systemtherapie und wurden flr
nachfolgende Effizienz- und Lebenszeitanalysen verwendet. 22 Patienten wurden
von einer weiteren Analyse ausgeschlossen; entweder wurde keine Systemtherapie

durchgefuhrt oder es lag noch eine kurative Situation vor (Abbildung 36)

88 Patienten mit vollstandiger klinischer
Dokumentation und umfassender molekularer
Charakterisierung

¥

66 Patienten,die eine palliative
Systemtherapie erhalten haben

25 Patienten mit 41 Patienten ohne
zielgerichteter zielgerichtete Therapie
Therapie (Chemotherapie)

Abbildung 36: Consort Diagramm

Patienten, die eine zielgerichtete Therapie erhielten, waren junger als diejenigen,
die nur Chemotherapie erhielten; 60.96 vs. 68.29 Jahre. Das
Geschlechterverhaltnis war ausgeglichen. In der Chemotherapie Kohorte waren
mehr Patienten mit ECOG- performance Status 1 oder 2 inkludiert, hingegen waren
in der targeted therapy Gruppe bei 84% der Patienten ein ECOG 0 vorhanden. Wir
beobachteten einen héheren Anteil von iCCA (80% vs 51.2%) in der Gruppe der
Patienten, die fUr eine zielgerichtete Therapie in Frage kamen, wahrend in der
Chemotherapiegruppe mehr Patienten mit eCCA auftraten; Gallenblasenkarzinome
waren nur 2 dokumentieren Es wurde kein relevanter Unterschied in der
Tumorstadienverteilung zwischen den beiden Gruppen festgestellt. Patienten mit
zielgerichteter Behandlung neigten haufiger zur primaren Tumorresektion (36% vs
29.3%) und zur ablative Therapie (Strahlentherapie, RFA, SIRT,
Metastasenresektion) (24% vs 2.4%) im Verlauf der Erkrankung (Abbildung 37).

43



Die meisten Patienten erhielten eine platinbasierte Kombination als erste
systemische Behandlung Die Chemotherapie der zweiten Linie bestand meist aus
Irinotecan (FOLFIRI, NALIRI+5FU oder platinbasierter Chemotherapie (FOLFOX).
Insgesamt erhielten die Patienten in der Gruppe der zielgerichteten Therapie mehr

Therapielinien: range [2-5] vs [1-4] als die Chemotherapiegruppe (Abbildung 37).

N 41 (62.1%) 25 (37.9%)
Chemotherapie Targeted Therapy

SEX

m 27 (65.9%) 17 (68.0%)

w 14 (34.1%) 8 (32.0%)
Alter 68.29 60.96
Lokalisation

eCCA&GBC 20 (48.8%) 5 (20.0%)

iCCA 21 (51.2%) 20 (80.0%)

Resektion Primum

nein 29 (70.7%) 16 (64.0%)
ja 12 (29.3%) 9 (36.0%)
ECOG
0 15 (36.6%) 21 (84.0%)
1 20 (48.8%) 4 (16.0%)
2 6 (14.6%) 0 (0.0%)
Stadium
I 8 (19.5%) 4 (16.0%)
11 11 (26.8%) 9 (36.0%)
v 22 (53.7%) 12 (48.0%)

Lokal ablative Verfahren

ja 1(2.4%) 6 (24.0%)
nein 40 (97.6%) 19 (76.0%)
Platin haltige

Erstlinientherapie

34 (82.9%) 20 (80%)
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Anzahl der Therapielinien

range 1-4 2-5
Etablierung der targeted

therapy

2nd line 14 (56%)
3rd line 9 (36%)
4th line 1(4%)
5th line 1(4%)

Abbildung 37: ,Table 1“ der Patientencharakteristka

2.3.2. Charakterisierung der genetischen Alterationen und klinische
Annotation analog ESCAT

Die drei am haufigsten veranderten Gene waren TP53 (43.18%), KRAS (29.55%)
und CDKNZ2A (27.27%). Die derzeit bei bilidaren Tumoren in Diskussion stehenden
Alterationen von FGFR2 (13.64%) oder IDH1(2.27%) waren deutlich seltener
(Abbildung 39). Abbildung 38 zeigt im Uberblick das Spektrum an genetischen
Alterationen pro Patient. Auffallend ist, dass bei FGFR2/3 Alterationen Fusionen
dominieren, wahrend bei ERBB2 oder MET Amplifikation hervorstechen; ansonsten

sind meist Punktmutation zu beschreiben.
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Abbildung 38: Spektrum der genetischen Alterationen in der Kohorte des Tumorzentrums OO
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Abbildung 39: Haufigkeitsverteilung relevanter, weil potentiell zielgerichtet adressierbar, Alterationen

in der Kohorte des Tumorzentrums OO

Die verschiedenen Alterationen wurden klinisch annotiert und analog den ESCAT
Kriterien gereiht. Abbildung 40 gibt einen Uberblick Uber die Einordnung der
molekularen Targets und die korrespondierende durchgefuhrte Therapie. Die
Mehrheit der Patienten, die mit molekular informierter Therapie behandelt wurden,
weisen ESCAT | oder Il Targets auf; Alterationen in FGFR2/3, ERBB2, IDH1, BRAF
V600E oder MSI. Targets mit ESCT IIl oder IV wurden nur vereinzelt adressiert und

hier kam meist ein Checkpointinhibitor bei hohem CPS/TPS score zum Einsatz.

targeted
ESCAT tier gene alteration N patients prevalence therapy N patients
9 10.2 Pemigatinib 7
FGFR2 fusion
None 2
3 34 Pemigatinib 1
Pazopanib 1
I-B: N= 20 FGFR2/3 mut None 1
23% L
o FGFR2 2 2.3 Temsirolimus 1
Amplifikation None 1
FGFR3
Rearrangement 1 1.1 FGFR2i 1
IDH1 mut 2 2.3 None
IDH2 mut 3 3.4 None
MSI 3 34 Anti PD-1 3
I-C; N=3 None 0
3,4% . ]
BRAF V600E 3 34 BRAFi/MEKi 1
I1-B; N=11 mut None 2
12,5% 4 4.5 Trastuzumab 2
ERBB2 amp None
ERBB2 mut 4 4.5 None
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2 2,3 PARPI
BRCA1 mut None 1
5 57 PARPI
BRCA2 mut None 4
9 10.2 Alpelisib
11I-A; N=35
40% PIK3CA mut None 8
KRAS mut
G12C 3 3.4 None 3
ATM mut 3 3.4 None 3
ATM del 6 6.8 None 6
PALB2 mut 2 2.3 None 2
PALB2 del 1 1.1 None 1
CPS, TPS
Immunoscore 4 4.5 Anti PD-1 4
ARID1A mut 17 19.3 None 17
BAP1 mut 15 17.0 None 15
IV-A; N=78 CDKN2A del 30 34.1 None 30
89% ’
3 3.4 Anti PD-1 1
MUTYH mut None 2
RAD51b del 6 6.8 None 6
CHEK1 del 7 8.0 None 7

Abbildung 40: Annotation der genetischen Alterationen anhand der ESCAT Klassifikation und

eingesetzte molekulare Strategien

2.3.3. Charakterisierung der Effektivitat von
Therapiestrategien in der klinischen Routine

zielgerichteten

Bei den meisten Patienten (56%) wurde die zielgerichtete Therapie als zweite
systemische Behandlungslinie verabreicht. Ein kleiner Prozentsatz (36%) erhielt sie
in der dritten Linie. FUr den Rest wurde sie in einer spateren Behandlungslinie
gegeben. Die Aktivitat der zielgerichteten Therapie lasst sich Vergleich mit der
vorangegangen Chemotherapielinie darstellen. Das Balkendiagramm in Abbildung
41 zeigt, dass einige Patienten (ins. FGFR2 Fusion mit Pemigatinib bzw. MSI mit
Pembrolizumab) eine Therapiedauer von mehr als 24 Monaten aufweisen und als
long term responder zu bezeichnen sind. Um die Aktivitat einer zielgerichteten
Therapie besser zu quantifizieren, wurde die PFS Ratio (PFS targeted therapy/PFS
der Pra-Chemotherapie) jedes einzelnen Patienten berechnet. Hier zeigt sich, dass
52% eine PFS Ratio von zumindest 1 aufweisen (in Abbildung werden log2

ausgewiesen); 10 Patienten weisen eine PFS Ratio von >= 1.3 auf.
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Abbildung 41: Vergleich der PFS Zeiten der vorrangegangenen Chemotherapie mit der
darauffolgenden targeted Therapie (links). Log2 der PFS Ratio (targeted Therapie/Chemotherapie).

Die roten Punkt signalisieren eine positive PFS Ratio und somit einen klinischen benefit (rechts).

Das mediane Uberleben von Patienten mit zielgerichteter Therapie betrug 22.68
Monate 95%CI (12.79-NR). Patienten, die eine zytotoxische Chemotherapie
erhielten, lebten median 10.95 Monate 95%CI (5.52-16.64). Im Vergleich der
Uberlebenszeiten mit log rank Test zeigt sich eine HR Vorteil von 0.44 95%CI
(0.236-0.847) p= 0.013 fur die zielgerichtete Therapie (siehe Abbildung 42)

OS Patienten mit palliativer Systemtherapie

100+
80 Median survival
— Targeted Therapy: 22.60 Monate
= Chemotherapie: 10.95 Monate
Z 04 HR: 0.44
E
Bl e e ———
I I
ne_ 404 |
%] | L
o |
20 I I —— Chemotherapy
| | —— Targeted Therapy
| I
| I
0_ T II T ! T T T T
0 10 20 30 40 50 60
Monate
Number at risk
Chemotherapy 41 16 6 3 2 1 0
Targeted Therapy 25 20 " 6 L 3 1

Abbildung 42: Kaplan-Meier Kurven des Gesamtuberlebens von Patienten mit targeted Therapie
und Chemotherapie im Vergleich
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2.4. Diskussion

Der Hauptanliegen dieser Studie war, die Wirksamkeit von Prazisionsmedizin bei
biliaren Tumoren in der klinischen Routine zu demonstrieren. In unserer Kohorte
konnte 37.9% der Patienten im metastatischen Stadium eine zielgerichtete Therapie
angeboten werden. Dieser Prozentsatz liegt gering unter den angenommenen 40-
50% potenziell nutzbarer Ziele bei BTC. In unserem Setting konnten lange turn
around Zeiten bis zum definitiven Einsatz einer zielgerichteten Therapie
verantwortlich sein. Dies unterstreicht die Empfehlung der aktuellen ESMO
Guidelines eine molekulare Analyse schon bei Diagnosestellung vor Einleitung der
Erstlinie zu veranlassen, um in der 2nd oder 3rd line ein evtl. vorhandenes
molekulares Target zeitnah adressieren zu kdnnen. Entsprechende awareness zur
molekularen Testung jedes metastasierten CCC's wird in zunehmenden Malie am
Tumorzentrum OO sowohl bei Klinikern (Chirurgen, Onkologie) wie auch in den
diagnostischen Fachern (Radiologie, Pathologie und Molekularbiologie) geschaffen.
Obwohl einige der in dieser Arbeit beschrieben durchgeflihrten Therapiekonzepte
auf compassionate use beruhen, waren doch nicht flr alle potentiell adressierbaren
Alterationen entsprechende Therapiemdglichkeiten realisierbar, z.b.: IDH1/2, KRAS
G12C, MET-Amplifikation oder MDM2 Amplifikation. Weiters wurde der Grol3teil der
Proben mittels TSO170 panel analysiert, was sicherlich nicht mehr dem aktuellen
Diagnostik Standard entspricht. Ob konsequenterweise immer ein RNA
Fusionspanel inkludiert war, konnte nicht mit letzter Sicherheit aus den

Krankenakten enthnommen werden.

Weiters waren teilweise lange Latenzzeiten, bis die gesamte molekulare
Zusammensetzung unserer Kohorte spiegelte die in der Literatur beschriebenen
Ergebnisse wider. Der Grund flur die niedrigere Haufigkeit von IDH1/2-Mutationen

bei unseren Patienten bleibt unklar.

Vorteil im PFS gegeniiber der vorangegangenen Chemotherapie bei Einsatz

molekular informierte Therapie

Normalerweise nimmt die Dauer bis zur Progression auf eine Therapie von

Therapielinie zu Therapielinie ab. An unserer Kohorte waren bei einem
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uberwiegenden Teil der Patienten das PFS der zielgerichteten Therapie mindestens
genausolang wie bei der vorangegangenen Chemotherapie. Nimmt man die PFS
Ratio von 1.3 oder auch 1.5 wie von Von Hoff et al. heran um die Wirksamkeit
molekular informierter Therapiestrategien zu bewerten, so zeigte sich bei 66.7%
eine PFS Ratio von 1.3 und mehr.(67,68) Somit ist hier in der Gesamtkohorte von
einem doch erheblichen Benefit auszugehen, der sich schlussendlich auch in einem

verlangertem Gesamtuberleben niederschlagt.

Vorteil im Gesamtiberleben bei Einsatz molekular informierte Therapie

Unsere Studie zeigt, dass der Einsatz molekular informierter Therapiestrategien das
Gesamtuberleben fast verdoppelte. Eine multivariate Analyse unter Einschluss von
relevanten Ko-Faktoren wie Alter, ECOG-Status, Geschlecht, Tumorlokalisation,
primare Tumorresektion, Stadium bei Diagnose und lokale ablative Therapie ist
noch ausstandig und soll an einer grolieren Kohorte nachgeholt werden. Es ist aber
aufgrund des sehr deutlichen OS Vorteils keine wesentliche Befundanderung zu
erwarten. Ein wesentlicher Bias unser Studie ist, dass in der Chemotherapie
Kohorte auch Patienten eingeschlossen wurde, die keine 2nd Line erhalten haben.
Der klinische Benefit des Einsatzes von Chemotherapie in der 2nd line oder 3rd line
ist zwar in prospektiven Studien gezeigt; jedoch ist der absolute Benefit sehr
moderat und es gibt durchaus Experten, die den Einsatz von Chemotherapie nach

Versagen der Erstlinientherapie nicht als zwingend betrachten.

Wirksamkeit gemall ESCAT-Klassifikation

André et al. zeigten, dass der klinische Nutzen der gezielten Therapie bei
Brustkrebs auf die ESCAT I/ll-Stufen beschrankt zu sein scheint.(69) Die
Ergebnisse von Verdaguer et al. deuten darauf hin, dass ein Nutzen flir eine Kohorte
von BTC aus hoéher eingestuften ESCAT-Empfehlungen abgeleitet wird.(22) In
unserer Kohorte zeigen vor allem Patienten mit FGFR2 Fusion bzw. MSI Patienten
eine deutliche Uberlebenszeitverlangerung und es ist davon auszugehen, dass der
Haupteffekt der Kohorte mit targeted Therapie auf das Gesamtuberleben von
Patienten mit FGFR2 Fusion oder MSI getragen wird.
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Einschrankungen

Ein Nachteil unserer Studie war, dass MSI- und TMB-Tests nicht routinemafig bei
jedem Patienten durchgefluhrt wurden; so wurden mdglicherweise Patienten, die
Kandidaten flr Checkpoint-Inhibitoren hatten sein kénnen, Ubersehen. Darlber
hinaus war das Ausmal} des NGS-Panels bei unseren Patienten nicht konsistent.
Dies spiegelt die diagnostischen Fortschritte in molekularen Techniken Uber die Zeit
und die unterschiedliche Verfiigbarkeit von NGS-Panel-Diagnostik in verschiedenen
Partnern des Tumorzentrums OO wider. Weiters nimmt die Zahl méglicher
adressierbarer Targets standig zu und reflektiert den enormen Wissenszuwachs in
der Prazisionsonkologie. Weiters einschrankend ist zu erwahnen ist, dass ein
molekulares  Tumorboard in dem multidisziplinar molekular basierte
Therapiestrategien entwickelt, werden bei einem Grolteil der Patienten noch nicht
angewendet wurde. Entsprechendes MTB wurde am Tumorzentrum OO erst

kirzlich implementiert.

Weitere Einschrankungen ergeben sich aus der retrospektiven Natur unserer
Analyse und vermutlich der raumlichen und zeitlichen Heterogenitat des Tumors.
Ct-DNA, die aus Blut- oder Gallenproben isoliert wurde, koénnte diese

Einschrankungen tUberwinden.
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3. Synopsis und Ausblick

Unsere Ergebnisse unterstreichen den Wert einer umfassenden molekularen
Testung fur BTC und verstarken die Aussage der ESMO-Richtlinien, dass jeder
Patient mit BTC einer molekularen Charakterisierung unterzogen werden sollte. Wir
haben deutlich gezeigt, dass im Gegensatz zur nicht abgestimmten zytotoxischen
Chemotherapie die Anwendung von molekular zielgerichteter Therapie zu einem
OS-Vorteil im realen klinischen Umfeld fuhrt. Weitere Anstrengungen mussen auf
eine  Verbesserung diagnostischer Ablaufe und dem Zusammenspiel
Chirurgie/interventionelle Radiologie- Onkologie sowie
Pathologie/Molekularbiologie gerichtet sein. Mdglicherweise ist eine Reflextestung
analog dem NSCLC ein durchaus erstrebenswerter Routineablauf. Die ct-DNA
Analyse bei schwieriger histo- oder zytologischer Diagnosestellung bleibt eine
interessante Option, jedoch ist eine Implementierung in der klinischen Routine noch
nicht absehbar. Eine unmittelbare Wertigkeit hat die ct-DNA Analyse jedoch bei
Aufspuren von Resistenzentwicklungen auf zielgerichtete Therapie, bspweise:
FGFR2 Inhibitoren. Erste klinische Versuche in der Routine an unserem Haus sind
am Laufen und bei einem Patienten konnte schon eine entsprechende
Punktmutation als Resistenzmechanismus auf Pemigatinib mittels liquid biopsy

detektiert werden.
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