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| Zusammenfassung

Hirnmetastasen (engl.: brain metastases; BM) sind insgesamt die haufigsten
Tumoren des zentralen Nervensystems. Es wird geschatzt, dass etwa 25% aller
Krebspatienten intrazerebrale Metastasen ihrer Tumorerkrankung entwickeln, und
obwohl sich die neurochirurgische Resektion sowie die strahlentherapeutische und
medikamentose Behandlung in den letzten Jahren verbessert haben, Uberleben
die meisten Patienten kaum ein Jahr nach Diagnosestellung.

Aus dem Bestreben nach lokoregionaler Kontrolle des Tumorwachstums wurden
sogenannte Tumortherapiefelder (engl.: Tumor Treating Fields;, TTFields)
entwickelt. Es konnte bereits nachgewiesen werden, dass TTFields eine
Verringerung der Lebensfahigkeit von Zellen des nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinoms (engl.: non-small-cell lung cancer; NSCLC) bewirken und eine
additive Wirkung in Kombination mit Chemotherapeutika in vitro entfalten. Eine
klinische Studie mit Beteiligung der Klinik flir Neurochirugie des
Universitatsklinikums Dusseldorf untersucht derzeit den Therapieeffekt von
TTFields fur NSCLC Patienten mit Hirnmetastasen. Darlber hinaus konnten
klinische Studien mit zielgerichteten Wirkstoffen gegen Treibermutationen sowie
mit Immuntherapeutika deutliche Effekte auf das Uberleben von Patienten mit
Hirnmetastasen; insbesondere von NSCLC nachweisen.

Ziel der eigenen experimentellen Forschungsarbeit war es, aus Patientenmaterial
Zellmodelle aus Hirnmetastasen zu generieren, diese zu validieren und folgend die
Therapieeffekte von Radiotherapie, Tumortherapiefeldern und personalisierter
Chemotherapie zu untersuchen.

Dazu wurden zunachst Bedingungen flr die Etablierung von primaren Zellkulturen
aus intrazerebralen Metastasen erarbeitet. Mittels Next-Generation Sequencing
(NGS) wurden genetische Ziele fur personalisierte Pharmakotherapien identifiziert
und folgend mit Standard-Chemotherapien in Wirkstoff-Screenings im Hinblick auf
das Zelliberleben in vitro verglichen. Weiterhin wurden die Zellmodelle bestrahlt
oder mit TTFields behandelt sowie einem zielagnostischen
Hochdurchsatzwirkstoffscreening zugefiuhrt.

Insgesamt konnten 26 primare Zellmodelle aus Hirnmetastasen unterschiedlichen
Ursprungs etabliert werden. Davon wurde in sieben Fallen NGS-Untersuchungen
des Tumorgewebes der Hirnmetastasen und der daraus abgeleiteten
Primarkulturen durchgeflhrt. Diese zeigten fur alle untersuchten Modelle
Ubereinstimmende Treibermutationen. Fur elf Zellmodelle wurden gezielte
Therapiescreens in vitro durchgefihrt, wahrend sechs Zellmodelle im
Hochdurchsatzwirkstoffscreening untersucht wurden. Die Bestrahlung der
Zellmodelle zeigte keine signifikante Reduktion des Zelluberlebens. Eine
Behandlung mit TTFields reduzierte das Zelluberleben in allen untersuchten
Modellen. Die gezielte Wirkstofftestung sowie das
Hochdurchsatzwirkstoffscreening ergaben konkordante Ergebnisse zu den
genetisch nachgewiesenen pradiktiven Mutationen. Daruber hinaus identifizierte
das Hochdurchsatzwirkstoffscreening eine Reihe  weiterer relevanter
Therapeutika, die auf individueller Basis neue Behandlungsoptionen fur Patienten
mit Hirnmetastasen erdffnen kdnnten.



Il Summary

Brain metastases (BM) are the overall most common tumors in the central nervous
system. It is estimated that about 25% of all cancer patients develop cerebral
metastases, and although neurosurgical resection and radiotherapy have
improved in recent years, most patients barely survive more than one year after
diagnosis.

Tumor Treating Fields (TTFields) have been developed to improve the locoregional
control of tumor growth. It has already been demonstrated that TTFields reduce
the viability of non-small-cell lung cancer (NSCLC) cells and have an additive effect
in vitro in combination with chemotherapeutic agents. A clinical study with
participation of the Department of Neurosurgery at the University Hospital
Dusseldorf is currently investigating the therapeutic effect of TTFields in NSCLC
patients with BM. Furthermore, clinical studies recently achieved significant effects
on the survival of patients with BM by utilizing pharmacological therapies
specifically targeting driver mutations or immune checkpoints, in particular in BM
of NSCLC patients.

The aim of this experimental thesis was to generate primary cell models of BM
from patient tissues, validate them and subsequently investigate the therapeutic
effects of radiotherapy, TTFields and personalized drug treatment.

To achieve this, conditions for establishment of primary cultures from BM tissues
were successfully developed. In a next step, targets for molecularly based
personalized pharmacotherapies were identified using next-generation
sequencing (NGS) and subsequently compared with standard chemotherapies in
small scale drug screenings focusing on cell survival. Furthermore, the established
cell models were subjected to radiation treatment, TTFields or high-throughput
drug screening.

In total, 26 primary cell models were established from BM. Among these, NGS
analyses from primary BM tissues and the derived cell culture models were
performed in seven cases, revealing consistent driver mutations between tissue
and cell culture models. Eleven cell models were subjected to focused therapy
screenings, with an additional six models undergoing high-throughput drug
screening. While radiotherapy showed no significant effect on cell survival,
TTFields significantly reduced cell survival in all models examined. Both small-
scale drug testing and high-throughput drug screening yielded
pharmacogenetically concordant results as indicated by in vitro response to drugs
targeting the detected predictive genetic alterations. In addition, high-throughput
drug screening identified several other promising drugs that could be candidates
for novel treatment options on an individual basis.
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1. Einleitung

1.1. Hirnmetastasen

Hirnmetastasen (brain metastases; BM) sind die haufigste Tumorerkrankung im zentralen
Nervensystem und treten insgesamt etwa zehnmal haufiger auf als primare Tumoren des
Gehirns. Die haufigsten Primartumoren, die in das Gehirn metastasieren, sind Karzinome
der Lunge oder der Mamma sowie maligne Melanome der Haut. Zusammen machen diese
einen Anteil von bis zu 80% der Primartumoren bei Patienten’ mit Hirnmetastasen aus
(Nayak et al., 2012). Insgesamt wird geschatzt, dass etwa 25% aller Krebspatienten
zerebrale Metastasen entwickeln. Obwohl sich sowohl die neurochirurgische Resektion
als auch die strahlentherapeutische und medikamentdésen Behandlungoptionen in den
letzten Jahren verbessert haben, Gberleben die meisten Patienten kaum langer als ein

Jahr nach Diagnosestellung einer Hirnmetastasierung (Ostrom et al., 2018).
1.1.1. Epidemiologie

Die Haufigkeit von BM lasst sich nicht eindeutig beziffern. Autopsiestudien an
Krebspatienten zeigen eine Haufigkeit von ca. 25%, die je nach Primartumor variiert und
fir Lungen- und Hautkrebs Patienten am hdchsten ist (Ostrom et al., 2018). In einer
Vielzahl an Studien wurde die Inzidenzrate in der Normalbevdlkerung ermittelt und variiert
zwischen 8,3 und 14,3 pro 100.000 Einwohnern (Nayak et al., 2012). Die Inzidenzrate
steigt mit dem Alter und erreicht mit 53,7 pro 100.000 Einwohnern ihren Héhepunkt in der
Kohorte der 65-74-Jahrigen (Counsell et al., 1996). Ein Rickgang der Inzidenzrate in den
darauffolgenden Alterskohorten ist méglicherweise damit assoziiert, dass altere Patienten
seltener weiterfuhrender Diagnostik zugeflihrt werden (Nayak et al., 2012). Das spiegelt
sich auch im Auftreten von BM zum Zeitpunkt der Diagnose des Primartumors und ist

besonders deutlich fur das Bronchialkarzinom (Abbildung 1).

' Diese Arbeit verwendet das generische Maskulinum; spricht aber alle Geschlechteridentitaten
gleichermal3en an. Hinweise zur Verwendung einer gendergerechten Sprache finden Interessierte
unter https.//www.hhu.de/geschlechtergerechtesprache.
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Abb. 1: Durchschnittliche jahrliche Anzahl an zeitgleich mit dem Primarius diagnostizierten
BM nach Alter und Primarius zwischen 2010-2013 (aus Ostrom et al., 2018, basierend auf
Surveillance Epidemiology and End Results (SEER) Program (2016)?)

Es gibt einen Trend hin zur Zunahme der Inzidenz fr BM. Dies I&sst sich zum einen durch
die zunehmend flachendeckende Versorgung an modernen Bildgebungsverfahren
erklaren. So werden inzwischen auch Magnetresonanztomographien (MRT) von
asymptomatischen Bronchialkarzinom-Patienten angefertigt. Zum anderen sind BM immer
noch haufiges Ausschlusskriterium zur Teilnahme an klinischen Studien. Daher werden
MRT-Aufnahmen im Screening-Verfahren durchgefihrt und tragen méglicherweise zur
Erstdiagnose vom BM bei (Nayak et al., 2012). Hinzu kommt, dass einerseits die
Krebspravalenz gestiegen ist und andererseits auch die Kohorte der alteren
Krebslberlebenden deutlich gréRer geworden ist. Dies liegt insbesondere in der

Verbesserung der onkologischen Therapien begrindet (Miller et al.,, 2022). Ein

2 Das Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER) Programm reprasentiert ca. 30% der
US-Population indem es Daten von 18 Krebsregistern inklusive Krebsdiagnosen, Therapien sowie
Uberleben erfasst (siehe: PARK, H. S., LLOYD, S., DECKER, R. H., WILSON, L. D. & YU, J. B.
2012. Overview of the Surveillance, Epidemiology, and End Results database: evolution, data

variables, and quality assurance. Curr Probl Cancer, 36, 183-90.).



besonderes Problem besteht allerdings darin, dass viele der Pharmakotherapien keine
intrakranielle Wirkung zeigen. So uUberschreitet der HER2-Inhibitor Trastuzumab nicht die
Blut-Hirn-Schranke. Bei der Behandlung von fortgeschrittenem Brustkrebs zeigte sich eine
Inzidenz von 30% fir BM ein Jahr nach Therapiebeginn mit Trastuzumab. Darlber hinaus
lag bei Patienten die klinisch von der Therapie des Primarius profitierten zu 75% eine
isolierte Progression im ZNS vor, Insofern stellt das ZNS mdglicherweise einen
Schutzraum flir metastasierte Zellen vor modernen Pharmakotherapien dar und tragt Gber
die Zeit zu erheblicher Morbiditat und Mortalitat durch das Auftreten von BM bei (Yau et
al., 2006).

Etwa 50% der BM stammen von Primartumoren in der Lunge, welche damit die haufigste
Krebserkrankung darstellt, die in das Gehirn metastasiert (Suh et al., 2020, Jiang et al.,
2023). So entwickeln ca. 11-19,9% der Patienten mit Lungenkrebs im Laufe ihrer
Erkrankung BM (Barnholtz-Sloan et al., 2004, Jiang et al., 2023). Patienten mit nicht-
kleinzelligem Bronchialkarzinom (NSCLC) entwickeln BM in ca. 9% der Falle, da dieses
aber 85% der Lungenkrebsfalle ausmacht, stellt es insgesamt die haufigste
Primartumorentitat fir BM dar (Ostrom et al., 2018). Das kleinzellige Bronchialkarzinom
(engl.: small-cell lung cancer; SCLC) hat einen Anteil von 15% aller Lungenkrebsfalle und
metastasiert in dieser Population in 18% der Falle in das Gehirn (Goncalves et al., 2016).
Das Erkrankungsstadium des NSCLC ist hierbei fur das Risiko der Ausbildung von
Hirnmetastasen entscheidend: Wahrend das 5-Jahresrisiko fur Patienten, die in UICC-
Stadium | oder |l des NSCLC operativ versorgt wurden, etwa 10% betragt, steigt das
Risiko in Stadium Il auf bis zu 55% (Ostrom et al., 2018). Diese Korrelation besteht auch
fir das SCLC. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass eine vollstdndige Resektion des
Primarius beim SCLC dieses Risiko reduziert (Gong et al., 2013).

Das Mammakarzinom stellt den nachsthaufigsten Primartumor fur BM mit einem Anteil
von 15-17,3% dar (Suh et al., 2020, Jiang et al., 2023). So entwickeln ca. 2-5% der
Betroffenen im Laufe ihrer Erkrankung BM (Barnholtz-Sloan et al., 2004, Jiang et al.,
2023). Histologische und genetische Untergruppen sind auch beim Brustkrebs
prognostisch fur die Ausbildung von Hirnmetastasen: Dreifach-negativer Brustkrebs
(engl.: triple-negative breast cancer, TNBC) macht etwa 31% der Brustkrebs-BM aus
(Anders et al., 2011). Weitere Risikofaktoren sind ein positiver HER2-Rezeptorstatus
(Pestalozzi et al., 2006) sowie die Mutation des Breast Cancer 1-Gens (BRCA1), bei der
bis zu 67% der Trager BM ausbilden (Albiges et al., 2005).

An dritter Stelle der haufigsten Primartumoren fur BM steht das maligne Melanom. Etwa
6-11% der BM stammen von kutanen Melanomen ab (Nayak et al., 2012). Mit einer

Inzidenz von 6,9-10,4% flr BM haben Patienten mit malignem Melanom ein besonders



hohes Risiko fir einen zerebralen Krankheitsprogress (Ostrom et al., 2018). Hierbei
besteht eine Tendenz zur Ausbildung von BM bei Melanomen des Kopf- und
Nackenbereiches im Vergleich zu Melanomen an Extremitaten oder dem Korperstamm
(8% vs. 5,2%) (Daryanani et al., 2005).

BM anderer Urspringe sind insgesamt seltener. So machen Nierenzellkarzinome etwa
6% aller BM aus (Nayak et al., 2012). Bei Patienten mit gastrointestinalen Tumoren liegt
die Inzidenz der BM fir das Kolonkarzinom zwischen 1-4% und fir das
Osophaguskarzinom zwischen 1,7-3,6%. Die Inzidenz fir BM bei gastralen und
gynakologischen Tumoren sowie Karzinomen des Urogenitaltraktes liegt fur die meisten
Entitaten bei unter 1% (Ostrom et al., 2018) (Tabelle 1).

Colorectal or

Lung cancer Breast cancer Renal cell carcinoma Melanoma gastrointestinal cancer

Relative
ol donce 50% 15% = 10% b 9% ‘:| 6%

Female:male 1:2 - 11 1:2 11
ratio

50 50 50 50 50
Frequency 40 40 40 40 40
of brain 30 30 30 30 30
metastases e 20 i 20 e 20+ d 20 w 20
by age 10 10 10 10 10

0 0 0 0 0

Risk of brain
metastases :] 15-20% b 5% = 7% b 7% 2%

* Adenocarcinoma
* Squamous-cell carcinoma
Histologies * Large-cell neuroendocrine * Adenocarcinoma * Clear cell * Melanoma * Adenocarcinoma
carcinoma
* Small-cell lung cancer

Disease- * Age (<50, 50-60, >60) * Age (<60, 260) * KPS (<70, 70-80, * KPS (<70, 70-80, * Age (<60, =260)
specific * KPS (<70, 70-80,90-100) = KPS (<50, 60, 70-80, 90-100) 90-100) * KPS (<80, 80, 90-100)
prognostic  * Extracellular matrix 90-100) * Number of brain * Number of brain * Extracellular matrix
factors (present versus absent) * Subtype (basal, metastases (1, 2-3, >3) metastases (1, 2-3, >3) (present versus absent)
* Number of brain luminal A, HER2, * Number of brain
metastases (1, 2-3, >3) luminal B) metastases (1, 2-3, >3)
mzl;rfg:?;c * EGFR mutation * ER, PR and HER2 status  * None * BRAFVSE mutation « None

e * ALK rearrangement

Tabelle 1: Eigenschaften von BM der fiinf haufigsten Primartumoren.

Die Epidemiologie, prognostischen Faktoren sowie molekularen Charakteristika sind je nach
Primartumor unterschiedlich und hier zusammenfassend dargestellt. ER (estrogen receptor): engl.
fur Ostrogen-Rezeptor; KPS (Karnofsky performance status): engl. fiir Karnofsky Performance

Status; PR (progesterone receptor): engl. fir Progesteron-Rezeptor (aus Suh et al., 2020).

Tatsachlich ist die mediane Zeitspanne zwischen Diagnose eines Primartumors und dem
Auftreten von BM je nach Entitat unterschiedlich lang. Fir das Mammakarzinom liegt diese
bei 46 Monaten (Fabi et al., 2011). Diametral dazu sind die Daten flir Brochialkarzinome,
welche in zwei Dritteln der Falle als Primartumor identifiziert werden, wenn die Patienten

erstmalig mit zerebralen Metastasen vorstellig werden (Giordana et al., 2000). Das



mediane Zeitintervall zwischen der Diagnose eines malignen Melanoms der Haut und dem
Auftreten von BM liegt zwischen 22 und 37 Monaten (Ostrom et al, 2018).
Zusammenfassend werden BM in ca. 40% der Falle synchron zur onkologischen
Grunderkrankung diagnostiziert (per definitionem innerhalb der ersten zwei Monate) und
in ca. 60% der Falle metachron (Jiang et al., 2023).

Dass BM im Falle des Mammakarzinoms und Melanoms erst Jahre nach der Diagnose
des Primartumors auftreten, konnte unter anderem am hohen Bewusstsein flr
Friherkennungsprogramme liegen, in deren Konsequenz die Grunderkrankung haufiger
als andere Krebsarten in friihen Stadien erkannt wird (Ostrom et al., 2018). Umso wichtiger
ist folglich, das Risikobewusstsein fur die Ausbildung von BM in der Phase der

posttherapeutischen Betreuung und eine leitliniengerechte diagnostische Vorsorge.

1.1.2. Klinik

BM verursachen lokalisationsbedingt unterschiedliche Symptome. Zunachst missen
singulare (engl. single) von solitdren (engl. solitary) BM unterschieden werden. Solitare
BM sind singulare ZNS Lasionen ohne andere Metastasierungen (Nayak et al., 2012).
Dies qilt fur 45% der Patienten mit BM. 26% weisen singulare und 28% mehr als zwei
zerebrale Lasionen auf (Stark et al.,, 2011). Grundlage dieser Zahlen war jedoch ein
Patientenkollektiv mit mindestens einer resektablen Metastase, wodurch der Anteil
solitarer Metastasen nach oben verzerrt sein kénnte. In alten Untersuchungen lag dieser
Anteil bei 42-47% (Posner and Chernik, 1978, Tsukada et al., 1983). Tatsachlich hangt
die Anzahl an BM auch mit ihrem Ursprung zusammen. Multiple BM treten haufiger bei
Lungenkarzinomen und malignen Melanomen auf, wohingegen Brustkrebs sowie
gastrointestinale und renale Primartumoren eher mit singularen BM assoziiert sind
(Delattre et al., 1988, Nussbaum et al., 1996).

In einer retrospektiven Studie basierend auf Daten aus den Jahren 1973 bis 1993 lag der
Anteil an Patienten mit asymptomatischen BM bei 10% (Nussbaum et al., 1996). Dieser
Anteil wird sich durch den verstarkten Einsatz von zerebralen MRT im Staging-Verfahren,
wie oben erlautert, vergréfRert haben. Die allermeisten Patienten werden jedoch aufgrund
ihrer klinischen Symptome vorstellig, die abhangig von der Lokalisation der
Raumforderung unterschiedlich sein kann. Lasionen des Frontalhirns erreichen teils
grélkere Volumina, da lokalisationsbedingte Verhaltensauffalligkeiten nur subtil sein
kénnen und mitunter erst ein Masseneffekt auffallige Verwirrtheitszustande hervorruft. In
eloguenten Hirnarealen verursachen BM schon bei kleineren Volumina manifeste Defizite

wie Sprach- oder Bewegungsstorungen. Zerebellare Lokalisationen fuhren durch einen



Masseneffekt oder die Verlegung von Liquorrdumen zu neurologischen Symptomen wie
etwa Antriebsstérungen, Verwirrung, Hirnnervenlasionen sowie Ataxie oder
Hirndruckzeichen.

Zusammenfassend sind sensorische sowie motorische Defizite, Kopfschmerzen, Ubelkeit
und Erbrechen (Rostami et al., 2016, Ostrom et al., 2018) sowie bei 10% der Patienten
Krampfanfalle symptomatische Ursachen flir eine arztliche Konsultation (Lamba et al.,
2021a).

1.1.3. Diagnostik

Bei Patienten mit dem Verdacht auf das Vorliegen eines malignen zerebralen Prozesses
erfolgt zunachst regelhaft eine klinisch-neurologische Untersuchung unter besonderer
Beachtung neurologischer Defizite sowie allgemeiner Hirndruckzeichen. Eine
allgemeinkorperliche Untersuchung in Kombination mit der Erhebung einer Anamnese
kann Hinweise auf Manifestationen eines Primarius geben (Weller, 2015). Daneben ist
auch die Erhebung eines neurokognitiven Status zur Erhartung der Verdachtsdiagnose
sowie zur Verlaufskontrolle krankheits- und therapieassoziierter Veranderungen von
Relevanz. Dabei sollten Gedachtnis- und Ausflhrungsfunktionen sowie die
Verarbeitungsgeschwindigkeit untersucht werden. Dies ist im Rahmen einer 25-30-
minltigen Untersuchung mittels einer standardisierten Testbatterie moglich, welche den
Hopkins Verbal Learning Test — Revised (dem Patienten wird eine Liste von Woértern
vorgelesen, die er dann verbal wiederholen und die Worter aus einer Wortliste
identifizieren soll), den Trial Making Test A und B (beide Teile des Trail Making Test
bestehen aus 25 Kreisen mit Zahlen oder Buchstaben, die auf einem Blatt Papier verteilt
sind. Der Patient wird gebeten, Linien zu ziehen, um die Kreise in aufsteigender
Reihenfolge zu verbinden) sowie den Controlled Word Association Test enthalt (der
Patient wird aufgefordert, Worter mit bestimmten Anfangsbuchstaben zu bilden) (Lin et al.,
2013b).

Bildgebende Diagnostik

In der weiterfUhrenden bildgebenden Diagnostik der BM ist die zerebrale MRT flhrend
(Abbildung 2). Gegentiber der Computertomographie (CT) weist die MRT hinsichtlich der
Bestimmung von GroRe, Anzahl und Lokalisation zerebraler Lasionen eine hohere
Sensitivitat auf (Schellinger et al., 1999). Hierbei sollte eine T1-gewichtete MRT ohne und
mit Gadolinium-haltigem Kontrastmittel jeweils in identischer Schichtfihrung und -dicke
erfolgen, sodass hyperintense Signale, wie bspw. bei subakuten Einblutungen, von

pathologischen Kontrastmittelanreicherungen differenziert werden kénnen. Weiterhin



empfehlen sich eine Schichtdicke von kleiner 5 mm sowie die Anfertigung einer 3D-
Sequenz, in der auch verzégert Kontrastmittel-aufnehmende Metastasen zur Darstellung
kommen (Weller, 2015). Bei der Gabe von Kontrastmittel ist auf eine ein- bis finf-minutige
Wartephase zu achten, da in dieser Zeit die meisten BM sichtbar
kontrastmittelaufnehmend werden (Jeon et al., 2014). AulRerdem sollten eine T2-
gewichtete sowie eine T2-FLAIR und diffusionsgewichtete Aufnahmen angefertigt werden
(Le Rhun et al., 2021). Schliel3lich nehmen zerebrale Metastasen typischerweise solide
oder ringformig Kontrastmittel auf. Sie sind von kugelférmiger Gestalt und in 80% der Falle
an der Rinden-Mark-Grenze der Gro3hirnhemispharen, in 15% im Kleinhirn und in weniger
als 5% im Hirnstamm lokalisiert (Suh et al., 2020).

Sofern bei Krebspatienten eine singulare zerebrale Lasion dargestellt wird, liegt die
Diagnose einer BM nahe und die Wahrscheinlichkeit fur die Differentialdiagnose eines
Glioms, Abszesses oder einer Inflammation bei lediglich 11% (Patchell et al., 1990). Zur
Abgrenzung von einem zerebralen Abszess kann eine Diffusionsbildgebung hilfreich sein,
da die Diffusion im Vergleich zum umliegenden Gewebe bei einem Abszess deutlicher
vermindert ist als bei einer Neoplasie (Tomczak et al., 2003).

Nach operativer Exstirpation von BM sollte ein frihes postoperatives MRT innerhalb von
72 h durchgefuhrt werden, da in ca. 20% der Resektionen residuale Tumormasse verbleibt

und dies einen Risikofaktor fur Lokalrezidive darstellt (Kamp et al., 2015).
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Abb. 2: MRT eines Patienten mit multiplen zerebralen Raumforderungen.

Dargestellt ist eine links parietale Raumforderung eines Patienten mit multiplen supra- und
infratentoriellen Lasionen und vorbekanntem NSCLC. Die auf dieser Schicht zentrierte
Raumforderung misst ca. 4,4 x 3,3 cm, ist schrankengestort, nimmt inhomogen Kontrastmittel auf
und zeigt eine breitbasige Infiltration der Dura mater (T1-gewichtete Sequenz mit KM transversal
und sagittal; C und D) sowie ausgedehnte T2/FLAIR-Signalalterationen im Sinne eines
Perifokalédems (T2-gewichtete sowie FLAIR-Sequenz; A und B). Zudem besteht eine Pelottierung
des linken Seitenventrikels mit Mittellinienverlagerung um ca. 6 mm. Dieser Befund ist angesichts
der Krankheitsgeschichte und des bildgebenden Befundes am ehesten mit einer multiplen
intrazerebralen Metastasierung vereinbar. Quelle: Institut fir Diagnostische und Interventionelle

Radiologie, Universitatsklinikum Disseldorf.

Zur Therapieplanung ist die Identifikation des zugehdrigen Primartumors unerlasslich.
Diese erfolgt nach Leitlinie durch ein Staging-Verfahren mittels CT des Thorax. Anhand
dieser kann in 97% der Falle ein Biopsieort lokalisiert werden, dessen Punktion den
Primartumor identifizieren wird. Insofern ist eine zusatzliche Diagnostik durch CT des
Beckens, Abdomens und Halses oder eine Positronenemissionstomografie (PET) sowie
weiterfihrende facharztliche Konsultationen und endokrinologische Untersuchungen nur

in Einzelfallen angezeigt (Mavrakis et al., 2005).

Neuropathologische Diagnostik

Das Ubergeordnete Ziel der histopathologischen Untersuchung des eingesandten
Gewebes ist die Sicherung der Diagnose. Daneben kénnen Testungen auf Zielstrukturen
personalisierter Therapien fir die weitere Therapieplanung sowie auf prognostische
Marker durchgefihrt werden. Nur im Einzelfall bei bekanntem Primarius und multipler
zerebraler Metastasierung kann von einer Gewebegewinnung und konsekutiver
histopathologischer Untersuchung abgesehen werden, auch weil diese durch den
klinischen Status des Patienten erschwert sein kann (Weller, 2015).

Fir diese Untersuchungen wird ein reprasentativer Anteil vitalen Tumorgewebes
mdglichst zligig und nativ in das jeweilige Institut fir Neuropathologie eingesandt. Ein Teil
des Gewebes wird tiefgefroren fir molekulare Zusatzuntersuchungen asserviert, wahrend
die histopathologische Begutachtung zur Sicherung der Diagnose an in Formalin fixierten
und in Paraffin eigebetteten Gewebeproben erfolgt, von denen mit Hamatoxylin und Eosin
(HE) gefarbte Schnittpraparate zur histologischen Begutachtung unter dem
Lichtmikroskop hergestellt werden (Weller, 2015). Dabei handelt es sich oft um niedrig

oder entdifferenzierte Karzinome, sodass der rein histopathologische Rickschluss auf



einen Primartumor erschwert ist. Hier zeigt sich zunachst haufig ein grol3er Nekroseanteil
sowie ein vom umliegenden Gewebe abgegrenztes, verdrangendes Wachstum.
Metastasen kleinzelliger Tumore und maligne Melanome zeigen gelegentlich ein
infiltrierendes Wachstum. Zur genaueren Klassifikation des Gewebes stehen inzwischen
eine Reihe histochemischer Farbungen sowie immunhistochemischer Analysen zur
Verfligung. Diese erlauben nicht nur die Klassifikation und Typisierung einer Metastase,
sondern sogar die organspezifische Zuordnung zu einem bestimmten Primartumor.
Darlber hinaus haben bspw. Untersuchungen hinsichtlich des Hormonrezeptorstatus bei
Metastasen eines Mammakarzinoms (Progesteron, Ostrogen und HER2/neu) oder der
Proliferationsaktivitdt (Antigen Ki-67) auch pradiktiven und prognostischen Gehalt
(Felsberg and Reifenberger, 2000, Castaneda et al., 2018).

1.1.4. Therapie

Nach Abschluss der initialen Diagnostik schliet sich flr Patienten mit BM ein
multimodales Therapiekonzept an, welches aus neurochirurgischer Resektion, Radio- und

Pharmakotherapie bestehen kann.

Operative Therapie

Die alleinige neurochirurgische Resektion einer BM ohne adjuvante Radiotherapie
erbrachte lange Zeit keine adaquaten Behandlungserfolge. In etwa der Halfte der
Patienten wurden im weiteren Verlauf Lokalrezidive festgestellt (Patchell et al., 1990).
Zwischen 1988 und 2000 nahm die Anzahl der jahrlich durchgefiihrten neurochirurgischen
Resektionen um 79% zu (Barker, 2004). Damit einher entwickelten sich auch
neuroonkologische Resektionstechniken weiter. Die sogenannte supramarginale
Resektion beschreibt eine Technik, bei der die Exstirpation von Gewebe um 5 mm Uber
den Rand des malignen Gewebes hinaus fortgesetzt wird. Im Kontext hirneigener Tumore
wird diese Technik kontrovers diskutiert, da Uberlebensvorteile mit der Rate an
neurologischen Defiziten konkurrieren und prospektive Studien fehlen (Kamp et al., 2019,
Certo et al., 2019). Fir BM hingegen konnte gezeigt werden, dass eine supramarginale
Resektion ohne adjuvante Radiotherapie gleichwertig hinsichtlich der Rate an
Lokalrezidiven ist im Vergleich mit einer Standardresektion mit adjuvanter Radiatio (Yoo
et al., 2009). AulRerdem zeigt sich ein Vorteil fir die En-Bloc-Resektion im Vergleich zu
einer stuckweisen Entfernung des Gewebes in Fragmenten im Hinblick auf das Risiko fur
Lokalrezidive sowie fur eine meningeale Aussaat von Tumorzellen. Bei grofieren Tumoren

kann jedoch eine initiale interne Dekompression erforderlich sein (Patel et al., 2015).



Die Erweiterung der Operationstechnik um neurophysiologisches Monitoring und Wach-
Eingriffe macht die neurochirurgische Resektion heute zu einem sicheren und
erfolgreichen Therapieansatz. Unter der Resektion kann hierbei eine 60 Hertz (Hz)-Sonde
zur kortikalen und subkortikalen Stimulation bei simultanem Monitoring von Motorik,
Sensorik, Kognition und Sprache eingesetzt werden. In einer grol angelegten Analyse
aus dem Jahr 1998 lag die Rate neurologischer Komplikationen nach Kraniotomie zur
Resektion intraaxialer Tumoren bei 8,5% (Sawaya et al., 1998). Unter den modernen
Kautelen dieses Verfahrens konnte in einer Serie von 19 Patienten die supramarginale
Resektion einer eloquent gelegenen BM durchgefuhrt werden ohne permanente Defizite
zu induzieren (Kamp et al., 2012).

Fir maligne Gliome gilt die fluoreszenzgestitzte Resektion (FGR) mittels 5-
Aminolavulinsaure (5-ALA) als Goldstandard, da diese das progressionsfreie Uberleben
signifikant verlangert. 5-ALA wird dabei spezifisch in Tumorzellen zu Protoporphyrin IX
umgewandelt, welches unter Blaulicht rétlich fluoresziert (Stummer et al., 2006). Nach der
oralen Applikation von 5-ALA kann intraoperativ jedoch nur in 40% der Patienten mit BM
eine Fluoreszenz induziert werden (Kamp et al., 2016). Es zeigt sich kein verbessertes
operatives Ergebnis oder ein verlangertes Uberleben fiir BM-Patienten, die mit einer 5-
ALA induzierter FGR behandelt wurden (Shah et al., 2022). Fluoreszein hingegen ist ein
intraveno®s applizierter Fluoreszenzfarbstoff, der Regionen mit gestorter Bluthirnschranke
unter ultraviolettem Licht visualisiert. Diese korrelieren mit den
kontrastmittelaufnehmenden Tumorbereichen und es konnte gezeigt werden, dass sich
unter FGR mittels Fluoreszeins im Vergleich zur konventionellen Resektion unter
Weillicht das postoperative Tumorvolumen signifikant reduzieren und das Ausmal} der
Resektion sowie das Gesamtuberleben signifikant erhdhen lasst (Schebesch et al., 2023).
Dieses Verfahren wird daher auch in der Klinik flir Neurochirurgie des
Universitatsklinikums Dusseldorf standardmafig zur Resektion von BM angewandt.

Im Rahmen der evidenzbasierten Indikationsstellung zur operativen Therapie muss die
klinische Situation des Patienten vor dem Hintergrund eines mdglichen Therapieerfolges
kritisch diskutiert werden. Um einen Therapieerfolg an standardisierten Patientengruppen
systematisch zu untersuchen, wurden auf Grundlage prognostischer Faktoren folgende
Untergruppen klassifiziert: RPA Klasse 1: KPS > oder = 70, < 65 Jahre mit kontrolliertem
Primarius und keiner extrakranialen Metastasierung; RPA Klasse 3: KPS < 70; RPA
Klasse 2: alle anderen (Gaspar et al., 1997). Hinsichtlich multipler BM zeigte sich dabei in
einer retrospektiven Analyse lediglich ein signifikanter Vorteil im medianen Uberleben
nach Operation bis zu einer Anzahl von vier BM. Bei der Entscheidung zur Operation sind
demnach Patienten mit RPA Klasse 1, pra- und postoperativem KPS > 70 sowie einer

moglichen Komplettresektion und adjuvanten Ganzhirnbestrahlung (engl.: Whole Brain
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Radiotherapy (WBRT)) zu bevorzugen. Bei multiplen BM inklusive gro3en Lasionen (= 27
cm?®) kann durch die Operation ein Masseneffekt reduziert und Zeit bis zum adjuvanten
Therapiebeginn gewonnen werden, wenngleich dabei kein Effekt auf das
Gesamtuberleben erzielt werden kann (Schackert et al., 2013).

In einer aktuellen bi-zentrischen, retrospektiven Studie mit 750 Patienten, die zwischen
2010 und 2019 behandelt wurden, konnte jedoch gezeigt werden, dass sich der KPS
postoperativ sogar verbessert. Der mediane praoperative KPS von 80 verbesserte sich
nach Resektion auf 90. Doch auch Patienten mit deutlich verschlechtertem KPS
profitierten in dieser Studie von einer Resektion, wenn schwerwiegende Symptome trotz
kleiner Lasionen aufgrund eloquenter Lokalisationen oder eines begleitenden Odems
auftraten. Somit waren von 139 Patienten, die praoperativ der RPA Klasse 3 zuzuordnen
waren, 82 postoperativ in die RPA Klassen 1 und 2 zu verorten. Dies schafft Evidenz fiir
die Rolle der Resektion im Hinblick darauf, dass Patienten nach der OP und assoziierter
Molekulardiagnostik in einen klinischen Zustand versetzt werden, ihre personalisierte
adjuvante Therapie zu erhalten (Schodel et al., 2020). Bei einzelnen BM galt bisher die
Indikation zur histologischen Diagnosesicherung vom Intervall seit Diagnose des
Primarius abhangig zu machen. Je langer diese zurlcklag, desto eher sollte eine
Probenentnahme erfolgen (Weller, 2015). Besonders auf dem Weg in ein Zeitalter
personalisierter Therapieansatze unter Bertcksichtigung sichererer Operationstechniken
ist die Indikation zur Probengewinnung im Rahmen eines operativen Zugangs jedoch

zunehmend weiter zu fassen.

Radiotherapie
Fir Patienten mit multiplen Metastasen, meningealer Aussaat oder schlechtem klinischen

Status, die nicht von einer operativen Resektion profitieren wirden, bietet sich die WBRT
als Therapieoption an. Das Zielvolumen der Bestrahlungsplanung wird auf Grundlage
eines CT erstellt und umfasst die Schadelbasis sowie die basalen Zisternen (Weller,
2015). Dabei besteht ein Cochrane-basierter Konsens, 30 Gy in zehn Fraktionen zu
applizieren (Tsao et al., 2018), welche homogen im Zielvolumen verteilt werden. Uber den
zweiwdchigen Zeitraum der Bestrahlungen sowie Ublicherweise jeweils eine Woche vor
und nach der Therapie missen systemische Pharmakotherapien aufgrund maoglicher
toxischer Begleiterscheinungen pausiert werden. Daher und auch aufgrund der limitierten
Prognose in dieser Konstellation besteht der Ansatz, die Bestrahlung auf 20 Gy
Gesamtdosis in fiunf Fraktionen zu verkirzen. In einer Phase-lll Studie, dem QUARTZ-
Trail (engl.: Quality of Life after Treatment for Brain Metastases), wurden 538 Patienten
mit NSCLC BM in die Gruppen Best Supportive Care (engl. fir bestmogliche

unterstitzende Behandlung im palliativen Konzept) inkl. Dexamethason und einer WBRT
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von 20 Gy in finf Fraktionen oder nur Best Supportive Care inkl. Dexamethason
randomisiert. Dabei konnte kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen
hinsichtlich des Gesamtiberlebens, der Lebensqualitdt oder der bendtigten
Glukokortikoid-Dosis gezeigt werden. Hingegen traten in der WBRT Gruppe signifikant
haufiger Episoden von Schlafrigkeit, Haarausfall, Ubelkeit und trockener oder juckender
Kopfhaut auf. Fur Patienten mit geringem klinischen Performancestatus (KPS < 60) und
limitierter Prognose (Gesamtlberleben < 4 Monate) besteht demnach keine Evidenz zur
Applikation von WBRT (Mulvenna et al., 2016).

Fir singuldre Metastasen nach kompletter Resektion konnte ein signifikanter Vorteil im
Hinblick auf ein Lokalrezidiv fur die postoperative WBRT gefunden werden (46% vs. 10%).
Das Gesamtuberleben wird hierdurch jedoch nicht verbessert (Patchell et al., 1998).

In den vergangenen Jahrzehnten sind die Nebenwirkungen der WBRT besonders in den
Vordergrund gerickt. Akut kénnen Fatigue, Erytheme, Alopezie, serése Otitis und ein
veranderter Geruchs- und Geschmackssinn auftreten. Im Langzeitverlauf sind Patienten
besonders von Gedachtnis- sowie Konzentrationsstérungen betroffen (Suh et al., 2020).
Um diesen neurokognitiven Veranderungen vorzubeugen, werden unterschiedliche
Konzepte diskutiert wie bspw. die Antagonisierung der durch Bestrahlung induzierten
exzessiven neuronalen Erregung (Dye et al., 2015) mittels Memantin (Brown et al., 2013)
oder die Schonung hippocampaler Stammzellen bei der Bestrahlungsplanung zur
Protektion der Gedachtnisfunktion (Brown et al., 2020).

Neben diesen Ansatzen hat sich die Stereotaktische Radiotherapie (SRT; Synonym auch
Radiochirurgie, Gamma- oder Cyber-Knife) ohne eine Reduktion des Gesamtiberlebens
bei uneingeschrankter Neurokognition als Alternative zur WBRT herausgestellt. Im
Rahmen der SRT kann eine gute lokale Kontrolle bei zeitgleicher Schonung des
umliegenden Gewebes erreicht werden, indem die hohe Strahlendosis im Tumor nach
peripher stark abfallt (Weller, 2015). In einer Vielzahl von Studien wurde dabei die SRT
gegen SRT plus WBRT verglichen. Das Gesamtliberleben unterschied sich dabei nicht
zwischen beiden Gruppen (Suh et al., 2020). Die SRT ist daher fur singulare, solitare und
operativ schlecht zugangliche Metastasen, sowie oligometastasierte, internistisch
vorerkrankte oder Patienten mit Rezidiv nach WBRT oder Resektion leitliniengerecht
(Weller, 2015).

Inzwischen haben mehrere Studien gezeigt, dass sich das Gesamtiiberleben von
Patienten mit < 15 BM nicht signifikant von Patienten mit zwei bis vier Metastasen nach
SRT unterscheidet (Hughes et al., 2019, Joshi et al., 2019). Die Entscheidung tUber SRT
oder WBRT sollte daher nicht ausschliellich auf der Anzahl der Lasionen basieren (Suh

et al., 2020). Die SRT stellt dartiber hinaus eine adjuvante Therapieoption nach operativer
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Exstirpation dar. Das Gesamtliberleben von Patienten mit bis zu vier resezierten BM in
einer Phase-Ill Studie mit Randomisierung in die Gruppen WBRT oder SRT unterschied
sich dabei nicht (Kayama et al., 2018).

Die Dosis einer Einzeitbestrahlung bei SRT richtet sich nach dem Durchmesser der
Lasion, betragt > 20 mm 18 Gy (Weller, 2015) und erreicht ab dieser Gro3e haufig keine
lokale Kontrolle (Vogelbaum et al., 2006). Eine fraktionierte Bestrahlung in drei Sitzungen
mit einer kumulativen Dosis von 27 Gy zeigte fur BM Lasionen > 20 mm im Vergleich mit
einer Einzeitbestrahlung mit 18 Gy hingegen signifikante Vorteile hinsichtlich der lokalen
Kontrolle (91% vs. 77%) und halbierte das Risiko fur die Entstehung einer Strahlennekrose
(9% vs. 18%) (Minniti et al., 2016).

In der Therapie des Nierenzellkarzinoms und malignen Melanoms hat die Radiotherapie
keinen Stellenwert, da diese Entitdten als strahlenresistent gelten. In einem Modell,
basierend auf mit Strahlenresistenz-assoziierten Genen, konnte gezeigt werden, dass
diese Uber alle Entitdten von BM hinweg exprimiert werden (Ahmed et al., 2017). Die
Annahme, dass BM strahlenresistenter Primartumoren nicht strahlentherapeutisch
behandelt werden kénnten, wurde jedoch widerlegt, da der Therapieerfolg der SRT von
diesen Resistenzen nicht tangiert wird: In einer retrospektiven Analyse mit 126 Patienten
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf die lokale Kontrolle zwischen

BM strahlensensibler und BM strahlenresistenter Primartumoren (Yaeh et al., 2015).

Zur Uberwachung eines Therapieerfolges sowie zur Differenzierung Strahlentherapie-
induzierter ~ Verdnderungen von mdglichem  Krankheitsprogress kann die
Positronenemissionstomographie  (PET) herangezogen werden. Bei diesem
nuklearmedizinischen Verfahren ist bei der Darstellung zerebraler Prozesse die
Verwendung radioaktiv-markierter Aminoséuren als Tracer (bspw. 8F-Fluorethylthyrosin,
FET-PET) der Verwendung von '®F-Fluorodeoxyglucose (FDG-PET) liberlegen, weil FDG
von gesundem Hirngewebe verstoffwechselt und die Sensitivitdt somit limitiert wird
(Galldiks et al., 2019, Le Rhun et al., 2021).

Pharmakotherapie

Die Paradigmen der Pharmakotherapie von BM haben sich in den letzten Jahren drastisch
verandert. Die Blut-Hirn-Schranke (engl. blood-brain barrier, (BBB)) ist fur Pharmaka
permeabel, Infiltrate von Immunzellen dringen in das Gehirn ein, BM sind kein
konsequentes Exklusionskriterium fur klinischen Studien mehr und insofern gibt es auch
bereits Daten mit Uberlebensvorteilen fir Systemtherapien. Inwiefern die MRT-

Kontrastmittelaufnahme pradiktiv far die Penetration tumorspezifischer
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Pharmakotherapien wie bspw. monoklonaler Antikérper oder deren Konjugate in das
Tumorgewebe ist, bleibt unklar (Le Rhun et al., 2021). Zerebrale Tumoren verandern
jedoch immer die physiologische BBB; es kommt zur heterogenen Ausbildung permeabler
Abschnitte trotz aktivem Efflux. Diese vaskularen Veranderungen an Gehirntumoren
werden als blood-tumor barrier (deutsch: Blut-Tumor Schranke (BTB)) bezeichnet. Es
besteht eine starke Heterogenitat bei der Penetration von Pharmaka in eine Lasion und
auch zwischen Lasionen unterschiedlicher Entitadten. Zytotoxische Chemotherapeutika(-
kombinationen) wie Cisplatin/Pemetrexed, Cisplatin/Vinorelbine, Cisplatin/Paclitaxel,
sowie Temozolomid erwiesen sich bei der Behandlung von BM in multiplen klinischen
Studien als insuffizient, womdglich u.a. aufgrund der unzureichenden BBB-Penetration
(Suh et al., 2020). Um diesem Problem zu begegnen sind verschiedene Ansatze
Gegenstand aktueller Untersuchungen. Hier zu nennen sind bspw. Effluxpumpen-
Inhibitoren oder disruptive Ansatze mittels fokussierten Ultraschalls oder Radiotherapie
(Arvanitis et al., 2020).

Bei der Indikationsstellung fiir eine personalisierte Systemtherapie sollte die
Molekulargenetik der BM und weniger die des zugehdrigen Primartumors herangezogen
werden (Le Rhun et al., 2021), da in 53% der BM personalisiert therapierbare Alterationen
gefunden werden, die nicht im Primartumor detektiert werden konnten (Brastianos et al.,
2015). Es gilt aber weiterhin dass BM-Patienten hinsichtlich der Verfugbarkeit
zielgerichteter Therapien von der erfolgreichen Entwicklung neuer Pharmaka profitieren

koénnen, die bereits Wirksamkeit gegen onkogene Alterationen gezeigt haben.

Onkogene Treibermutationen im NSCLC betreffen zumeist den epidermal growth factor
receptor (EGFR), die anaplastic lymphoma kinase (ALK), das c-ros oncogene 1 (ROS1)
oder das Ret proto-oncogene (RET) und sind zudem mit einer héheren kumulativen
Inzidenz flir BM assoziiert (Le Rhun et al., 2021). In EGFR-mutierten NSCLCs gilt der
Einsatz des Tyrosinkinase-Inhibitors (TKI) Osimertinib inzwischen als Erstlinientherapie
(Suh et al., 2020). Dieser wirkt zum einen auch gegen die EGFR T790M-Mutation, ein
haufiger Mechanismus der Resistenzentwicklung unter friheren EGFR-Inhibitoren, und
zeigte in einer Phase-lll Studie eine bessere Protektion vor der Ausbildung von BM
gegenuber EGFR-Inhibitoren der ersten beiden Generationen (Soria et al., 2018).
Wahrend EGFR-Mutationen bei zwischen 15 und 35% der NSCLC auftreten, findet sich
die ALK-Translokation lediglich in bis zu 7%. Bei der zielgerichteten Behandlung von ALK-
mutierten NSCLC BM hat sich Alectinib oder Brigatinib als Erstlinientherapie etabliert (Suh
et al., 2020, Camidge et al., 2018).

Amplifikationen des fibroblast growth factor receptor (FGFR) Gens hingegen kommen in

etwa 17% der NCSCL BM vor, sind damit bis zu funfmal haufiger in BM im Vergleich zu
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primaren NCSCL (Preusser et al., 2014) und pradestinieren auch bei Mammakarzinomen
flr eine zerebrale Metastasierung und schlechte Prognose (Xie et al., 2020). Im Rahmen
der Phase-lll LUME-Lung 1 Studie konnte gezeigt werden, dass eine
Kombinationstherapie aus dem FGFR-Inhibitor Nintedanib und Docetaxel in Patienten mit
vorbehandeltem NSCLC signifikant zur Verlangerung des progressionsfreien und
Gesamtuberlebens fihrt (Reck et al., 2014). Dies sind Hinweise flir einen potentiellen
Therapieansatz in FGFR-amplifizierten BM, der bisher nur im Rahmen einer Phase-I
Studie fur solide Tumoren untersucht worden ist (Bahleda et al., 2020).

Zur Behandlung ROS7-translozierter NSCLC BM sind Entrectinib oder Lorlatinib
Gegenstand aktueller Studien, da neue Daten eine anhaltende Krankheitskontrolle zeigen
(Drilon et al., 2020b, Schneider et al., 2022). Diese Mutation tritt nur in 1-2% der NSCLC
BM auf; die Identifikation dieser Alteration ist jedoch insofern relevant, als dass bei ROS17-
alterierten NSCLC Patienten unter Crizotinib-Therapie (Crizotinib ist neben ALK- auch ein
ROS1-Inhibitor) haufig BM auftreten und daher die Verwendung ZNS-wirksamer TKls wie
Entrectinib oder Lorlatinib bedacht werden sollte (Patil et al., 2018).

Mutationen im Kirsten rat sarcoma viral oncogene (KRAS) treten in ca. 30% der NSCLC
BM auf. Die Bemuhungen der vergangenen Dekaden, KRAS-spezifische Therapien zu
entwickeln resultierten im Januar 2022 in der erstmaligen Zulassung von Sotarasib beim
NSCLC. Sotarasib fihrte zu einem Gesamtiiberleben von 8,3 Monaten bei Patienten mit
stabilen NSCLC BM, die zuvor bestrahlt oder operiert worden waren (Ramalingam et al.,
2021). Eine zurzeit rekrutierende Studie untersucht den Effekt von Sotarasib auf aktive,
unbehandelte BM (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT04185883). Daneben werden in
diesem Kontext auch Adagrasib (MRTX849) (Sabari et al., 2022) und Naporafenib
(LXH254) (Wolf et al., 2020) (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02607813) in klinischen
Studien untersucht.

Eine Therapie mit Selpercatinib in RET-fusionierten NSCLC BM-Patienten zeigte eine
intrakranielle objektive Ansprechrate von 91%. Diese kommt zwar nur in 1-2% aller
NSCLC vor (Drilon et al., 2020a), ist aber im Hinblick auf die selektive RET Inhibition durch
Selpercatinib hoch pradiktiv. Etwa ein Drittel aller NSCLC weisen einen Funktionsverlust
des Tumorsupressorgens STK11 auf, welcher unter anderem Uber eine Dysregulation des
Hypoxie-induzierbaren Faktor 1-alpha (HIF-1a) onkogen wirkt. Patienten mit dieser
Mutation zeigen ein unterlegenes Ansprechen auf PD-L1 gerichtete Immuntherapien und
weisen ein zumeist kiihles immunologisches Mikromilieu im Tumor auf (Laderian et al.,
2020). Praklinische Daten zeigen zum einen eine Sensitivitdt STK77-mutierter NSCLC
Zellmodelle gegeniiber dem ERK-Inhibitor Ulixertinib (Caiola et al., 2020), der eine gute
Hirnpenetration zeigt (Sigaud et al., 2023). Zum anderem kann der HIF-Signalweg durch

eine Reihe von Wirkstoffen zielgerichtet adressiert werden (Masoud and Li, 2015).
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Etwa ein Viertel aller NSCLC BM-Patienten weist keine bekannten onkogenen
Treibermutationen auf, die Ziel personalisierter Therapien sind. In einer aktuellen
Untersuchung konnte gezeigt werden, wie unterschiedlich das Tumormikromilieu (engl.
tumor microenvironment (TME)) zwischen hirneignen Tumoren, BM und BM diverser
Primartumoren zusammengesetzt ist. Wohingegen Gliome tberwiegend immunologisch
kalt erschienen, konnten im TME von BM Lymphozyten und neutrophile Granulozyten
detektiert werden. Darlber hinaus wurden bei Melanom BM eine Vielzahl an CD4" und
CD8" T-Zellen gefunden, wahrend in Mammakarzinom BM Neutrophile die grofte Fraktion
darstellten (Klemm et al., 2020). So erklart sich die Wirksamkeit von Immuncheckpoint-
Inhibitoren in der Behandlung von BM, deren Einsatz besonders relevant in Abwesenheit
von Treibermutationen ist. Im fortgeschrittenen NSCLC ohne Treibermutation stellt die
Therapie mit monoklonalen Antikbrpern gegen das anti-programmed cell death protein 1
(PD-1) oder den programmed death-ligand 1 (PD-L1) in oder ohne Kombination mit Platin-
basierter Chemotherapie inzwischen die Standardtherapie dar. Der PD-1-Inhibitor
Pembrolizumab zeigte in einer Phase-Il Studie Ansprechraten von 33% in NSCLC BM und
22% in Melanom BM (Goldberg et al., 2016). Die aktuelle Auswertung der ATEZO-BRAIN
Studie, einer multizentrischen Phase-Il Untersuchung der Wirksamkeit von Atezolizumab
(PD-L1-Inhibitor) in Kombination mit Carboplatin und Pemetrexed bei Patienten mit
fortgeschrittenem EGFR- und ALK-Wildtyp NSCLC und bisher unbehandelten BM, zeigt
vielversprechende Ergebnisse mit einem 2-Jahres-Gesamtuberleben von 30,5% (Nadal
et al., 2022). Nivolumab (PD-1-Inhibitor) in Kombination mit der Inhibition des cytotoxic T-
lymphocyte-associated protein 4 (CTLA-4) durch Ipilimumab zeigt ebenso
vielversprechende Ansprechraten von 57% bei Patienten mit Melanom BM (Tawbi et al.,
2018). Aufgrund dieser vielversprechenden Ergebnisse ist diese Kombinationstherapie als
Erstlinie ungeachtet des BRAF-Mutationsstatus einzusetzen (Le Rhun et al., 2021). Da
die Effektivitat dieser Immuntherapie unter Kortikosteroideinnahme bei symptomatischen
BM jedoch stark reduziert ist (Long et al., 2018), ist ab einer Tagesdosis von 4 mg
Dexamethason eine BRAF-zielgerichtete Therapie angezeigt (Le Rhun et al., 2021). Far
die Behandlung dreifach negativer BM des Mammakarzinoms rekrutiert eine Phase-I|
Studie aktuell zur Kombination eines neuen PD-L1-Inhibitors (SHR-1316) mit Cisplatin und
Carboplatin sowie Bevacizumab (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT04303988). Im SCLC
konnte ein signifikanter Uberlebensvorteil fir eine Kombinationstherapie aus Durvalumab
(PD-L1-Inhibitor), Platin und Etoposid gegenuber der alleinigen Verwendung der
zytotoxischen Chemotherapie nachgewiesen werden (Paz-Ares et al., 2019). Die
Untersuchung der Effekte auf SCLC BM ist bislang ausstehend.
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Histondeacetylase (HDAC)-abhangige epigenetische Veranderungen sind ein
Schlisselmechanismus bei der Karzinogenese und Metastasierung von NSCLC. HDAC-
Inhibitoren zeigen pleiotrope zelluldre Effekte mit pro-apoptotischer Wirkung und stellen
damit eine weitere Therapieoption bei der Behandlung von Tumoren ohne onkogene
Treibermutation dar. Derzeit gibt es eine Reihe klinischer Studien zur Testung der
Wirksamkeit dieser Wirkstoffgruppe in Kombination mit Immuntherapeutika zur Therapie
des NSCLC (Mamdani and Jalal, 2020).

Fir BM des Mammakarzinoms mit negativem HER2-Rezeptorstatus haben klassische
Chemotherapiekombinationen wie Capecitabin/Temozolomid, sowie
Cisplatin/Temozolomid mediane Gesamtiuberlebensdauern von 5,5 Monaten gezeigt
(Rivera et al., 2006, Christodoulou et al., 2005). Fur Patienten mit ER-positivem/HER2-
negativem BM und intensiver Vortherapie zeigte sich unter Abemaciclib, einem selektiven
cyclin-dependent kinase (CDK) 4 und CDKG6 Inhibitor, ein progressionsfreies Intervall von
4,4 Monaten (Tolaney et al., 2020). Fur Patienten mit dreifach negativen BM oder vom
luminalen Typ gibt es hingegen wenig Evidenz zur Empfehlung einer systemischen
Behandlung. Bei progressiven, dreifach negativen BM kann eine Kombinationstherapie
aus Carboplatin und Bevacizumab eingesetzt werden (Lin et al., 2013a, Bailleux et al.,
2021). Ein positiver HER2-Rezeptorstatus ist im Gegensatz dazu vorteilhaft fur eine
Zielgerichtete  Therapie: Als  Zweitlinie nach  Trastuzumab konnte eine
Kombinationstherapie aus Lapatinib (einem HER2-TKI) und Capecitabin eine kraniale
Ansprechrate von 66% zeigen (Bachelot et al., 2013). Andere HER2-Signalweginhibitoren
wie Neratinib, Tucatinib und Tesevatinib zeigen gute initiale klinische Anprechraten und
sind Gegenstand aktueller Untersuchungen (Suh et al., 2020). Der Einsatz von
Trastuzumab wurde intensiv unter dem Aspekt der héheren Inzidenz fir eine isolierte
ZNS-Progression diskutiert. Im Ergebnis einer Metanalyse von drei klinischen Studien
konnte zusammenfassend gezeigt werden, dass die Behandlung mit Trastuzumab gunstig
bezlglich krankheitsfreiem und Gesamtlberleben ist, aber zu einem signifikanten Anstieg
der Inzidenz an BM fiihrt (Bria et al., 2008). Die Behandlung asymptomatischer BM mit
einem Konjugat aus Trastuzumab und Emtansin in Kombination mit einem Taxan zeigte
jedoch einen signifikanten Uberlebensvorteil im Vergleich zu der Behandlung mit einer
Kombinationstherapie aus Lapatinib und Capecitabin (26,8 vs. 12,9 Monate) (Krop et al.,
2015). Daher ist diese Systemtherapie leitliniengerecht bei asymptomatischen BM eines
Mammakarzinoms anzuwenden, um die Behandlung durch eine WBRT hinauszuzégern
(Le Rhun et al., 2021).
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Zur Behandlung von BM eines malignen Melanoms konnte bisher keine
Pharmakotherapie suffiziente Wirkungen erzielen (Gutzmer et al.,, 2020). Die
Zielgerichtete Behandlung einer Mutation im Protoonkogen BRAF, die in etwa 40-50%
dieser BM zu finden ist (Becco et al., 2020), mit Verumafenib oder Dabrafenib flihrte nur
zu einem kurzzeitigen Ansprechen (Davies et al., 2017). In Einzelfallen bietet die seltene
Aberration im Gen der Tyrosinkinase KIT (etwa 2%) einen Angriffspunkt fur KIT-Inhibitoren
(z.B: Imatinib und Sunitinib) (Terheyden et al., 2019).

TTFields

Eine moderne vielversprechende Lokaltherapie besteht in der Behandlung mit Tumor
Treating Fields (TTFields). Diese fuhrt bei der Behandlung eines neudiagnostizierten
Glioblastoms (GBM) in Kombination mit Temozolomid gegenulber einer Temozolomid-
Monotherapie zu einer Verlangerung des medianen Gesamtiberlebens von 4,9 Monaten.
Das 2-Jahres-Gesamtiiberleben lag im TTFields-Temozolomid Arm bei 43%; im
Temozolomid Arm lediglich bei 31% (Stupp et al., 2017). Die METIS-Studie untersucht
den Effekt von TTFields in Kombination mit SRT hinsichtlich der Zeit bis zur intrakraniellen
Progression von NSCLC BM (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02831959). TTFields
werden darUber hinaus in einer Vielzahl an klinischen Studien zur Behandlung des
rezivierenden GBM, malignen Pleuramesothelioms, NSCLC, Pankreas-, Ovarial-, Magen-
und hepatozelluldren Karzinoms untersucht und sind bereits fur drei Indikationen
erstattungsfahig zugelassen.

Der zugrundeliegende Wirkmechanismus niederfrequenter, alterierender elektrischer
Wechselfelder besteht in der Stérung des Aufbaus des Spindelapparates in der
Metaphase des Zellzyklus. Hoch polare Bestandteile des Spindelapparates, wie das
Molekul Tubulin, werden nur insuffizient organisiert. In der Konsequenz kommt es zu einer
abnormalen Verteilung der Chromosomen in der Anaphase. In der anschlielRenden
Telophase kommt es zudem zur Migration polarer Zellorganelle in Richtung der
Teilungsfurche, wodurch die Zytokinese gestort wird. Hierdurch wird ein mitotischer
Zelltod induziert (Kirson et al., 2007). Die im Tiermodell beobachteten abskopalen Effekte
unter TTFields-Behandlung (Kirson et al., 2009) wurden auf eine zusatzliche immunogene
Aktivierung  zurlckgefuhrt.  Dabei  werden  Makrophagen  zur  Sekretion
proinflammatorischer Zytokine angeregt sowie dendritische und T-Zellen rekrutiert
(Rominiyi et al., 2021). Auf dieser Grundlage wurden derzeit rekrutierende Studien zur

Kombination von TTFields mit Immuntherapie konzipiert (z.B. EF-41/Keynote D58).
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1.1.5. Prognose

Die Prognose flr das Gesamtiberleben flir Patienten mit BM lag gemittelt fir alle
Primartumoren zwischen 2010 und 2013 bei 5 Monaten (Cagney et al., 2017) (Abbildung
3). In einer groRen retrospektiven Studie mit 750 BM-Patienten konnte jedoch gezeigt
werden, dass in nur 26,7% der Falle als Todesursache die zerebrale Progression
auszumachen war, wohingegen Patienten in 66,7% der Falle aufgrund eines
systemischen Krankheitsprogress verstorben waren. Daher ist eine Diagnose von BM im
Verlauf einer onkologischen Erkrankung kein Grund mehr, weitergehende Therapien
abzusetzen — im Gegenteil. Das mediane Gesamtiberleben nach multimodaler
Behandlung lag in dieser Kohorte fur den Zeitraum zwischen 2010 und 2019 schon bei
10,9 Monaten. Dabei war das Ausmal der neurochirurgischen Resektion lediglich bei
singularen oder solitdren BM prognostisch flir das Gesamtiiberleben. Au3erdem konnte
kein signifikanter Einfluss der Primartumorart festgestellt werden. Eigenstandige
prognostisch glinstige Faktoren sind ein postoperativer KPS = 70, ein kontrollierter
Primartumor, postoperative Systemtherapie sowie eine Anzahl von BM < 4 (Schodel et al.,
2020).
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Abb. 3: Medianes Gesamtiiberleben fiir BM-Patienten aufgeschliisselt nach den
zugehorigen Primartumoren.

Auf Grundlage des SEER wurde das mediane Gesamtuberleben flir BM-Patienten zwischen 2010
und 2013 ermittelt und ist hier fir die jeweiligen Tumorentitdten aufgeschllsselt dargestellt (aus

Cagney et al., 2017). BAC (bronchioloalveolar carcinoma), engl. flr Bronchioalveolares Karzinom.

Inzwischen ist zudem weniger die Entitdt des Primartumors, sondern vielmehr der

jeweilige Subtyp ausschlaggebend fir die Prognose. Auch das zeigte sich bereits in
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diesem Datensatz bei der Analyse des pradiktiven Rezeptorstatus von Mammakarzinom

BM (Lamba et al., 2021b) (Tabelle 2).

Rezeptorstatus der Mammakarzinom Medianes Gesamtiiberleben (in
BM Monaten)

dreifach negativ 6

HR-/HER2+ 10

HR+/HER2- 14

HR+/HER2+ 21

Tabelle 2: Medianes Gesamtiiberleben mit Mammakarzinom BM aufgeschliisselt nach dem
Rezeptorstatus.

Auf Grundlage des SEER wurde das mediane Gesamtuberleben fur BM-Patienten zwischen 2010
und 2013 ermittelt und ist hier fir Mammakarzinom BM nach Rezeptorstatus aufgeschlisselt

dargestellt (aus Lamba et al., 2021). HR: Hormonrezeptorstatus (beinhaltet ER und PR).

Diese Daten kénnen als historisch angesehen werden und werden durch die oben
dargestellten zielgerichteten Therapieoptionen im Rahmen klinischer Studien stark nach
oben korrigiert. So zeigte bspw. die EMILIA-Studie unter Behandlung mit einem Konjugat
aus Trastuzumab und Emtansin in Kombination mit einem Taxan bei positivem HER2-
Rezeptorstatus schon ein medianes Gesamtiberleben von 26,8 Monaten (Krop et al.,
2015). Die Zulassung einer Reihe molekular zielgerichteter Systemtherapien wird sich in
der nachsten Dekade hinsichtlich des Gesamtuberlebens ahnlich in Populationsstudien

niederschlagen.
1.2. Personalisierte Neuroonkologie

Vor dem Hintergrund der zur Verfigung stehenden personalisierten Therapieoptionen
wird deutlich, dass die Testung auf molekulare Alterationen durch eine umfangreiche
neuropathologische Aufarbeitung essenziell ist, um zielgerichtet und erfolgreich
behandeln zu kénnen. Inzwischen steht eine Vielzahl an Therapeutika bereit, die auch im
Setting zerebraler Metastasierung untersucht worden sind. Im Rahmen einer klinischen
Plattform (Clinical Research Platform Into Molecular Testing, Treatment and Outcome of
(Non-)Small Cell Lung Carcinoma Patients (CRISP, ClinicalTrials.gov Identifier:
NCT02622581) wurden Biomarker, Behandlung und Uberlebensdaten von Patienten mit
NSCLC erfasst. Zwischen 2015 und 2019 wurden molekulare Testungen auf
therapierelevante Biomarker bei insgesamt 3717 Patienten durchgefuhrt; dies entsprach

92,2% der Patienten vor Erstlinientherapie. Im Detail betrachtet ergaben sich bei den
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Testraten auf bereits zum Behandlungsstandard gehoérige Therapien inakzeptable
Zustande. So wurde nur in 72,5% auf eine EGFR-Mutation, in 74,5% auf eine ALK-
Alteration und in 66,1% auf eine ROS17-Alteration getestet; die PD-L1 Expression wurde
lediglich in 64,5% der Falle bestimmt. Am haufigsten wurden diese Ergebnisse mithilfe
immunhistochemischer Untersuchungen generiert, wahrend NGS lediglich in 38,7% der
Falle durchgeflhrt wurde (Griesinger et al., 2021). Bisher liegen noch keine Quoten Gber

die molekulare Aufarbeitung von zugehoérigen BM vor.

Neurochirurgisch resezierte oder biopsierte BM sollten daher auf pradiktive Biomarker
(Tabelle 3) untersucht werden. Dies geschieht teilweise mithilfe der Immunhistochemie,
oftmals aber auch molekularpathologisch, heutzutage meist mittels NGS-basierter
Methoden. Die erganzende Untersuchung der DNA-Methylierung oder auf RNA- und
mikro-RNA-Expression ist bislang nicht Bestandteil klinischer Routinediagnostik (Le Rhun
et al., 2021), halt aber vor dem Hintergrund der Entwicklungen in der Klassifizierung
hirneigenen Tumoren (Capper et al., 2018) sowie hinsichtlich der Identifikation des

Primartumors bei immunhistochemisch nicht klassifizierbaren Geweben grof3es Potential.

Priméartumor der BM Pradiktive molekulare Marker / Ziele
Mammakarzinom HER2, ER/PR, BRCA1/2, PIK3CA, PD-L1
NSCLC EGFR, ROS1, NTRK1, 2 und 3, ALK,
RET, MET, KRAS, BRAF, PD-1/PD-L1
Melanom BRAF, KIT, NF1, NRAS, PD-L1
Kolorektales Karzinom KRAS, BRAF, NRAS, PD-L1, MSI
Magen-/Osophaguskarzinom HER2, MET
Urothelkarzinom PD-L1

Tabelle 3: Pradiktive molekulare Biomarker fiir Patienten mit BM gemaR des zugehorigen
Primartumors.

Die genannten Biomarker kénnen im Rahmen der pathologischen Aufarbeitung des
neurochirurgisch entnommenen Gewebes bestimmt werden, da sie maligeblich fir die
Therapieentscheidung sein kénnen (aus Le Rhun et al., 2021). PIK3CA: Phosphatidylinositol-4,5-
Bisphosphate 3-Kinase Catalytic Subunit Alpha; NTRK: neurotrophic tyrosine kinase receptor; NF1:
Neurofibromin 1; MSI: Mikrosatelliteninstabilitat.

In einer kleinen institutionellen Studie mit 41 Glioblastompatienten zeigte sich ein
medianes Gesamtuberleben von 13 Monaten fur Patienten, die mit einer personalisierten

Therapie behandelt wurden, gegeniber 4,3 Monaten fir Patienten, die die
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Standardtherapie erhielten Die personalisierte Therapie wurde dabei auf Grundlage
klinischer oder sogar praklinischer Daten beliebiger onkologischer Erkrankungen fiir die
entsprechende genetische Alteration ausgewahlt. Die zielgerichtete Behandlung zeigte
dabei ein sicheres Nebenwirkungsprofil, welches vergleichbar mit dem der
Standardtherapie war (Lazaridis et al., 2022). Diese Ergebnisse regen zur molekularen
Stratifizierung vor der Behandlung eines bdsartigen Hirntumors an und kdnnen potenziell
auch auf die Behandlung von BM-Patienten Ubertragen werden. Gegebenenfalls ist
gerade hierbei das zur Verfiigung stehende pharmakologische Armamentarium sogar
umfangreicher, da molekulare Therapieziele haufig bereits flir die Behandlung der
entsprechenden Primartumoren evaluiert wurden. Am besten geschieht dies jedoch im

Rahmen klinischer Studien.
1.2.1. Gensequenzierung

Fir die Gensequenzierung stellt sich insbesondere flir Metastasen die Frage, inwiefern
die Ergebnisse sich von denen im zugehdrigen Primartumor unterscheiden oder inwiefern
Aberrationen womdglich sogar fur eine Metastasierung in das ZNS pradestinieren.
Darliber hinaus bieten manche der nachgewiesenen Treibermutationen einen
Angriffspunkt fur Therapeutika. Bei einer Analyse von 86 BM und ihren jeweils
korrespondierenden Primartumoren mittels Exom-Sequenzierung fiel auf, dass 53% der
BM mindestens eine Mutation aufwiesen, die nicht im Primartumor zu finden war und fir
welche zielgerichtete Therapien zur Verfugung stehen. Etwa die Halfte dieser
Zielmutationen waren folglich mit einer Sensitivitat flir CDK4/6-Inhibitoren, 43% flr PI3K—
AKT-mTOR-Inhibitoren und ein Drittel fir HER2- oder EGFR-Inhibitoren assoziiert
(Brastianos et al., 2015). Insbesondere bei Mammakarzinom BM nahm der Anteil an
HER2-positiven Tumoren von 41,6% im Primartumor auf 65,2% unter den BM zu, was
sich erheblich auf die Therapieentscheidung auswirkt (Timmer et al., 2017). In einer aktuell
rekrutierenden Phase-ll Studie werden auf Grundlage dieser Erkenntnisse Patienten mit
BM in molekulare Subgruppen stratifiziert und personalisiert behandelt. Dabei stehen
Abemaciclib, ein CDK4/6-Inhibitor, Paxalisib, ein PI3K-Inhibitor oder Entrectinib als ROS1-
Inhibitor je nach Mutationsstatus zur Verfigung (ClinicalTrials.gov Identifier:
NCT03994796).

In der zuvor genannten Analyse konnte zusatzlich gezeigt werden, dass rdumlich und
zeitlich voneinander entfernte BM im selben Patienten genetisch homogen sind
(Brastianos et al., 2015). Dieses Ergebnis ist hoch relevant, da im Falle einer bioptischen
Gewebegewinnung bei einer von multiplen BM das Ergebnis der molekularpathologischen

Diagnostik reprasentativ fur alle BM des Patienten ist. Hinsichtlich der zeitlichen
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Homogenitat muss jedoch bedacht werden, dass die Entwicklung von Resistenzen
gegenuber TKI auch durch tber den zeitlichen Verlauf entstehende Mutationen verursacht
werden kann (Rosenzweig, 2018). Bei einem zunehmenden Einsatz von TKI in der
Behandlung von BM ergibt sich dadurch moglicherweise eine Indikation fur eine

sequenzielle Biopsie bei zerebralem Progress.

Das “Nationale Netzwerk Genomische Medizin (nNGM)“ (Internetseite: https://ngm-
cancer.com/) wurde 2010 in KdlIn initiiert und stellt inzwischen die europaweit grofite
Plattform fir molekulare Diagnostik dar. In diesem Rahmen findet eine zentrale
molekularpathologische Aufarbeitung des eingesandten Materials flr Patienten mit nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinomen oder daraus entstehenden Metastasen statt, die von den
Krankenkassen finanziert wird. So kann Patienten zeitnah eine personalisierte
Therapieoption vorgeschlagen werden, die in einem qualitatsgesicherten Rahmen erstellt
worden ist. Als Verbundstandort werden auch Gewebe von am Universitatsklinikum
Dusseldorf behandelten Patienten molekularen Zusatzuntersuchungen zugefuhrt und

datenbankbasierte Therapievorschlage erstellt.

1.2.2. Zellmodelle zerebraler Metastasen

Zellmodelle zerebraler Metastasen sind in der klinischen Forschung insbesondere im
Hinblick auf eine pratherapeutische Wirkstofftestung interessant. Hierbei kdnnten sowohl
Schlisse von Patientengruppen gleicher diagnostischer Charakteristika als auch von
individuellen Patienten auf den Erfolg einer Therapie mit getesteten Wirkstoffen gezogen
werden. In Anbetracht der Reichweite solcher Ergebnisse sind jedoch eine griindliche
methodische Reliabilitat sowie Validitat vorausgesetzt. Diese angelegten Gutekriterien
werfen die Frage auf, inwieweit das Modell reprasentativ fur die Situation im Patienten ist

und daruber hinaus Vorhersagen fur das klinische Ansprechen ermdglicht.

Krebsstammzellen

Aus der oben aufgezeigten genetischen Dynamik zwischen Primartumor und BM sowie
den Anforderungen an Zellen unter dem Prozess der Metastasierung leitet sich die
Hypothese ab, dass BM aus einer Subpopulation genetisch distinkter Zellen (sog. tumour
initiating cells (TIC) oder cancer stem cells (CSC); deutsch: tumorinitiierende Zellen oder
Krebsstammzellen) entstehen (Singh et al., 2014). Diese kénnen sich selbst erneuern und
bilden den Ursprung einer dann méglicherweise ebenso heterogenen Metastase (O'Brien
et al., 2007, Eramo et al., 2008, Nolte et al., 2013). Fur hirneigene Tumoren wurden die
Stammzell-Biomarker CD133, CD15, CD44"/CD24"° (Mao et al., 2009) sowie die
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Aldehyddehydrogenase (ALDH)-Aktivitat (Rasper et al., 2010) identifiziert. Die Expression
dieser Marker ist auch in Brustkrebs Zellmodellen mit einer erhéhten Neigung zur
Migration und Invasion assoziiert und pradestiniert fir Metastasierung (Croker et al.,
2009).

Die Bildung von Tumorspharoiden in vitro ist ein Kennzeichen von
Stammzellsubpopulationen in einer Zellkultur (Clarke et al., 2006). Dabei reprasentiert
eine Spharoide die Nachkommen einer einzelnen Stammzelle (Tropepe et al., 1999). Nolte
et al. (2013) konnten zeigen, dass Patientenproben hirneigener Tumoren sowie solche
von NSCLC BM vergleichbare Fahigkeiten zur Ausbildung von Tumorspharoiden
aufweisen. Diese zeigten sogar nach orthotopischer Injektion in immundefiziente Mause
und anschlielender Exstirpation und immunhistochemischer Aufarbeitung dieselbe
Expression des Farbeprofils, welches urspriinglich zur Diagnosestellung der BM
verwendet worden war. Daraus schlossen sie, dass die etablierten Modelle die
Eigenschaften der TIC sowie deren Fahigkeit, in das heterogene Tumorgewebe zu
differenzieren, nachbilden konnten. Daneben stellten sie fest, dass die Fahigkeit
Tumorspharoide auszubilden in etablierten BM Zelllinien deutlich erhdht war, was darauf
schliel3en lasst, dass die Stammzellfrequenz mit der Anzahl an Passagen zunimmt. Die
Arbeit an etablierten Zelllinien fihrt daher zu einer Uberreprasentation der
Stammzellsubpopulation und kann daruber hinaus die inter- und intratumorale
Heterogenitdt nicht so gut abbilden, sodass die Etablierung individueller

Patientenzelllinien erforderlich ist (Nolte et al., 2013).

Wirkstofftestungen an Zellmodellen

Aufgrund der umfangreichen molekularen und metabolischen Heterogenitat von bspw.
NSCLC BM ist die Therapieplanung allein anhand genomischer Alterationen nicht immer
ideal. Lee et al. (2015) konnten eine mit dem BM Patientengewebe vergleichbare
Expression der immunhistochemischen Marker in ihren Zellmodellen reproduzieren und
weitergehend auch die genomische Ubereinstimmung mit dem Patientengewebe anhand
von Panelsequenzierungen validieren. Darauf aufbauend flhrten sie an flnf Zellmodellen
eine Wirkstofftestung von 20 in der NSCLC-Therapie etablierten oder sich derzeit in
klinischer Prufung befindlichen Medikamente durch. Dabei zeigten sich trotz z.T.
Ubereinstimmender genomischer Alterationen um das >100-Fache Unterschiede in der
Effizienz des Wirkstoffansprechens (gemessen anhand der ICso (inhibitory concentration;
deutsch: inhibitorische Konzentration). Dies unterstreicht einen personalisierten Ansatz
bei der Etablierung einer klinischen Pipeline zur individuellen Wirkstofftestung in Patienten
mit metastasiertem NSCLC (Lee et al., 2015).
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Morikawa et al. (2023) etablierten sechs Zellmodelle zerebraler Metastasen von
Mammakarzinomen und flhrten diese einer Wirkstofftestung mit iber 350 Medikamenten
zu. Die Paarung genomischer Alterationen mit auf diese zielgerichteten Wirkstoffen war
auch hierbei nicht immer konkordant. Die Autoren der Studie diskutierten daher den
Stellenwert der Hochdurchsatztherapietestung gegenlber der Panelsequenzierung.
Letztere ergibt derzeit eine Liste zielgerichteter Wirkstoffe ohne Rangfolge. Die
Entscheidungsfindung zur weiteren Therapieplanung obliegt dabei ohne Mdglichkeit, das
jeweilige Therapieansprechen vorherzusagen, den Patienten und behandelnden Arzten.
Eine individuelle Hochdurchsatztherapietestung ermdglichte dabei eine weitergehende
Priorisierung der Ergebnisse. Daruber hinaus konnten in diesen Testungen Wirkstoffe
identifiziert werden, die normalerweise nicht in der Therapieplanung dieser Entitat
eingesetzt worden waren und Bestandteil insbesondere von klinischen Untersuchungen

Chemotherapie-resistenter Tumoren sein kdnnten (Morikawa et al., 2023).

Tumorsphéroide

Zusammenfassend stellt sich heraus, dass etablierte Zellmodelle mit zunehmender
Anzahl an Passagen nur begrenzte Schllisse auf die Situation im Ursprungsgewebe
zulassen, da die Stammzellfrequenz sowie neue genetische Alterationen unter dem
Selektionsdruck ex vivo zunehmen. Hinzu kommt, dass Modelle individueller Patienten mit
Ubereinstimmenden genomischen Alterationen nicht immer gleiches Ansprechen auf
Wirkstofftestungen zeigen (Mitra et al.,, 2013). Um valide pratherapeutische
Wirkstofftestungen zu ermdglichen, mussen daher kurzfristig generierte Patientenmodelle
individuellen Testungen unterzogen werden.

Zweidimensionale (2D) Zellkulturen werden bereits seit 1885 eingesetzt und haben
erheblichen Beitrag fur das Verstandnis fundamentaler Zellbiologie geleistet (Kurz et al.,
1997). Heute ist bekannt, dass diese die gewebsspezifische Differenzierung,
Genexpression und Zell-Zell-Interaktionen nicht angemessen abbilden kdnnen. Die
Entwicklung dreidimensionaler (3D) Zellkulturen markiert daher eine neue Ara in der in
vitro Forschung. Hierbei werden die Einzelzellen, die zuvor enzymatisch oder mechanisch
aus dem Gewebe dissoziiert wurden, klassischerweise in einer extrazellularen Matrix aus
Kollagenen, Proteoglykanen sowie Glykoproteinen ausgesat (Mitra et al., 2013). Diese
Matrizes sind in der Lage, die naturliche Mikroumgebung nachzubilden (Fridman et al.,
2012). Da serumhaltige Kulturmedien, die klassischerweise in 2D Zellkulturen verwendet
werden, eine unwiederbringliche Differenzierung von Stammzellen induzieren, wurden
serumfreie Medien entwickelt, um die Fahigkeiten des Modells zu verbessern, die
Situation in vivo nachzubilden. Bereits morphologisch zeigen sich dabei groRe

Unterschiede zwischen beiden Ansatzen: wahrend bspw. Glioblastomzelllinien in
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serumhaltigen Medien eine Einzelzellschicht bilden, wachsen sie in serumfreien, mit
Stammzell-Wachstumsfaktoren versetzten Medien als nichtadhdrente multizellulare
Tumorspharoide. Letztere weisen gegeniber der 2D-Kultur die Fahigkeit auf, mehrstufig
auszudifferenzieren; eine Eigenschaft neuraler Stammzellen. Im Vergleich mit ihrem
Ursprungsgewebe zeigen serumfrei kultivierte Zelllinien in Transkriptomanalysen eine
starkere Ubereinstimmung als solche die in serumhaltigen Medien kultiviert wurden (Lee
et al., 2006). Insofern kdnnen mit Stammzell-Wachstumsfaktoren supplementierte
Zellkulturmedien verwendet werden, um ohne die Hilfe extrazellularer Matrizes
Tumorspharoide zu erzeugen, die CSC enthalten. Diese Methodik konnte inzwischen

auch fur BM Zelllinien reproduziert und validiert werden (Nolte et al., 2013).

Xenotransplantate

Den Zellmodellen stehen Tiermodelle gegeniber, die Therapieregime im Organismus und
damit auch ein klinisches Ansprechen modellieren kdnnen. Sie weisen jedoch einige
Limitationen auf: Erstens wachsen nicht alle Transplantate an. Zwar kdénnen BM
Xenotransplantate deutlich erfolgreicher etabliert werden als solche des Primartumors
(bspw. fir NSCLC vs. NSCLC BM: 20% vs. 74% (Lee et al., 2015)), dennoch gelingt dies
nach heutigem Stand insgesamt nur in bis zu 80% der Patientenfélle. Zweitens liegt die
Zeitspanne bis zur erfolgreichen Etablierung des Modells zwischen vier und acht Monaten.
Die klinische Entscheidungsfindung Uber adjuvante Therapien findet jedoch in den
meisten Fallen innerhalb weniger Wochen postoperativ statt. Dahingegen kénnen von
Patienten abgeleitete in vitro Tumorspharoide im Vergleich mit einer hdheren Erfolgsrate
etabliert werden, haben einen geringeren Kosten- und Arbeitsaufwand und kénnen besser

expandiert werden (Wang et al., 2022).

Zusammenfassend erflllen nach heutigem Stand folglich nur Tumorspharoide die
Anforderungen hinsichtlich Quantitat, Validitat sowie Reliabilitdt an ein Basismodell fiir
eine Hochdurchsatz-Wirkstofftestung-Pipeline im Rahmen einer individualisierten

Therapieplanung fur Patienten mit BM.

1.3. Ziele der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es zunachst, Zellkulturen zerebraler Metastasen zu etablieren und
diese als Modell zu validieren. Dazu sollten Tumorzellen aus nativem Patientengewebe
als Tumorspharoide primar kultiviert werden. Die mikroskopisch gesicherten
Tumorspharoide sollten anschlieRend mittels NGS untersucht und mit der Gensignatur

des Ursprungsgewebes verglichen werden.
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In einem weiteren Schritt dieser Arbeit sollten die etablierten Tumorspharoide in vitro
Therapietestungen unterzogen werden. Hierfir sollten die Zellmodelle mit
Gammastrahlung behandelt, TTFields ausgesetzt oder einer individualisierten
Wirkstofftestung auf Basis des onkogenen Profils unterzogen werden.

AbschlieRend sollte eine Pipeline etabliert werden, molekular validierte Zellmodelle aus
BM in einer Hochdurchsatz-Wirkstoff-Testung auf therapeutische Ansatzpunkte zu
untersuchen und diese im Rahmen der individuellen Patientensituation exemplarisch zu

diskutieren.

Folgende Fragestellungen sollten in dieser Arbeit im Einzelnen bearbeitet werden:
1. Erfolgsrate der Etablierung von 3D-Zellmodellen (Tumorspharoiden) aus
intrazerebralen Metastasen,
2. Validitat der Zellmodelle anhand der Ubereinstimmung ihrer Mutationsprofile mit
denen der zugehdrigen intrazerebralen Metastase,
Etablierung einer in vitro Therapietestung mit multiplen Behandlungsmodalitaten,
Etablierung einer Hochdurchsatz-Wirkstoff-Testung fur BM und deren Evaluation

hinsichtlich individueller adjuvanter Therapieplanungen.

2. Material und Methoden

Fir die Durchfliihrung dieser Arbeit wurde ein positives Votum (Studien-Nr. 2020-1124:
~Charakterisierung von Primarmodellen zerebraler Metastasen®) der Ethikkommission der
Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf eingeholt. Die an dieser
Untersuchung teilnehmenden Patienten wurden zuvor ausfuhrlich Uber ihren Einschluss

in dieses Forschungsvorhaben aufgeklart und stimmten diesem schriftlich zu.
2.1. Zellmodelle

Bei Patienten, die Uber die Studie aufgeklart worden waren und ihr zugestimmt hatten,
wurde ein Teil des unter der neurochirurgischen Resektion entnommenen Tumorgewebes
zur Etablierung der Zellmodelle verwendet. Hierfiir wurden 0,5-1 cm® Tumorgewebe nativ
asserviert und innerhalb von maximal sechs Stunden nach Gewinnung zunachst unter
sterilen Kautelen mechanisch mit einem Skalpell und einer Pinzette in 1 mm?® grofRe Stiicke
zerkleinert und anschlielend bei Raumtemperatur fur finf Minuten enzymatisch mittels 1X
TrypLE (Gibco, Thermo Fischer, Waltham, USA) angedaut. Durch diesen Arbeitsschritt

konnen Einzelzellen aus dem Gewebe isoliert werden. Durch Inkubation flr zehn Minuten
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bei Raumtemperatur mit einem Lysepuffer (Red Blood Cells Lysis Buffer, Invitrogen,
Carlsbad, USA) wurden in der Suspension befindliche Erythrozyten eliminiert. Die
Reaktion der enzymatischen Verdauung sowie des Lysepuffers wurden jeweils mit PBS
(Gibco, Thermo Fischer, Waltham, USA) abgestoppt. Das nach Zentrifugation mit 200 g
fur funf Minuten entstehende Zellpellet wurde mit Dulbecco’s modified Eagle medium
(DMEM, Gibco, Thermo Fischer) resuspendiert und die verbliebenen Gewebestlicke unter
Zuhilfenahme eines Zellsiebes (70 uym PorengrofRe, EASYstrainer, Greiner Bio-One
International GmbH, Kremsmiinster, Osterreich) entfernt. Die Einzelzellsuspension wurde
schlieBlich auf Poly(2-hydroxyethyl methacrylate) (pHEMA) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA) beschichteten Zellkulturplatten (Greiner Bio-One International GmbH) ausgesat
(Folkman and Moscona, 1978) und mit 2% B27 (Gibco, Thermo Fischer), 20 ng/ml
bovinem fibroblast growth factor (FGF, Peprotech, ThermoFisher), 20 ng/ml humanem
epidermal growth factor (EGF, Peprotech, ThermoFisher), 5 pg/ml Heparin (Sigma-
Aldrich) sowie 1% Pen/Strep (Gibco, ThermoFisher) supplementiert.

Die nach diesem Protokoll generierten Zellmodelle wurden bei 37 °C und 5% CO: in einer
befeuchteten Atmosphare kultiviert, alle 48 h mikroskopisch auf Kontamination mit
Mikroorganismen kontrolliert und mit frischem Medium versorgt. Nach finaler Sicherung
der Diagnose einer BM durch Erhalt der endglltigen neuropathologischen Befundung des

Patientengewebes wurden die Zellmodelle den folgenden Experimenten zugefuhrt.
2.2. Gensequenzierung

Die DNA-Sequenzierung des Patientengewebes und der korrespondierenden Zellmodelle
hatte einerseits zum Ziel, onkogene Treibermutationen zu identifizieren. Andererseits
sollte die Validitat der Zellmodelle im Hinblick auf ihre genetische Kongruenz mit ihrem

Ursprungsgewebe, d.h. der zugehdrigen intrazerebralen Metastase, untersucht werden.

Hierzu wurde ein Teil des nativen Patientengewebes am Tag der Operation bei -80 °C
asserviert. Der verbliebene Anteil wurde, wie oben beschrieben, zu Zellmodellen
prozessiert und kultiviert. Am Tag der Hochdurchsatzwirkstofftestung wurden jeweils
mind. 1x10° Zellen analog bei -80 °C asserviert. Die Sequenzierungen wurden
anschlielend am Institut flir Neuropathologie des Universitatsklinikums Dulsseldorf
durchgefuhrt. Zusammengefasst wurde die DNA aus den Proben mit dem lon AmpliSeq
Library Kit 2.0 (ThermoFisher Scientific) aufbereitet und amplifiziert (Behjati and Tarpey,
2013). Die Sequenzierung erfolgte mit dem lon 540 Kit-OT2 auf einem lon 540 Chip und
im lon S5 Sequencer (jeweils ThermoFisher Scientific). Die bioinformatische Auswertung

der Sequenzierung erfolgte mit der Torrent Suite 5.16.1 Software (ThermoFisher
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Scientific). Zur Interpretation der Varianten im Hinblick auf ihre Pathogenitat wurde die
online Datenbank ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar) (Landrum et al., 2020)
sowie zur Identifikation personalisierter Ansatze die online Datenbank OncoKB

(https://lwww.oncokb.org) (Chakravarty et al., 2017) herangezogen.

Patienten mit NSCLC BM wurden fur den Einschluss in das nNGM aufgeklart, sodass ihr
Gewebe mit einem Panel, welches fir das nNGM entwickelt wurde und sich auf NSCLC
typische Hotspots fokussiert, im NGS-Verfahren untersucht werden konnte. Um die
korrespondierenden Zellmodelle vergleichend zu analysieren, wurden diese mit dem
gleichen Panel sequenziert. Dieses untersuchte Gen-Panel nNGM v1 umfasst

Mutationshotspots von 19 Genen (siehe Anhang: Gen-Panel nNGM v1).

Gewebe von Patienten mit BM anderer Entitdten und deren korrespondierende
Zellmodelle wurden mit dem Cancer Hot Spot-Panel (lon AmpliSeq Cancer Hotspot Panel
v2; ThermoFisher Scientific) untersucht. Das untersuchte Gen-Panel umfasst

Mutationshotspots von 50 Genen (siehe Anhang: lon AmpliSeq Cancer Hotspot Panel v2).
2.3. Personalisierte Wirkstofftestung

Zur Etablierung einer gezielten personalisierten Wirkstofftestung wurden die Zellmodelle
24 h vor der Behandlung in einer 384-Well Zellkulturplatte (Corning, Wiesbaden,
Deutschland) in biologischen Triplikaten zu je 2.000 Zellen pro Well ausgesat sowie vor
und nach Behandlung bei 37 °C und 5% CO: in einer befeuchteten Atmosphare kultiviert.
Als Kontrollen dienten hierbei nach gleicher Systematik ausgesate, nicht behandelte
Zellen.

Auf Grundlage der nNGM-Panelsequenzierung wurden fir die NSCLC BM
Treibermutationen und dazu passende Wirkstoffe identifiziert. Dabei wurde je nach
Signatur ein personalisierter Inhibitor wie Osimertinib, Selpercatinib oder Naporafenib mit
drei konventionellen Zytostatika (Cisplatin, Pemetrexed und Paclitaxel) verglichen
(Tabelle 4). Die aufgelisteten Wirkstoffe wurden von MedChemExpress (Monmouth

Junction, USA) bezogen.

Wirkstoff Wirkstoffgruppe
Osimertinib EGFR-Inhibitor
Selpercatinib RET-Inhibitor
Naporafenib RAF-Inhibitor

Cisplatin Platin-Komplex-Bildner

29



Pemetrexed Antimetabolit

Paclitaxel Taxan

Tabelle 4: Wirkstoffe und deren Gruppe, die fiir die personalisierte Wirkstofftestung
verwendet wurden.
In der personalisierten Wirkstofftestung wurden auf Grundlage der Panel-Sequenzierung
ausgewabhlte zielgerichtete Wirkstoffe gegen klassische, weitgehend unspezifische Zytostatika im
Hinblick auf ihre Wirkung auf die Viabilitdt der NSCLC BM Zellmodelle verglichen.

Die auf dieser Grundlage zusammengestellte Wirkstoffauswahl wurde anschlieend in
Konzentrationen von 0,1; 1, 10 und 100 nM zur Behandlung der Zellmodelle eingesetzt.
Nach 72 h Inkubation wurde der CellTiter-Glo Lumineszenz Assay (Promega, Fitchburg,
USA) zur Erfassung der Zellviabilitat durchgefiihrt. Diese Wirkstofftestung wurde fiir jedes
Zellmodell einige Tage spater reproduziert, sodass jedes Zellmodell mindestens zwei
unabhangige Screens durchlief. Die statistische Auswertung der Zellviabilitat erfolgte
mithilfe von GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, Boston, USA) durch Berechnung der

mittleren effektiven Wirkkonzentration (ECso).
2.4. Radiotherapie

Die Zellmodelle wurden mit einer unfraktionierten Bestrahlungsdosis von 30 Gy behandelt.
Diese entspricht der Gesamtdosis, welche im Rahmen einer klinischen WBRT eingesetzt
wird (Weller, 2015). Die Bestrahlung erfolgte mit dem Gulmay RS225
Rontgenstrahlengenerator (Gulmay Ltd., Byfleet, Vereinigtes Kdnigreich) im Labor fur
Molekulare Radioonkologie der Klinik fiir Strahlentherapie und Radioonkologie des
Universitatsklinikums Dusseldorf. Hierflir wurden die Zellmodelle 24 h vor Bestrahlung in
einer 96-Well Zellkulturplatte (Greiner Bio-One International GmbH) in biologischen
Triplikaten zu je 10.000 Zellen pro Well ausgesat sowie vor und nach Bestrahlung bei 37
°C und 5% CO:- in einer befeuchteten Atmosphare kultiviert. Als Kontrollen dienten hierbei
nach gleicher Systematik ausgesate, nicht bestrahlte Zellen.

24 und 48 h nach Bestrahlung wurde die Zellviabilitat mit Hilfe des MTT-Assay bestimmt.
Dieser wurde nach Angaben des Herstellers durchgeflihrt. Zusammengefasst wurden 10
pul MTT-Reagenz zu 100 pl Zellsuspension gegeben und drei Stunden lang inkubiert.
AnschlieRend wurden 110 pl MTT-Lysepuffer (90% Isopropanol, 10% Triton X-100) in
jedes Well gegeben und die Platten 15 Minuten lang bei Raumtemperatur geschuttelt, bis
keine MTT-Kristalle mehr sichtbar waren. Die Messung der Absorption erfolgte bei 550
und 750 nm (Hintergrundsubtraktion) mit einem Mikroplatten-Lesegerat (Bio-Rad

Laboratories Inc., Hercules, USA).
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2.5. TTFields Behandlung

Zur Behandlung der Zellmodelle mit einer klinisch relevanten Frequenz von 200 kHz
(Vargas-Toscano et al., 2020) wurde diese im inovitro™ Laborsystem (Novocure GmbH,
Root, Schweiz) in 35 mm Keramikplatten zu je 50.000 Zellen in 2 ml Suspension als
biologische Duplikate ausgesat. Dabei wurden durch eine Keramik mit hoher
Dielektrizitatskonstante isolierte Wandlerpaare zur Applikation von 1,7 V/cm im
quadratischen Mittel verwendet. Als Kontrollen dienten nach gleicher Systematik in 35 mm
Zellkulturplatten (Greiner Bio-One International GmbH) ausgesate, nicht behandelte
Zellen. Da der Effekt von TTF auf die Glioblastom-Zelllinie HSR-GBM1 (CVCL_DI57;
freundlicherweise zur Verfugung gestellt von Angelo Vescovi, Ph.D., Universitat von
Bicocca, Mailand, Italien) weitreichend untersucht ist (Vargas-Toscano et al., 2020), wurde
diese als Positivkontrolle in alle Experimente eingeschlossen. Die Keramikplatten wurden
bei 30 °C und die Kontrollplatten bei 37 °C bei je 5% CO; in einer befeuchteten
Atmosphare kultiviert. Nach 72 h Behandlung oder Inkubation wurde der MTT-Assay wie
oben beschrieben durchgefiihrt, indem die Zellen in 96-Well Zellkulturplatten als 20

technische Replikate ausplattiert wurden.
2.6. Hochdurchsatzwirkstofftestung

Die Hochdurchsatzwirkstofftestung (engl.: High-Troughput Screening; HTS) wurde in der
HTS-Core-Facility der Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf
durchgeflhrt.

Zusammengefasst wurden 267 Wirkstoffe (siehe Anhang: Wirkstoffe der
Hochdurchsatztherapietestung) mit dem D300(e) Digital Dispenser (Tecan, Crailsheim,
Deutschland) in 6-8 Verdinnungsschritten (0-10 uM) randomisiert in weille 1536-Well-
Platten (Corning, Wiesbaden, Deutschland) verteilt. Die DMSO-Konzentration wurde
dabei in jedem Well auf 0,25% normalisiert. Diese Platten wurden bei -80 °C gelagert und
eine Stunde vor dem Screen des jeweiligen Zellmodells aufgetaut. Mit Hilfe des Multidrop
Combi Reagent Dispenser (Thermo Scientific) wurden insgesamt 2-3 Millionen Zellen in
30 pl Kulturmedium pro Well ausgesat. Nach 72 h Inkubationszeit wurde ein CellTiter-Glo
Assay zur Viabilitdtsmessung durchgefiihrt, indem 30 ul/Well des Reagenzes mit dem
Multidrop Combi Reagent Dispenser hinzugegeben und die Lumineszenzsignale mit
einem Spark 10M Mikroplattenlesegerat (Tecan) gemessen wurden.

Die Dosis-Wirkungs-Kurven wurden mittels nicht-linearer Regression (log(Inhibitor) versus
normalisierte Reaktion) mit mittleren Lumineszenzsignalen aus DMSO-Wells (23) als

100%ige Zellviabilitat erstellt. Die Inhibitorreaktion wurde relativ zur Kontrolle berechnet
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(GraphPad Prism 5). Alle Daten sind, sofern nicht anders angegeben als Mittelwert +
Standardabweichung (engl.: standard deviation; SD) angegeben. Vergleiche zwischen
verschiedenen Gruppen wurden mit Hilfe des Student's t-Tests oder der Varianzanalyse
durchgefuhrt. Die statistische Signifikanz zwischen verschiedenen Dosis-Wirkungs-
Kurven wurde im Hinblick auf die angepassten Mittelwerte (loglCso) mit Hilfe des F-Tests
der Quadratsumme bewertet. P-Werte < 0,05 wurden als signifikant angesehen. Die

Heatmaps wurden mit dem Morpheus-Online-Tool erstellt (Marquardt et al., 2023).

3. Ergebnisse

3.1. Validierte Zellmodelle

Zwischen Januar 2021 und Dezember 2022 wurden Gewebeproben von insgesamt 55
Patienten in die Studie eingeschlossen. Auf Grundlage der histopathologisch bestatigten
Diagnose einer BM ging das Gewebe von 36 Patienten in die weiteren Untersuchungen
ein. Von diesen konnten in 26 Fallen vitale 3D-Zellkulturmodelle etabliert werden
(Abbildung 4). Damit betrug die finale Erfolgsrate der Etablierung eines Zellmodells 72,2%.
Grinde fir einen Misserfolg waren unter anderen eine Kontamination mit

Mikroorganismen oder eine ausbleibende Formierung von Tumorspharoiden.

: HeRaEy
B

Abb. 4: Reprasentatives Foto einer etablierten Spharoidkultur.

Das etablierte Modell ist frei von Mikroorganismen, Fibroblasten und Erythrozyten. Die Tumorzellen

formen in Suspension Spharoide zwischen 100-800 um Diameter (Mal3stabsbalken 100 ym).
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Das Durchschnittsalter der Patienten betrug 63,3 Jahre und das biologische
Geschlechterverhaltnis war zu 48,5% weiblich. Von den in Tabelle 5 aufgelisteten
Patienten waren zum Zeitpunkt der Auswertung (Januar 2025) vier von sieben Patienten
lost to follow up, ein Patient 65 Tage postoperativ verstorben (Primartumor: Melanom), ein
Patient nach 25 Monaten verstorben (Primartumor: NSCLC) und ein Patient befindet sich
in weiteren regelmafligen klinischen Verlaufskontrollen 25 Monate postoperativ
(Primartumor: Magen-Karzinom).

In dieser Studie war NSCLC die haufigste Diagnose unter den Primartumoren (53%)
danach folgten Melanom (11%), Osophaguskarzinom (11%), SCLC (8%), das

Mammakarzinom (8%) sowie Blasen- (6%) und Magenkarzinom (3%) (Abbildung 5).

" Q

= NSCLC = Melanom = Oesophagus-Ca = SCLC = Mamma-Ca = Blasen-Ca = Magen-Ca

Abb. 5: Verteilung der Primartumoren der BM in dieser Studie.

In diesem Kreisdiagramm sind die relativen Anteile der Primartumorentitdten in dieser Studie
dargestellt. Von den insgesamt 36 Patienten waren 19 an einem NSCLC, 4 an einem Melanom, 4
an einem Osophaguskarzinom, 3 an einem SCLC, 3 an einem Mammakarzinom, 2 an einem

Blasenkarziom und einer an einem Magenkarzinom erkrankt.

Alle der 19 NSCLC Metastasen wurden im Rahmen des nNGM-Programms auf
Treibermutationen untersucht. Die Therapieempfehlungen des nNGM sind in Tabelle 5
aufgelistet. Um die zugehdrigen Zellmodelle genetisch zu validieren, wurde in sieben
Fallen mit unterschiedlichen Primartumoren, davon vier NSCLC, eine NGS durchgefihrt.
Hierbei zeigten sich jeweils Gbereinstimmende Treibermutationen in den Geweben der BM
und den zugehdrigen Zellmodellen (siehe Tabelle 5).

Die Sequenzierung der Zellmodelle erfolgte mit DNA, welche am Tag der weiteren
Therapieeffekttestung (TTFields, Bestrahlung, personalisierte Wirkstofftestung oder

Hochdurchsatzwirkstofftestung) extrahiert wurde; somit je nach unterschiedlich langer
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Kulturdauer. Dies ist zum einen in der Proliferationsaktivitat des jeweiligen Zellmodells
begrindet, da ausreichend viele Zellen fur die Versuche verwendet werden mussen, und
zum anderen in der Logistik, die hinter der Verfligbarkeit der anschliefenden
Therapieeffekttestungen steht. Insgesamt zeigte sich ein die Tumorentitdt sowie die
entsprechende Treibermutation Ubergreifender Trend zur Zunahme der Allelfrequenz der
Treibermutation(-en) in den Zellmodellen gegeniber den Geweben der BM uber den
Zeitverlauf (Abbildung 6).

Patienten-ID [Mutation (Gewebe |Tag 4 [Tag 7 [Tag 8 [Tag 12 |[Tag 86
BM24 KRAS 29,45 99,69
TP53 44 44 99,70
BM32 KRAS 36,82 39,93
STK11 58,76 72,37
BM52 STK11 55,32 90,53
TP53 69,75 92,54
BM55 KIT 29,50 31,71
JAK3 50,13 51,03
BM56 ATM 40,76 44 26
BM59 KRAS 50,90 (62,80
FGFR3 [ 49,05 |52,63
BM60 JAK3 31,63 47,54

Abb. 6: Darstellung der mutierten Allelfrequenzen nach Zellmodell und Mutation im
Zeitverlauf.

Die mutierte Allelfrequenz, also der Anteil der Sequenzierreads, die in der jeweiligen Probe die
Mutation aufwiesen, ist hier pro Zellmodell und identifizierter Mutation im Zeitverlauf aufgetragen.
Das urspriingliche Gewebe wurde am OP-Tag asserviert, die Zellmodelle zunachst kultiviert und
dann nach unterschiedlicher Kulturdauer (Tag 4-86) mittels NGS sequenziert. Der Zahlenwert der

Allelfrequenz ist jeweils in Prozent angegeben.
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Patienten Primartumor PD-L1/ Mutationen im Mutationen im Kultur Pathogenitat Zielgerichtete
-ID HER2 Gewebe Zellmodell dauer Wirkstoffe
Status (d)
KRAS:NM_033360 KRAS:NM_033360| 86 e Naporafenib
4:exon3:c.183A>T 4:exon3:c.183A>T Onkogene gain-of- e Trametinib
PD-L1 :p.GIn61His :p.GIn61His function Mutation e Cobimetinib
BM24 NSCLC positiv (AF=29.45%) (AF=99.69%) e Binimetinib
(TPS TP53:NM_000546.|  TP53:NM_000546. Wahrscheinlich
100%) 5:exon7:c.731G>A: 5:exon7:c.731G>A: onkogene /0SS-of- )
p.Gly244Asp p.Gly244Asp st Mutation
(AF=44.44% (AF=99.70 %)
7 e Naporafenib
e MRTX-11
KRAS:NM_033360 KRAS:NM_033360 . ASP308233
4:exon2:c.35G>A: 4:exon2:c.35G>A: Onkogene gain-of- e RMC-6236
PD-L1 p.Gly12Asp p.Gly12Asp function Mutation T tinib
negativ (AF=36.82%) (AF=39.93%) * ramelnib
BM32 NSCLC TPS e Cobimetinib
é%) e Binimetinib
STK11:NM_00045 STK11:NM_00045
5.5:exon7:¢.891G> 5.5:exon7:¢.891G> . e Pembrolizumab
C:p.Arg297Ser C:p.Arg297Ser Onkogene Mutation + Bemcentinib
(AF=58.76%) (AF=72.37%)
PD-L1 STK11:NM_00045 | STK11:NM_00045 | 12
BM52 NSCLC positiv 5.5:exon1:¢.289 2 5.5:exon1:¢c.289 2 Wahrscheinlich e Pembrolizumab
(TPS 90+2delAAGT:p 90+2delAAGT:p onkogene Mutation + Bemcentinib
50%) (AF=55.32%) (AF=90.53%)
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TP53:NM_000546.
5:exon7:c.734G>T:
p.Gly245Val
(AF=69.75%)

TP53:NM_000546.
5:exon7:c.734G>T:
p.Gly245Val
(AF=92.54%)

Wahrscheinlich
onkogene loss-of-
function Mutation

e Sunitinib
KIT:NM_000222.3: KIT:NM_000222.3: e Imatinib
exon17:c.2447A>T exon17:c.2447A>T Onkogene gain-of- ¢ Regorafenib
_ PD-L1 :p.Asp816Val :p.Asp816Val function Mutation ¢ Ripretinib
Amelanotisches positiv (AF=29.50%) (AF=31.71%) e Sorafenib
BMSS malanes (TPS « _Nilotinib
10%) JAK3:NM_000215.| JAK3:NM_000215.
4:exon16:c.2164G 4:exon16:c.2164G Unbekannt )
>A:p.Val722lle >A:p.Val722lle
(AF=50.13%) (AF=51.03%)
tubulo-papilléres PD-L1 ATM:NM_000051. ATM:NM_000051. -
BM56 Adeno-Karzinom negativ 3:exon17:c.2572T>  3:exon17:c.2572T> Wahrscheinlich )
des Magens (TPS C:p.Phe858Leu C:p.Phe858Leu neutral
0%) (AF=40.76%) (AF=44.26%)
KRAS:NM_033360| KRAS:NM_033360 ig?;:s'ibb
4:exon2:c.34G>T: 4:exon2:c.34G>T: Onkogene gain-of- e Trametinib
PD-L1 p.GIy12Cy§ p.GIy12Cy§ function Mutation «  Cobimetinib
BM59 NSCLC ??SISUV (AF=50.90%) (AF=62.83%) e Binimetinib
100%) FGFR3:NM_00014 FGFR3:NM_00014
2.4:exon10:¢c.1345 2.4:exon10:¢c.1345 Wahrscheinlich e Erdafitinib
C>T:p.Pro449Ser C>T:p.Pro449Ser benigne
(AF=49.05 %) (AF=52.63%)
Beoon Efsﬁi%/_ ;JLAKS:[\#I\E/;I_O%O?; (5; ;JLAKS:[\#I\E/;I_O%O?; (5; o 'Il:;rastutzumab
sophagus- :exon16:c. :exon16:c. eruxtecan
BMG0 Karzinom (28+c.:08rIeSH >C:p.Val718Leu >C:p.Val718Leu Unbekannt e Neratinib
polc,itiv) (AF=31.63%) (AF=47.53%) e Lapatinib
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Tabelle 5:

Die BM Zellmodelle wurden mittels NGS auf Treibermutationen analysiert. Im Vergleich des

Ubersicht iiber die mittels NGS analysierten BM Zellmodelle.

Metastasengewebes mit dem korrespondierenden Zellmodell konnte die Ubereinstimmung der
Treibermutationen nachgewiesen werden. Zusatzlich wurde die mutierte Allelfrequenz (AF)
ermittelt. Die Treibermutationen wurden zudem im Hinblick auf ihre Pathogenitat beurteilt und
neben dem pradiktiven Rezeptorstatus herangezogen, um auf sie zielgerichtete Wirkstoffe zu
identifizieren.

TPS: Tumor Proportion Score (engl. fir den Anteil der PD-L1 immunhistochemisch positiv gefarbter

Tumorzellen bezogen auf die Gesamtzahl der Tumorzellen), SISH: Silber in situ Hybridisierung.

3.2. Personalisierte Wirkstofftestung

Fir die initiale gezielte personalisierte Wirkstofftestung standen die in Tabelle 4
aufgelisteten Wirkstoffe zur Verfigung. Diese wurden auf Grundlage der nNGM Befunde
zusammengestellt und sind hier noch einmal den in diesem Versuch verwendeten

Zellmodellen und ihren Treibermutationen zugeordnet (Tabelle 6).

Patienten-ID Primartumor Treibermutation Wirkstoff
BM24 NSCLC KRAS Naporafenib
BM27 NSCLC EGFR Osimertinib
BM31 NSCLC RET Selpercatinib
BM33 Mammakarzinom - -

Tabelle 6: Fiir die gezielte personalisierte Wirkstofftestung verwendete Zellmodelle.
Fir die gezielten Wirkstofftestungen wurden diese sechs Zellmodelle verwendet. Dabei handelte
es sich aufgrund der logistischen Verfligbarkeit von NGS-Befunden des Gewebes durch das nNGM
Uberwiegend um NSCLC-BM. Den Treibermutationen sind im Rahmen der nNGM-Befundung
zugehorige personalisierte Wirkstoffe zugeordnet worden.

Fir den Fall BM24 ergab sich aufgrund einer KRAS-Mutation eine personalisierte
Therapieoption mittels Naporafenib (LXH-254); einem oral verfugbaren Raf-Inhibitor. Die
onkogene gain-of-function Mutation des KRAS-Gens lag im Zellmodell mit einer
Allelfrequenz von 99,69% vor (Tabelle 5). In der Wirkstofftestung zeigte sich fir
Naporafenib eine Reduktion des Zelliberlebens mit einer mittleren effektiven
Wirkstoffkonzentration (engl. median effective concentration; ECsy) von 15,33 uM. Fr

Cisplatin konnte aufgrund eines ausbleibenden Effektes auf das Zelliberlebens keine
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ECso errechnet werden, wahrend sie fiir Paclitaxel bei 408,9 uM und flr Pemetrexed bei
898 uM lag (Abbildung 7).

2 -
00 -e- Naporafenib
-e- Cisplatin
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Abb. 7: Dosis-Wirkungskurven der personalisierten Wirkstofftestung von BM24.

In der personalisierten Wirkstofftestung der NSCLC-Metastase BM24 zeigte sich im untersuchten
Dosisbereich ein starkerer Effekt auf die Reduktion des Zelliberlebens durch den zielgerichteten

Wirkstoff Naporafenib im Vergleich zu den konventionellen Zytostatika Paclitaxel und Pemetrexed.

Fir die NSCLC BM27 ergab sich aufgrund einer EGFR-Mutation eine Therapieoption
mittels Osimertinib; einem oral verfiigbaren EGFR-Inhibitor der dritten Generation, der fir
die Erstlinientherapie von EGFR-mutierten NSCLC zugelassen ist. Im enthommenen
Tumorgewebe zeigte sich eine EGFR T790M Mutation (AF: 67,27%), eine L858R Mutation
(AF: 65,05%) sowie eine p.V157_R158 Deletion (AF: 47,45%). Fir das konventionelle
Zytostatikum Cisplatin ergab sich naherungsweise eine ECso von 192,5 uM, wahrend
diese fur Osimertinib bei 98,76 uM lag (Abbildung 8).
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Abb. 8: Dosis-Wirkungskurven der personalisierten Wirkstofftestung von BM27.

In der personalisierten Wirkstofftestung der NSCLC-Metastase BM27 zeigte sich im untersuchten
Dosisbereich ein starkerer Effekt auf die Reduktion des Zelliberlebens durch den zielgerichteten
Wirkstoff Osimertinib im Vergleich zu dem konventionellen Zytostatikum Cisplatin.

Fir die NSCLC-Metastase BM31 ergab sich aufgrund einer CCDC6-RET-Fusion eine
Therapieoption mittels Selpercatinib; einem neuen, spezifischen RET-Thyrosinkinase-
Inhibitor der ersten Generation. In der personalisierten Wirkstofftestung zeigte sich auch
hier eine geringere ECso des zielgerichteten Wirkstoffes im Vergleich zur konventionellen
Chemotherapie, die jedoch aullerhalb des untersuchten Dosisbereiches liegt (ECso

Selpercatinib: 333,4 uM; ECso Paclitaxel: 768,9 uM; ECso nicht errechenbar fir Cisplatin
und Pemetrexed) (Abbildung 9).
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Abb. 9: Dosis-Wirkungskurven der personalisierten Wirkstofftestung von BM31.

In der personalisierten Wirkstofftestung der NSCLC BM31 zeigte sich im untersuchten Dosisbereich
kein starkerer Effekt auf die Reduktion des Zelliberlebens durch den zielgerichteten Wirkstoff
Selpercatinib im Vergleich zu den konventionellen Zytostatika. Die errechnete ECso flr
Selpercatinib ist jedoch geringer als die der konventionellen Chemotherapie.

Fir die TNBC BM33 wurde keine Gensequenzierung durchgefihrt, weshalb lediglich der
Effekt der konventionellen Zytostatika auf das Zellmodell untersucht wurde (ECso
Paclitaxel 45,9 uM; ECso Cisplatin 119,8 uM; ECso Pemetrexed: 2160 uM). Hierbei zeigte

sich unter Paclitaxel eine starker ausgepragte Reduktion des Zellliiberlebens im Vergleich
zu Cisplatin oder Pemetrexed (Abbildung 10).
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Abb. 10: Dosis-Wirkungskurven der Wirkstofftestung von BM33.

In der Wirkstofftestung der TNBC Metastase BM33 zeigte sich im untersuchten Dosisbereich ein

starkeres Ansprechen von Paclitaxel im Vergleich zu Cisplatin und Pemetrexed.

3.3. Radiotherapie

Die Glioblastom-Zelllinie GBM1 wurde als Positivkontrolle in die in vitro Bestrahlungen
eingeschlossen, um das Zelliberleben 24 und 48 h nach Exposition gegenliber einer
Einzeldosis von 30 Gy Gammastrahlung referenzieren zu kdnnen. Hierbei zeigte sich
zunachst eine Reduktion des Zelliiberlebens am ersten Messpunkt, wahrend dieses nach
48 h das Ausgangsniveau wieder Uberstieg (Zelliberleben 24 h vs. 48 h nach 30 Gy;
p=0,0006) (Abbildung 11). Dieser Rebound des Zelliberlebens zeigte sich auch in
statistisch signifikantem Ausmal flur die RET-alterierte NSCLC BM31 (Zelluberleben 24 h
vs. 48 h nach 30 Gy; p=0,0024) (Abbildung 11). Dahingegen konnte die Radiatio das
Zelliberleben der KRAS-mutierten NSCLC BM24 sowie der TNBC BM33 Uber den

Zeitverlauf reduzieren; jedoch ohne statistische Signifikanz (Abbildung 11).
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Abb. 11: Zelliiberleben der Zellmodelle nach Einzeitbestrahlung.

Die Zellmodelle GBM1, BM24, BM31 und BM33 wurden einer Einzeitbestrahlung mit 30 Gy
Gammastrahlung unterzogen. AnschlieRend wurde das Zelliberleben 24 h und 48 h nach
Abschluss der Behandlung quantifiziert. Fir GBM1 und BM31 zeigte sich eine initiale Reduktion
des Zelliiberlebens gegeniber der unbehandelten Kontrolle, wahrend die Zellviabilitat am zweiten

Messpunkt den Ausgangswert bereits wieder Uberstieg. Fir BM24 und BM33 zeigte sich hingegen

eine (nicht signifikante) Reduktion der Viabilitat Uber den Zeitverlauf.
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3.4. TTFields Behandlung

Die Viabilitat der Glioblastom-Zelllinie GBM1, der NSCLC Kulturen BM31 und BM32 sowie

der TNBC Kultur BM33 wurde nach 72 h unter TTFields Behandlung (200 kHz)

quantifiziert. Hierbei konnte eine signifikante Reduktion des Zelliberlebens der

Glioblastomzelllinie unter TTFields-Behandlung im Vergleich zur Kontrolle reproduziert
werden (GBM1: p<0,0001). Auch fur die BM Kulturen zeigte sich unabhangig von der
Entitdt des Primartumors eine signifikante Reduktion des Zelliberlebens nach 72 h
TTFields Behandlung verglichen mit der unbehandelten Kontrolle (BM31: p=0,0132;

BM32: p=0,0524; BM33: p<0,0001). Insbesondere die TNBC Kultur BM33 zeigte eine
hochsignifikante Reduktion des Zelllberlebens

Kontrollreferenzwertes (Abbildung 12).
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Abb. 12: Zelliiberleben der untersuchten Zellmodelle nach TTFields-Behandlung im
Vergleich zu unbehandelten Kontrollen.

Die Zellmodelle GBM1, BM31, BM32 und BM33 wurden Uber 72 h mit 200 kHz TTFields
behandelt. In allen Zellmodellen zeigt sich darunter eine signifikante Reduktion der Zellviabilitat

im Vergleich zu den jeweils unbehandelten Kontrollzellen.

3.5. Hochdurchsatzwirkstofftestung

Zwischen September und Dezember 2022 wurden sechs molekularpathologisch mittels
NGS validierte Zellmodelle im HTS hinsichtlich des Ansprechens auf 267 verschiedene
Wirkstoffe untersucht. Die durchschnittliche Kulturdauer betrug 11,6 Tage (Spannbreite 4-
27 Tage) vom OP-Tag bis zum HTS. Zur internen Qualitatskontrolle wurden zehn bis 16
DMSO-Kontrollen jeder Platte verwendet, um den Variationskoeffizienten (engl.:
coefficient of variation; CV) zu berechnen. Mit diesem kdnnen Schwankungen bei der
Lumineszenzmessung und Fehler in der Ausplattierung der Zellen bewertet werden
(Abbildung 13A). Als Positivkontrolle wurden auf jeder Platte Panobinostat und
Staurosporin eingesetzt, die ein breites zytotoxisches Wirkungsprofil auf verschiedene
Arten von Krebszellen haben. Anhand des Determinationskoeffizienten (R?) wurde die
Anpassungsgute der Dosis-Wirkungsbeziehung fur diese beiden Wirkstoffe beurteilt
(Abbildung 13B). Auf Grundlage der Grenzwerte fur die Qualitadtskontrollen (CV<15%,
R?>0,8) zeigte sich, dass fiinf von sechs Screens unterschiedlicher BM-Zellmodelle die
Qualitatsstandards erflllten.
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Abb. 13: Qualitdtskontrollen in der Hochdurchsatzwirkstofftestung.

A) Zur Qualitatskontrolle enthalt jede Platte mehrere DMSO-Kontrollen. Dieses Diagramm wurde
unter Verwendung der mit dem CellTiterGlo-Assay (CTG, Promega) gemessenen Rohdaten (engl.:
raw data) zur Zellviabilitat (engl.: cell viability) erstellt. Der mittlere Zellviabilitdtswert der DMSO-
behandelten Zellkontrollen auf jeder Platte muss ahnlich sein und der Variationskoeffizient (CV)
muss unter 15% liegen. B) Als Positivkontrollen wurden Panobinostat und Staurosporin mit einer
typisch sigmoidalen Dosis-Wirkungskurve verwendet. R? muss groBer als 0,8 sein, um die
Qualitatskontrolle der Anpassungsgite zu passieren. Abgebildet sind beispielhaft die
Qualitatskontrollen im HTS fiir die Primarkultur BM60.

Die Ergebnisse des HTS kdénnen vor dem Hintergrund weitergehender diagnostischer
Befunde im Rahmen eines pharmakogenomischen Ansatzes aufgearbeitet werden.
Exemplarisch werden hier die diagnostischen Befunde des Patienten mit dem
zugehdérigen HTS BMG60 integriert:

Im HTS wurde das Ansprechen der Primarkultur BM60 auf 267 Wirkstoffe untersucht, von
denen nahezu 80% bereits von der FDA zugelassen sind und sich ein weiterer Anteil in

der Spatphase klinischer Testungen befindet (Abbildung 14A). Insgesamt passierten 130
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Wirkstoffe die Qualitatskontrolle der Anpassungsgute mit einem R?>0,8. Fiir die Effektivitat
eines Wirkstoffes wurde die Flache unter der Kurve (engl.: area under the curve; AUC) mit
einem Grenzwert von maximal 0,75 definiert (Fallahi-Sichani et al., 2013). Auf Grundlage
dieser Kriterien erzielten 60 der 130 Wirkstoffe die erwulnschte Effektivitat. Darunter
befanden sich auch fir die konventionelle Therapie des Osophaguskarzinoms
zugelassene Zytostatika (Abbildung 14B).

Zur Modellierung mdglicher zytotoxischer Nebenwirkungen wurden humane Fibroblasten
(engl.: human firboblasts; HFB) sowie periphere Blutzellen (engl.: peripheral blood cells;
PBC) bezlglich ihres Ansprechens auf die Wirkstoffe im HTS untersucht und daraus der
Z’-Faktor errechnet (Zhang et al., 1999). Z'<-2 zeigt an, dass ein zytotoxischer Effekt fur
BM60 nachweisbar war und nicht fir die Kontrollen (hier in einer Heatmap visualisiert:
Abbildung 14C). Unter Beriicksichtigung der definierten Kriterien (R>>0,8; AUC<0,75; Z'<-
2) zeigten 29 Wirkstoffe Hinweise fur selektive Effektivitat auf die Viabilitdt von BM60
Zellen.

Bereits in einer friheren BM des Patienten konnte immunohistochemisch ein positiver
Rezeptorstatus fur HER2 nachgewiesen werden, der auch in der zu BM60 zugehdrigen
Rezidiv-BM erhalten geblieben war (Abbildung 14D). Die NGS-basierte Analyse zeigte
eine JAK3-Mutation mit einer Allelfrequenz von 47,53% im Zellmodell und unbekannter
Pathogenitat (Tabelle 5). Etwa ein Viertel der im HTS identifizierten Medikamente wirken
auf von HER2-vermittelte Signalwege, wie bspw. Inhibitoren des Mitogen-aktivierten
Proteinkinase (MAPK)-Signalwegs und des PIK3-Signalwegs. Unter den sechs
identifizierten TKls befand sich auch der neue orale pan-HER2-Inhibitor Neratinib.
Daruber hinaus sind insgesamt funf der 29 Medikamente (13,8%) JAK-Inhibitoren
(Abbildung 14E).
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Abb. 14: Integration des molekularen Profils und der HTS-Ergebnisse zur Identifikation
potenzieller therapeutischer Optionen in der BM-Priméarkultur BM60.

A) Status der klinischen Testung oder Zulassung, in der sich die 267 untersuchten Wirkstoffe
befinden. B) AUC fiir 130 Wirkstoffe mit R?>0,8. Die Wirkstoffe wurden nach ihrem AUC-Wert
sortiert. Die blauen Punkte reprasentieren Standard-Chemotherapeutika, die zur Behandlung von
Osophagus-Karzinomen eingesetzt werden. C) Heatmap des Z'-Faktors. Es werden Medikamente
mit Z'<-2 dargestellt zur Modellierung eines selektiv anti-neoplastischen Effektes. D)
Mikroskopische Aufnahme der immunhistochemischen Farbung der HER2-Expression in den
beiden metachronen BM des Patienten (2nd brain metastasis entsprach dem Ursprungsgewebe
fur BM60). HER2-positive Zellen zeigten eine membransténdige, braune Farbung. Links:
Immunhistochemische Farbung der ersten Hirnmetastase mit intensiver, vollstdndiger Farbung

(HER-Score 3+, Malistabsbalken: 100 pm); rechts: Immunhistochemische Farbung der
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rezidivierten Hirnmetastase mit maRiger Farbung (Score 2+, Malstabsbalken: 100 pm). E)
Verteilung potenzieller Arzneimittel auf verschiedene Ziel-Signalwege (aus Jeising et al., 2024).

Das Anthracyclin Doxorubicin, ebenso wie das Stereoisomer Epirubicin, kdnnen in der
konventionellen Chemotherapie des Osophaguskarzinoms eingesetzt werden (Al-Batran
et al., 2019) und zeigten bei BM60 eine erwartungsgemals hohe Effektivitat (AUC
Epirubicin: 0,51; AUC Doxorubicin: 0,48). Die durch den Z'-Faktor modellierte Toxizitat
errechnet sich aus der Wirkung auf HFB und PBC und zeigte fiir diese Medikamente eine

starke Wirkung auf die nicht-neoplastische Kontrollen (Abbildung 15).

A B

— BM60 (AUC=0.51, Z'=-0.9) — BM60 (AUC=0.48, Z'=-1.5)
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Abb. 15: Dosis-Wirkungs-Kurven von Epirubicin und Doxurubicin im HTS der BM-
Primarkultur BM60.
Z' ist groRer als -2. Dies zeigt, dass Epirubicin (A) und Doxorubicin (B) auch auf die gesunden

Kontrollen (HFB und PBC) hochgradig zytotoxisch wirken.

Hingegen zeigte sich eine hohe selektive Effektivitat des pan-HER2-TKI Neratinib in BM60
Zellen (AUC Neratinib: 0,58; Z': -3,4). Dabei waren die zytotoxischen Effekte auf die
gesunden Kontrollzellen gering (AUC Neratinib HFB: 0,98; AUC Neratinib PBC: 0,83)
(Abbildung 16A). Weiterhin zeigten oral bioverfugbare JAK-Inhibitoren wie Pacritinib,
Momelotinib sowie Fedratinib eine selektive Zytotoxizitat fir BM60 Zellen (Abbildung 16B,
C, D) (Jeising et al., 2024).
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Abb. 16: Dosis-Wirkungs-Kurven von Neratinib und JAK-Inhibitoren im HTS der BM-
Priméarkultur BM60.

Neratinib (A), Pacritinib (B), Momelotinib (C) und Fedratinib (D) reduzieren effektiv die Viabilitat
von BM60-Zellen im Vergleich zu HFB und PBC (aus Jeising et al., 2024).

Mithilfe dieses pharmakogenomischen Ansatzes konnten auch fur die weiteren vier
untersuchten BM-Zellmodelle kongruente Befunde erstellt werden (Tabelle 7).
Zusammenfassend zeigte sich fir BM52, eine STK71 und TP53 alterierte NSCLC BM, ein
gutes Ansprechen auf den ERK-Inhibitor Ulixertinib (AUC: 0,70; Z’: -2,11; R% 0,93; ICso:
7036 nM) (Abbildung 17A). Aullerdem zeigte sich eine effektive Zellviabilitatsreduktion
unter HDAC-Inhibitoren (Entinostat AUC: 0,53; Z’: -2,50; R%: 0,98; ICso: 376 nM (Abbildung
17B); Vorinostat AUC: 0,55; Z’: -1,32; R?: 0,97; ICso: 1283 nM; Tucidonistat AUC: 0,57; Z":
-2,77; R%.0,96; ICso: 36789 nM;). Darliber hinaus zeigte sich auch ein Ansprechen auf den
HSP90 (heat shock protein 90; deutsch: Hitzeschockprotein 90)-Inhibitor Tanespimycin
(AUC: 0,52; Z": -0,78; R% 0,81; ICs0: 1,55 fM) (Abbildung 17C). Weiterhin konnte der HIF-
Stabilisator Roxadustat die Zellproliferation von BM52 Zellen im HTS signifikant
reduzieren (AUC: 0,70; Z': -3,89; R% 0,84; ICso: 3266 nM) (Abbildung 17D).
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Abb. 17: Dosis-Wirkungskurven ausgewdhlter Wirkstoffe im HTS der BM-Priméarkultur BM52.
Im HTS zeigt sich fir BM52 ein besonders effektives Ansprechen auf ERK-Inhibitoren (Ulixertinib,
A), HDAC-Inhibitoren (Entinostat, B), HSP90-Inhibitoren (Tanespimycin, C) sowie HIF-Inhibitoren
(Roxadustat, D).

Fir die Primarkultur der KIT-mutierten intrazerebralen Melanommetastase BM55 konnte
ein gutes Ansprechen auf die KIT-Inhibitoren Sunitinib (AUC: 0,62; Z‘: -1,56; R?: 0,96; ICso:
2387 nM) sowie Imatinib (AUC: 0,68; Z‘: -2,36; R?: 0,96; ICso: 6651 nM) nachgewiesen
werden (Abbildung 18A und B). Das Antipsychotikum Thioridazin ist ein potenter Dopamin-
Rezeptorantagonist (Grant et al., 2022) und flhrte im HTS von BM55 zu einer effektiven
Viabilitatsreduktion (AUC: 0,52; Z: -2,16; R? 0,96; ICso: 563 nM) (Abbildung 18C). Ein
gutes Ansprechen zeigte sich zudem flir den Multikinase-Inhibitor Entrectinib (AUC: 0,49;
Z':-2,15; R 0,97; ICso: 883 nM) (Abbildung 18D) sowie Verteporfin (AUC: 0,53; Z': -2; R%:
0,93; ICs0: 1703 nM) (Abbildung 18E).
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Abb. 18: Dosis-Wirkungskurven ausgewahlter Wirkstoffe im HTS der BM-Primarkultur
BMS55.

Im HTS zeigt sich fir BM55 ein besonders effektives Ansprechen auf die KIT-Inhibitoren Sunitinib
(A) und Imatinib (B) sowie den Dopamin-Rezeptorantagonisten Thioridazin (C), den Multikinase-
Inhibitor Entrectinib (D) und den YAP-Inhibitor Verteporfin (E).

BM&56 ist die BM eines tubulo-papilldren Adenokarzinoms des Magens ohne wegweisende
Mutationsanalyse oder Rezeptorstatus. Im HTS konnte ein gutes Ansprechen auf HDAC-
Inhibitoren (Entinostat: AUC: 0,71; Z: -0,73; R% 0,95; ICso: 4057 nM; Vorinostat: AUC:
0,64; Z -0,69; R% 0,99; ICso: 2358 nM) (Abbildung 17B und Abbildung 19) sowie
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Tanespimycin (AUC: 0,45; Z‘: -1,27; R?: 0,90; ICso: 16 fM) (Abbildung 17C) nachgewiesen

werden.
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Abb. 19: Dosis-Wirkungskurve von Vorinostat im HTS der Primarkultur BM56.
Im HTS zeigte sich fir BM56 unter anderem eine effektive Zellviabilitatsreduktion unter HDAC-

Inhibitoren wie Vorinostat.

Im HTS zeigte sich ein gutes Ansprechen von BM59 Zellen auf die FGFR-Inhibitoren
Cediranib (AUC: 0,71; Z': -0,95; R% 0,96; ICso: 5016 nM) und Nintedanib (AUC: 0,68; Z": -
2,02; R% 0,97; ICso: 5910 nM) (Abbildung 20A und B). Die im NGS detektierte FGFR3-
Mutation dieser NSCLC BM wurde als wahrscheinlich benigne eingestuft (Tabelle 5).
Dennoch zeigte sich eine entsprechende Viabilitdtsreduktion unter diesen zielspezifischen
Wirkstoffen. Darlber hinaus konnte auch in diesem HTS die Wirksamkeit des HDAC-
Inhibitors Entinostat nachgewiesen werden (AUC: 0,58; Z‘: 0,14; R?: 0,98; 1Cs0:1269 nM)
(Abbildung 17B). Abgesehen von einem ausgepragt modellierten Toxizitatsprofil (Z': 8,22)
induziert der BRAF-Inhibitor Encorafenib eine erhebliche Viabilitdtsreduktion in dieser
zusétzlich KRAS mutierten BM Zelllinie (AUC: 0,77; R% 0,98; ICso: 10037 nM) (Abbildung
20C).
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Abb. 20: Dosis-Wirkungskurven ausgewdhliter Wirkstoffe im HTS der Primarkultur BM59.
Im HTS zeigen insbesondere die FGFR-Inhibitoren Cediranib (A) und Nintedanib (B) sowie der B-
raf Inhibitor Encorafenib (C) eine besonders effektive Reduktion der Zellviabilitdt von BM59

Zellen.

Zur Auswertung dieser HT-Screens wurde, wie oben beschrieben, eine analoge

Modulation des Toxizitatsprofils jedes einzelnen Wirkstoffes mit ausreichender Effektivitat
auf Grundlage des Z'-Faktors erstellt (Abbildung 21).

54



B
Brigatinib
Obatoclax
Cediranib
Sunitinib
Osimertinib
Erlotinib
Lapatinib
Neratinib
Ulixertinib
Pacritinib
Quizartinib
Nintedanib
Entinostat
Tucidinostat
Vorinostat
Cl1994
3-Deazaneplanocin
Roxadustat
Tanespimycin
Fedratinib
Cobimetinib
Flutamide
SNS314
6-Thioguanine
- Iniparib
Copanlisib
Mitoxantrone
Topotecan
Linifanib

Z m# 1nax

Abb. 21: Heatmaps der Z'-Faktoren.
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Dargestellt sind Medikamente mit Z'<-2 zur Modellierung eines selektiv anti-neoplastischen
Effektes. Der Z'-Faktor in den HTS der Zellmodelle BM52 (A), BM55 (B), BM56 (C) sowie BM59
(D) dient zur Selektion der Wirkstoffe mit ausreichender Effektivitat auf die Zellmodelle der

Metastasen ohne toxische Wirkung auf HFB und PBC.

Zusammengefasst konnte im HTS der Zellmodelle in jedem Fall ein pharmakogenetisch

kongruentes Wirkprofil identifiziert werden. Die auf Grundlage der Qualitatskriterien sowie

onkogenen Aberrationen identifizierten Wirkstoffe sind in Tabelle 7 zusammengetragen.
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Zellmodell | Alterierte Gene | Wirkstoffe und -mechanismus

BM52 STK11/TP53 o Ultixertinib/ERK-Inhibitor (Caiola et al., 2020)

e Entinostat, Vorinostat/HDAC-Inhibitoren (Juan et al.,
2000, Badie et al., 2022)

e Tanespimycin/HSP90-Inhibitor (Waza et al., 2006,
Zhu et al., 2022)

e Roxadustat/HIF-Inhibitor (Laderian et al., 2020)

BM55 KIT/JAK3 e Imatinib, Sunitinib/KIT-Inhibitoren (Terheyden et al.,
2019)

e Fedratinib, Pacritinib/JAK-Inhibitoren (Mullally et al.,
2020, Regenbogen et al., 2017)

BM56 ATM e Entinostat, Vorinostat/HDAC-Inhibitoren (Juan et al.,
2000, Badie et al., 2022)

e Tanespimycin/HSP90-Inhibitor (Waza et al., 2006,
Zhu et al., 2022)

BM59 FGFR3 /KRAS e Cediranib, Nintedanib/FGFR-Inhibitoren (Flaherty et
al., 2019)
e Encorafenib/B-Raf-Inhibitor (Riely et al., 2023)
BM60 JAK3/HER2+ e Fedratinib, Pacritinib, Momelotinib/JAK-Inhibitoren

(Mullally et al., 2020, Regenbogen et al., 2017)
e Neratinib/HER2-Inhibitor (Chan et al., 2021)

Tabelle 7: Im HTS identifizierte Wirkstoffe mit zugehérigen Zielgenen der jeweiligen BM-
Zellmodelle.
Die zunachst durch NGS identifizierten onkogenen Treibermutationen der BM-Zellmodelle wurden

im Rahmen der Auswertung des HTS in Bezug zu den effektivsten Wirkstoffen gesetzt.

4. Diskussion

4.1. Etablierung validierter Zellmodelle

Die im Rahmen dieser Arbeit generierten Zellmodelle von intrazerebralen Metastasen
wurden auf pHEMA beschichteten Zellkulturplatten als 3D-Tumorspharoide in
serumfreiem Medium kultiviert und kurzfristig fir weitere Untersuchungen herangezogen.
Zum einen ist die in vitro Formation von Tumorspharoiden ein Kennzeichen von

Stammzellsubpopulationen in einer Zellkultur (Clarke et al., 2006). Zum anderen konnten
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nach diesem Protokoll generierte Zellmodelle die Eigenschaften von TIC sowie deren
Fahigkeit in das heterogene Urspungstumorgewebe auszudifferenzieren nachbilden
(Nolte et al., 2013). Fur Glioblastome konnte bereits gezeigt werden, dass die Kultur als
Tumorspharoide longitudinale molekulare Stabilitat und reproduzierbares Ansprechen auf
Wirkstofftestungen ermdglicht (Nickel et al., 2021). Insgesamt betrug die Erfolgsrate der
Etablierung solcher 3D-Zellmodelle in der eigenen Studie 72,2% und ist damit kongruent
mit den Ergebnissen vergleichbarer Arbeiten (Nolte et al., 2013). Um die BM-Modelle zu
validieren, wurden sieben korrespondierende Paare aus Ursprungsgewebe und
Zellmodell mittels NGS sequenziert. Dabei zeigten sich jeweils Ubereinstimmende
Treibermutationen zwischen Gewebe und Zellmodell (siehe Tabelle 5). Ebenso wurde ein
Trend zur Zunahme der jeweiligen mutierten Allelfrequenz im Zellmodell gegenuber dem
Ursprungsgewebe Uber den Zeitverlauf sichtbar (Abbildung 6). Dies entspricht partiell den
Beobachtungen einer Zunahme der Stammzellfrequenz sowie genetischer Alterationen
unter einem Selektionsdruck ex vivo (Mitra et al., 2013). In diesem Fall flihrte der
Selektionsdruck zu einer Nische flr diejenigen Zellen, die die Treibermutationen trugen.
Hervorzuheben ist hierbei das Modell BM24, das erst nach 86 Tagen Kultivierung einer
gezielten Wirkstofftestung zugeflihrt und sequenziert wurde. Dabei lag die ECsy von
Naporafenib, einem Raf-Inhibitor, bei nur 15,33 uM und die mutierte Allelfrequenz der
therapeutisch adressierten KRAS-Mutation in diesem Zellmodell bei 99,69%. Im Vergleich
zu den Ubrigen Zellmodellen féallt diese besonders niedrige effektive
Wirkstoffkonzentration bei hoher mutierter Allelfrequenz auf.

Zusammenfassend ist das hier beschriebene Protokoll geeignet, um mit guter Erfolgsrate
genetisch stabile 3D-Zellmodelle aus BM zu etablieren. Die Beziehung zwischen
Allelfrequenz und zielgerichtetem Wirkstoffansprechen sowie externer Validitat (im
Hinblick auf eine Ubertragbarkeit der Versuchsergebnisse in vivo) bleibt bis hierhin
hypothetisch. AuRerdem ist die Fallzahl gering und die Versuchsdurchflihrung bislang
abhangig von biologischer Proliferationsaktivitdt und logistischen Gesichtspunkten.
Zusammenfassend  sprechen  die  vorliegenden  Daten  dennoch  dafur,
Anschlussexperimente innerhalb der ersten Wochen anzustreben, da hier eine mdglichst
heterogene Zellpopulation vorliegt und die molekulare Situation im Patientengewebe

modelliert.

Das Durchschnittsalter der Patienten in dieser Studie zum Zeitpunkt der Operation einer
BM betrug 63,3 Jahre und ist damit reprasentativ fur eine durchschnittliche
Patientenkohorte mit BM (Durchschnittsalter bei synchronen BM: 63,5 Jahre; bei
metachronen BM: 64,1 Jahre). Ebenso ist die Verteilung der Primartumorentitaten

annahernd konkordant zu reprasentativen klinischen Kohorten (Jiang et al., 2023). NSCLC
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und SCLC hatten in der eigenen Studie einen Anteil von 61% (vs. 50,1%),
Mammakarzinome 8% (vs. 17,3%), Melanom 11% (vs. 6,2%), Osophaguskarzinom 11%
(vs. 1,7%), Blasenkarzinom 6% (vs. 2,2%), Magenkarzinom 3% (vs. 1,1%). Eine
durchschnittliche Uberlebensdauer der Patienten nach Diagnose der BM lies sich
aufgrund fehlender Daten und zu geringer Fallzahl fir diese Studienpopulation nicht
ermitteln. Es war kein Ziel dieser Studie, epidemiologische Daten tiber BM zu generieren,
dennoch ist die vorliegende Konkordanz der Patientenmerkmale der Studienteilnehmer

mit klinischen Kohorten wichtig flr die Reprasentativitat der Studienergebnisse.
4.2. In vitro Therapietestung

4.2.1. Personalisierte Wirkstofftestung

Die Gute der gezielten Wirkstofftestungen muss kritisch diskutiert werden. Diese wurden
initial zur Untersuchung des funktionellen Ansprechens der erstmals etablierten
Zellmodelle  angestellt. Daher wurden  zunachst keine Variations- und
Determinationskoeffizienten ermittelt, weil DMSO- und Positivkontrollen fehlten. Diese
Gutekriterien kdnnen zur Detektion von Ausplattierungsfehlern oder einer unzureichenden
biologischen Zellmodellgute (bspw. Proliferation und Viabilitat) herangezogen werden.
Daruber hinaus wurde keine Modellierung des Toxizitatsprofils durchgeflhrt. In
Zusammenschau der vorliegenden Ergebnisse ergaben sich jedoch Hinweise fir Dosis-
abhangige Effekte auf die Viabilitdt der Zellmodelle. Fur die Modelle BM24
(personalisierter Wirkstoff: Naporafenib), BM27 (personalisierter Wirkstoff: Osimertinib)
und BM31 (personalisierter Wirkstoff: Selpercatinib) zeigten sich zudem jeweils geringere
effektive Wirkstoffkonzentrationen fur den personalisierten Wirkstoff im Vergleich zu
Standardchemotherapeutika. Naporafenib ist ein oral verfiigbarer Raf-Inhibitor der
Novartis AG und wird derzeit in einer Phase-l Studie im Einsatz gegen fortgeschrittene
oder metastasierte KRAS- oder BRAF-mutierte NSCLC und Melanome untersucht
(ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02974725). Erste Ergebnisse zeigen eine allgemein gute
Vertraglichkeit des Pharmakons unter der ermittelten Therapiedosis (Wolf et al., 2020).
Als Studienzentren sind Essen und Koéln in unmittelbarer Umgebung zu Dusseldorf
geflhrt. Fir eine Osimertinib-Monotherapie in EGFR-mutierten NSCLC BM zeigen
aktuelle Daten eine exzellente komplette intrakranielle Ansprechrate von 77,2% und ein
Zweijahrestberleben von 80% (Imber et al., 2023). Unter Vorbehalt einer interdisziplinaren
und partizipativen Entscheidungsfindung liegt damit eine starke Empfehlung fir die
zielgerichtete adjuvante Behandlung dieser Patientengruppe vor. Eine RET-Fusion ist

zwar selten im NSCLC; die zielgerichtete Therapie mit Selpercatinib zeigte jedoch in BM-
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Patienten eine objektive intrakranielle Ansprechrate von 91% (Drilon et al., 2020a). Auch
die zugehorige klinische Studie (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT03157128) rekrutiert
derzeit in KoIn. Zusammenfassend stehen die Ergebnisse der eigenen gezielten
Wirkstofftestungen im Einklang mit der im Rahmen der nNGM-Befundung durchgefuhrten
Sequenzierung und unterstreichen die ausgesprochene Therapieempfehlung. Unter
Vorbehalt der methodischen Limitationen und Berlcksichtigung der klinischen
Studienergebnisse validieren sich die personalisierte Wirkstofftestung am Zellmodell und

die NGS-basierte Therapieempfehlungen vice versa.
4.2.2. Radiotherapie

Angesichts der beschriebenen Innovationen auf dem Gebiet der kranialen
Strahlentherapie und positiven Studienergebnisse ist diese Modalitat integraler
Bestandteil eines multimodalen Therapiekonzeptes flr Patienten mit BM. Belastbare
Daten zur praklinischen Modellierung des Ansprechens sowie zu prospektiven
Kombinationstherapien fehlen jedoch. Ziel war es daher, Zellmodelle hinsichtlich des
Ansprechens auf in vitro Radiotherapie zu untersuchen. Hierfur wurde die
Glioblastomzelllinie GBM1 als Referenz eingeschlossen und eine klinisch relevante
Strahlendosis von 30 Gy appliziert.

Es zeigte sich zunachst eine Reduktion des Zelliberlebens von GBM1 24 h nach
Behandlung, wahrend dieses das Ausgangsniveau nach 48 h wieder Uberstieg. Ein
solcher Rebound zeigte sich auch in dem RET-alterierten NSCLC BM-Zellimodell BM31.
Uber den lokalen Therapieerfolg einer kranialen Strahlentherapie in Abhangigkeit vom
Primartumor  existieren  widersprichliche  Studienergebnisse.  Zwar  gelten
Nierenzellkarzinome und maligne Melanome als strahlenresistent, jedoch konnte in einer
retrospektiven Analyse kein signifikanter Unterschied in Bezug auf die lokale Kontrolle
zwischen BM strahlensensibler und strahlenresistenter Primartumoren aufgedeckt werden
(Yaeh et al., 2015). Eschrich et al. (2009) entwickelten daher ein Multigen-
Expressionsmodell der Strahlensensitivitat eines Tumors auf Grundlage der Expression
von Strahlenresistenz-assoziierten Genen. Dieses wurde in verschiedenen
Patientenkohorten unterschiedlicher Krebserkrankungen validiert und zeigte eine robuste
pradiktive Modellierung (Eschrich et al., 2009). Wendet man es auf BM an, so zeigt sich
einerseits, dass die modellierte Strahlensensibilitdt unabhéngig vom Primartumor ist,
andererseits dass die Mehrheit der BM als strahlenresistent eingeschatzt werden muss.
Resumiert bedeutet dies, dass Stahlenresistenz von BM Uber alle Primartumoren hinweg
existiert und hier lediglich ablative radiochirurgische Dosen therapeutisches Gewicht

haben (Ahmed et al., 2017). Die beobachteten Rebound-Phanomene kbénnten sich zum
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einen aus einer Applikation der Bestrahlung wahrend einer strahlenrobusten Phase des
Zellzyklus (fruhe S-Phase) oder etwa aus einer selektiven Wirkung auf schnell
proliferierende Subpopulationen erklaren (Bruning-Richardson et al., 2021). Die Radiatio
der KRAS-mutierten NSCLC-BM-Kultur BM24 sowie der TNBC-Kultur BM33 reduzierte
das Zelliberleben tber den Zeitverlauf; jedoch ohne statistische Signifikanz zu erreichen.
Méglicherweise werden diese Effekte auch hier aufgrund einer bei den gewahiten
Beobachtungszeitpunkten nicht erfassten geringen Zellproliferation nicht ausreichend
messbar. Weitergehend ware auch eine fraktionierte Bestrahlungsapplikation zu
untersuchen.

Zukunftig konnte die etablierte Plattform mit dem beschriebenen Genexpressions-Modell
validiert sowie die Effekte der Radiatio mit der Proliferationsrate und dem Ansprechen in
vivo korreliert werden. Darlber hinaus ist der Effekt einer Kombination von Wirkstoffen
und Radiotherapie von gro3em klinischem Interesse und kann auf Basis des etablierten
Modells untersucht werden. Im Zeitalter der Prazisionsmedizin ist die Identifikation von fur
die Strahlentherapie zuganglichen Patienten und individuellen Kombinationstherapien in
Zusammenschau der vorliegenden Daten ein auf personalisierten in vitro Testungen

aufbauender Prozess.
4.2.3. TTFields-Behandlung

Die Kosten flr eine TTFields-Behandlung liegen bei 21.000 $ monatlich und werden
kontrovers diskutiert (Rominiyi et al., 2021). Das Nebenwirkungsprofil dieser Therapie ist
hingegen besonders im Vergleich zu den bereits erlauterten Ansatzen glnstig. Die
haufigste, bei bis zu 43% der Patienten auftretende Nebenwirkung ist eine milde bis
moderate Kontakt- oder allergische Dermatitis. Diese kann in der Regel gut mit topischen
Kortikosteroiden, gegebenenfalls Antibiotika und einer voribergehenden Schonung der
betroffenen Areale vor den Klebeflachen der Transduktoren behandelt werden (Lacouture
et al., 2014). Auch bei jahrelanger Anwendung wurden bisher keine hochgradigen
Nebenwirkungen berichtet (Mun et al., 2018). Fur die kraniale Applikation konnte durch
ein Fragebogen-basiertes Assessment bei Patienten mit einem rezidivierten Glioblastom
eine Verbesserung der Lebensqualitat insbesondere im Bereich kognitiver Funktionen
(Stupp et al., 2012) und bei Patienten mit einem neu diagnostizierten Glioblastom kein
Unterschied hinsichtlich der Lebensqualitdt fir die Kombination fiir TTFields mit
Temozolomid gegeniber der medikamentdsen Monotherapie Uber einen Zeitraum von
einem Jahr festgestellt werden (Zhu et al., 2017).

Die TTFields-Behandlung durch das inovitro™ Laborsystem fiihrte in der eigenen

praklinischen Studie zu einer signifikanten Reduktion des Zelllberlebens in allen
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verwendeten Zelllinien bzw. Primarkulturen (Abbildung 12). Vorarbeiten konnten einen
Frequenz- und Intensitadts-abhangigen Effekt von TTFields auf die Zellviabilitat
verschiedener humaner Krebszelllinien zeigen. So zeigte sich ein signifikanter Effekt bei
Frequenzen zwischen 100-200 kHz bei einer Intensitat zwischen 1,1-1,75 V/cm. Dabei
waren die optimalen Parameter abhangig von der untersuchten Tumorentitat. Zur
Berechnung der optimalen TTFields-Frequenz als Funktion aus Zelldurchmesser, Dicke
der Zellmembran und Leitfahigkeit des Zytoplasmas konnte ein umgekehrt proportionaler
Zusammenhang zwischen ZellgroRe und Frequenz identifiziert werden. Im Ergebnis
betrug die optimale Frequenz zur Reduktion der Zellzahl 200 kHz fir Gliomzellen, 150 kHz
fur Brustkrebszellen und 100 kHz fur Melanomzellen (Kirson et al., 2007). Um GBM1
Zellen als Positivkontrolle referenzieren zu konnen, wurden in dieser Studie Intensitaten
von 1,7 V/cm mit einer Frequenz von 200 kHz Uber 72 h appliziert.

Im Marz 2024 erreichte die Phase-Ill Studie zur TTFields Therapie von NSCLC BM ihren
primaren Endpunkt. Das Konzept der METIS-Studie basiert auf der Erkenntnis, dass die
Reparatur durch Radiotherapie induzierter Doppelstrangbriiche unter TTFields inhibiert
wird. Unter TTFields ist die Expression von Genen, deren Produkte an der Reparatur
dieser Defekte beteiligt sind, vermindert (Karanam et al., 2017, Giladi et al., 2017).
Darlber hinaus geht man inzwischen sogar davon aus, dass TTFields neben mitotischen
und immunogenen Effekten nicht nur die Reparatur der Doppelstrangbriiche inhibieren,
sondern sogar durch die Induktion von Replikationsstress Doppelstrangbriche induzieren
kann (Karanam et al., 2020). Patienten mit 1-10 NSCLC BM, die zuvor mittels SRT
therapiert worden waren, erhielten im Therapiearm TTFields und supportive Ma3nahmen,
wahrend im Kontrollarm lediglich supportiv therapiert wurde. In beiden Armen konnte eine
Systemtherapie der Grunderkrankung erfolgen. Bei 298 eingeschlossenen Patienten
zeigte sich eine mediane Zeit bis zur intrakraniellen Progression von 11,3 Monaten im
Kontrollarm vs. 21,9 Monaten im Therapiearm. Dabei betrug die mediane Therapiedauer
mit TTFields 16 Wochen bei einer medianen Nutzung von 67% (Goldberg, 2024).

Vor dem Hintergrund der klinischen Resultate und den hier identifizierten Zielmutationen
ware eine Testung moglicher Kombinationstherapien hoch interessant. Insbesondere weil
Patienten mit zielgerichtet therapierbaren Tumoralterationen aus der METIS-Studie
ausgeschlossen worden sind. Zum einen zeigte die RET-alterierte NSCLC-Kultur BM31 in
der Wirkstofftestung ein Ansprechen auf Selpercatinib sowie die KRAS-mutierte Kultur
BM32 ein Ansprechen auf Naporafenib. Diese in vitro Wirkstoffoehandlungen kdnnten
nach ldentifikation der effektiven Wirkstoffkonzentration im inovitro™ Laborsystem auf
kombinierte Effekte unter dem Zusatz von TTFields untersucht werden. Zum anderen sind
die beschriebenen abskopalen Effekte (Kirson et al., 2009) Grundlage fir das

Studiendesign einer Kombination von TTFields mit Immuntherapien (siehe EF-41/Keynote
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D58-Studie). Da BM32 der nNGM-Empfehlung zufolge auch mit einer Kombination aus
Pembrolizumab und Bemcentinib therapiert werden konnte, ware die Testung einer
synergistischen Kombination mit TTFields moglicherweise im Tiermodell interessant.
Darlber hinaus lieRen sich auf Grundlage des etablierten Modells auch Effekte einer
Kombination von Radiotherapie und TTFields im Zellmodell charakterisieren.

Fir BM33 konnte eine hoch signifikante Reduktion des Zelliberlebens unter TTFields
nachgewiesen werden, wahrend keine signifikante Wirkung einer Einzeitradiatio mit 30 Gy
erzielt werden konnte. Fir Patienten mit BM von dreifach negativem Brustkrebs gibt es
derzeit wenig Evidenz zur Empfehlung einer systemischen Behandlung. Bei progressiven,
dreifach negativen BM kann eine Kombinationstherapie aus Carboplatin und
Bevacizumab eingesetzt werden (Lin et al., 2013a, Bailleux et al., 2021). Hier stehen sich
einerseits die limitierte Prognose mit wenigen therapeutischen Optionen und andererseits
das exzellente Nebenwirkungsprofil von TTFields verglichen mit einer systemischen
Pharmakotherapie oder strahlentherapeutischen Interventionen sowie der hier ermittelte
Effekt auf das Zellmodell gegenuber. Weitere praklinische und klinische Untersuchungen

der TTFields-Applikation fur TNBC BM waren somit mdglicherweise vielversprechend.
4.3. Hochdurchsatzwirkstofftestung

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine gezielte Wirkstofftestung
pharmakogenetisch konkordante Ergebnisse in ausgewahlten, aus BM etablierten
Zellmodellen erbringen kann. Dies liel3 sich anschliel3end auch fur weitere BM Zellmodelle
im Hochdurchsatzverfahren reproduzieren. Auf Grundlage der Grenzwerte fiur die
Qualitatskontrollen konnten flinf von sechs BM-Zellmodelle zur weiteren Auswertung
herangezogen werden.

Hier zeigte sich fir die HER2-positive Osophaguskarzinommetastase BM60 mit JAK3-
Mutation unbekannter Pathogenitat ein gutes Ansprechen auf den oralen pan-HER2-TKI
Neratinib sowie auf verschiedene JAK-Inhibitoren. Neratinib ist in Deutschland auf
Grundlage der ExteNET-Studie zur erweiterten adjuvanten Therapie des HER2-positiven
Mammakarzinoms zugelassen (Martin et al., 2017). Fedratinib und Pacritinib sowie
Momelotinib sind oral bioverfugbare JAK-Inhibitor und wurden erstmalig 2019 und 2022
bzw. 2024 zur Behandlung der Myelofibrose zugelassen (Lamb, 2022, Blair, 2019,
Verstovsek et al., 2023). Diese Wirkstoffgruppe zeigte auch eine effektive Reduktion der
Zellviabilitdt von JAK3-mutierten Zellen der Hirnmetastase BM55 eines malignen
Melanoms. Neben der JAK3-Mutation lag hier auch eine Mutation im Protoonkogen KIT

vor. In Einzelfallen bietet diese seltene Aberration (etwa 2% aller Melanome) einen
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Angriffspunkt fur KIT-Inhibitoren (Terheyden et al., 2019). Im HTS zeigte sich dazu
passend ein gutes Ansprechen auf Imatinib und Sunitinib.

In der STK11-mutierten Hirnmetastase BM52 eines NSCLC konnte eine geringe effektive
Wirkstoffkonzentration flir den ERK-Inhibitor Ulixertinib nachgewiesen werden. ERK ist
eine downstream Kinase des MAPK-Signalweges (Abbildung 22). Dieser ist eng mit dem
durch STK11 regulierten AMPK (AMP-activated protein kinase)-Signalweg (Abbildung 23)
assoziiert. Wahrend MAPK die zelluldare Proliferation, Differenzierung und das
Zelliberleben reguliert, steuert AMPK mit mehr als 100 downstream Effektoren den
Zellmetabolismus, indem es die AMP:ADP:ATP Ratio detektiert und die Synthese von
Kohlenhydraten, Aminosauren, Cholesterol und Lipiden entsprechend reguliert.
Inzwischen konnten zahlreiche bidirektionale Wechselwirkungen zwischen MAPK und
AMPK und ihren Effektoren identifiziert werden. Man geht also davon aus, dass sich diese
in bis zu 85% aller Krebszellen hyperaktivierten Signalwege gegenseitig regulieren und
AMPK ein Effektor von MAPK ist (Yuan et al., 2020). So liegt in den zu etwa 30% KRAS-
mutierten NSCLC bei circa der Halfte eine STK17-Mutation vor. In Zell- und Tiermodellen
von STK11-alterierten NSCLC konnte die Wirksamkeit von Ulixertinib bereits demonstriert
werden (Caiola et al., 2020). Fur Patienten mit MAPK-alterierten Krebserkrankungen und
ausgeschopften Therapieoptionen konnte Ulixertinib einen signifikanten klinischen Vorteil
erbringen (Stuhimiller et al., 2022). Hinzu kommt, dass STK77-Mutationen mit einem
verminderten Ansprechen auf immuntherapeutische Interventionen assoziiert sind und
sogar eine primare Resistenz vermitteln kénnten (Mograbi et al., 2021). So ist die ERK-
Inhibition méglicherweise ein therapeutischer Ansatzpunkt, trotz des bei diesem Patienten

vorliegenden positiven PD-L1 Rezeptorstatus.
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Abb. 22: Der Ras/RAF/MEK/ERK (MAPK)-Signalweg und therapeutische Ansatzpunkte.

Nach Aktivierung durch Liganden der Rezeptortyrosinkinasen aktivieren diese eine durch
Guaninaustauschfaktoren und SOS-Proteine vermittelte GTP-Beladung von RAS. RAS rekrutiert
nun RAF/MEK Heterodimere, die durch Anlagerung von RAF transiente Tetramere ausbilden.
Hierdurch werden MEK aktiviert und prosphorylieren ERK. Durch diese Phosphorylierungskaskade
werden letztendlich verschiedene Transkriptionsfaktoren aktiviert, die die Zellproliferation férdern.
Diese haufig in Krebszellen hyperaktivierte Signalkaskade kann durch Inhibitoren auf

unterschiedlichen Wirkebenen gehemmt werden (aus Yuan et al., 2020).

Auf der Ebene des Tumorzellstoffwechsels kdnnen STK7171-Mutationen Uber den AMPK
Signalweg zu einer Enthemmung der durch mTOR regulierten HIF1a-Expression flhren.
Dies hat eine Verschiebung des =zelluldren Glukosestoffwechsels von oxidativer
Phosphorylierung hin zur Glykolyse durch Substratkettenphosphorylierung zur Folge
(Abbildung  23). Hierdurch kdnnen die Tumorzellen insbesondere unter
Stressbedingungen proliferieren. Eine vermehrte HIF1a-Expression hat zudem
proangiogenetische, proliferative und invasive Effekte (Laderian et al., 2020, Pons-
Tostivint et al.,, 2021). Im HTS BM52 flhrte der zur Behandlung der renalen Anamie
zugelassene HIF-Stabilisator Roxadustat zu einer Reduktion der Zellviabilitat. Dies

erscheint zunachst widersprichlich, da eine durch Roxadustat vermittelte Hemmung der
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Prolinhydroxylase zu einem verminderten Abbau von HIF fiihrt und die oben genannten
Effekte verstarken muisste. Praklinische Daten weisen jedoch darauf hin, dass es Uber
diesen Mechanismus zur Induktion des Zelltodes durch Ferroptose spezifisch in
Tumorzellen kommt. So fuhrt die in vitro Behandlung von Glioblastomzellen mit
Roxadustat zu einer Akkumulation intrazelluldaren Eisens und vermehrter
Lipidperoxidation, was in der Folge einen ferroptotischen Zelltod induziert. Da nicht-
neoplastische Zellen weniger pradispositioniert sind fir Ferroptose, erklart sich ein in
diesem Falle protektiver Effekt auf gesunde Zellen (Nutzen des pro-proliferativen Effektes
bei der Behandlung von Gewebedefekten und Anamien), wahrend Tumorzellen
untergehen (Su et al., 2022).

glucose deprivation
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Abb. 23: AMPK-Aktivierung und AMPK-Signalkaskade.

AMPK wird durch STK11 (Synonym: LKB1) oder CAMKK2 mittels Phosphorylierung aktiviert. Dies
fuhrt Uber zahlreiche Effektoren zu einer katabolischen Verschiebung des Metabolismus. Liegt
ausreichend ATP vor, werden Proteinphosphatasen aktiviert, die eine Dephosphorylierung und
damit Inaktivierung von AMPK vermitteln (aus Yuan et al., 2020). LKB1 (Liver kinase B1); CAMKK2
(calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase 2); FBP (fructose 1,6-bisphosphate); PFK (6-
phosphofructo-2-kinase); ULK1 (unc-51-like autophagy activating kinase 1); AMOTL1 (angiomotin
like 1); YAP (Yes-associated protein); PGC (Proliferator- activated receptor gamma coactivator 1-
alpha); ACC (Acetyl-CoA carboxylase); HMGR (HMG-CoA reductase).
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Im HTS der KRAS- und FGFR3-mutierten NSCLC-Hirnmetastase BM59 zeigte sich
einerseits eine geringe effektive Wirkstoffkonzentration flir die FGFR-Inhibitoren Cediranib
und Nintedanib. Andererseits ergab auch die Behandlung mit Encorafenib, einem BRAF-
Inhibitor, eine effektive Zellviabilitdtsreduktion. Im Mausmodell zeigte Nintedanib eine
praventive Wirkung auf die Ausbildung von NSCLC BM und konnte zudem das Volumen
entstehender BM reduzieren (Kovalchuk et al., 2020). Nintedanib wirkt als TKI auf multiple
Ziele proangiogenetischer Wachstumsrezeptoren. So auch Cediranib, welches sich primar
gegen den vascular endothelial growth factor receptor (VEGFR) richtet, aber ebenso die
FGFR-abhangige Proliferation inhibiert. Neben den antiangiogenetischen Effekten dieser
Wirkstoffe in vivo zeigen Untersuchungen auf Grundlage von Zellmodellen antiproliferative
Effekte, die wahrscheinlich auf einer Hemmung der durch den FGFR aktivierbaren MAPK-
und PI3K-Signalwege beruhen (Salgia, 2014, Lee et al., 2015). Dartber hinaus liegen
bereits positive Phase-lll Studienergebnisse zur FGFR-Inhibition durch diese Wirkstoffe in
NSCLC-Patienten vor (Reck et al., 2014, Pacini et al., 2021). Encorafenib hingegen ist ein
BRAF-Inhibitor (Abbildung 22), der in Deutschland in verschiedenen Kombinationen zur
Behandlung von Patienten mit nicht-resezierbarem oder metastasiertem Melanom oder
metastasiertem Kolorektalkarzinom mit einer BRAF-V600E-Mutation, die eine
systemische Vortherapie erhalten haben, zur Anwendung kommt. BRAF ist eine
downstream Kinase, die direkt durch KRAS aktiviert wird und daher mdglicherweise im
Rahmen der vorliegenden onkogenen gain-of-function Mutation Uberexprimiert vorliegt.
Die Zulassung von Encorafenib fur Patienten mit metastasiertem, BRAF-mutiertem
NSCLC ist derzeit in Prifung, nachdem eine Phase-Il Studie ein bedeutsames klinisches
Ansprechen nachgewiesen hatte (Riely et al., 2023). Leider kommt es in diesen Patienten
nach einigen Monaten meist zu einer Resistenzentwicklung durch alternatives Spleiflen
innerhalb der BRAF-Mutation oder einer aktivierenden RAS-Mutation. Dartber hinaus ist
inzwischen aus klinischen Daten bekannt, dass es in KRAS-mutierten Tumoren (wie in
diesem Falle) zu einer paradoxen Aktivierung des MAPK-Signalweges kommen kann (Van
Allen et al., 2014).

Zusammenfassend zeigte das HTS fir die Hirnmetastasen BM52 und BM59
pharmakogenetisch konkordante Effekte auf die Zellviabilitat fur Inhibitoren der MAPK-
und AMPK-Signaltransduktion. Die genauen molekularen Wechselwirkungen zwischen
diesen Signalwegen und entsprechenden Effektoren sind bislang nicht erforscht und die
Implikationen fUr die Therapie onkologischer Erkrankungen bisher unklar. Aus klinischen
Studien ergeben sich zum Teil paradoxe Mechanismen der Inhibition verschiedener
Ebenen dieser Signalwege (Yuan et al.,, 2020). Insofern ist eine genauere
Charakterisierung der beschriebenen Effekte wichtig flr das weitere Verstandnis dieser

onkogenen Aberrationen.
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Die durchgeflihrten Panelsequenzierungen decken jedoch keine epigenetischen oder
metabolischen Aberrationen im Tumorzellmodell auf. In vitro Untersuchungen haben
gezeigt, dass sich das Ansprechen auf zielgerichtete Wirkstoffe zwischen Zellmodellen
trotz identischer genetischer Treibermutationen signifikant unterscheiden kann (Lee et al.,
2015, Morikawa et al., 2023), moglicherweise aufgrund eines engen Zusammenhangs
metabolischer und epigenetischer Veranderungen sowie darunterliegenden
Regulationsmechanismen in den Tumorzellen (Thakur and Chen, 2019). Vor diesem
Hintergrund ergibt sich der Bedarf an Hochdurchsatz-Wirkstoff-Testungen, die das
Ansprechen auf Pharmaka unterschiedlicher Wirkebenen im Zellmodell modellieren
kénnen. Hierdurch kénnten sich weiterfiihrend auch indirekte Hinweise auf epi- und
postgenetische Schllisselmechanismen der Karzinogenese finden lassen.

Fir die Hirnmetastase BM56 eines tubulo-papillaren Adenokarzinoms des Magens zeigte
sich eine wahrscheinlich neutrale ATM-Aberration bei negativem PD-L1 Status. Hieraus
ergibt sich keine personalisierte Therapieempfehlung. Im HTS des zugehdrigen
Zellmodells zeigte sich jedoch eine effektive Reduktion des Zelliberlebens unter HDAC-
Inhibitoren. Die posttranslationale Modifikation an Histonen durch Histondeacetylasen ist
neben der DNA-Methylierung der wichtigste epigenetische Vorgang bei der Entstehung
von Magenkrebs. Dabei haben sich die praklinischen Hinweise insbesondere fur die
Hemmung der HDAC im Falle des Magenkarzinoms kirzlich verdichtet (Badie et al.,
2022). Neben den bereits diskutierten Effekten fanden sich auch im HTS der NSCLC-
Hirnmetastase BM52 signifikante Effekte auf das Zelliberleben unter Entinostat und
Vorinostat. HDAC-abhangige epigenetische Histonmodifikationen sind auch ein
Schlisselmechanismus der Karzinogenese und Metastasierung von NSCLC. Diese
Wirkstoffe zeigen pleiotrope zellulare Effekte mit pro-apoptotischer Wirkung. Daher gibt es
derzeit eine Reihe klinischer Studien in Kombination mit Immuntherapeutika zur Therapie
des NSCLC (Mamdani and Jalal, 2020).

Im HTS der Hirnmetastase BM52 fihrte die HIF-Prolylhydroxylase-Inhibition durch
Roxadustat zu einer signifikanten Zellviabilitdtsreduktion. Auf der anderen Seite kénnen
HSP90 Inhibitoren HIF sowohl unter hypoxischen als auch normoxischen Bedingungen
eliminieren (Ilsaacs et al., 2002). Daruber hinaus liegen auch fir HDAC-Inhibitoren
Hinweise vor, dass diese mit HIF interagieren und dessen Degradation induzieren
(Masoud and Li, 2015). Insbesondere die Expression von STK11 (HIF ist ein downstream
Effektor von STK11) ist durch Methylierung seiner Promotorregion und posttranslationale
Modifikationen durch microRNAs reguliert. Um die Funktion dieses Tumorsuppressorgens

festzustellen, sind Mutationsanalysen daher unzulanglich. Um Patienten mit betreffenden
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Alterationen im Rahmen klinischer Studien zu identifizieren, sollte dies Berlicksichtigung
finden (Pons-Tostivint et al., 2021).

In der Hirnmetastase BM55 eines amelanotischen Melanoms fielen neben KIT-Inhibitoren
drei weitere Wirkstoffe im Wirkstoffscreening auf, die sich signifikant auf die Zellviabilitat
auswirkten. Entrectinib ist ein potenter multi-TKI, der speziell flir eine exzellente
Penetration der Bluthirnschranke entwickelt wurde (Ardini et al., 2016). Die Vertraglichkeit
dieses Wirkstoffes konnte bereits in zwei Phase | Studien unter anderem in Patienten mit
malignem Melanom und BM nachgewiesen werden (Drilon et al., 2017). AulRerdem konnte
die Viabilitdt des Zellmodells signifikant unter der Behandlung mit Thioridazin reduziert
werden. Dieses als Neuroleptikum in der Behandlung der Schizophrenie zugelassene
Pharmakon ist ein Dopamin-Rezeptorantagonist. Die haufig in Melanozyten eines
malignen Melanoms dysregulierte Melaninbiogenese ist ein Levodopa-abhangiger
Prozess. Darlber hinaus ist das decarboxylierte Stoffwechselprodukt von Levodopa
Dopamin; ein zentraler Neurotransmitter. Dopamin-abhangige Stoffwechselwege haben
sich aufgrund ihrer Rolle bei der Karzinogenese in unterschiedlichen Entitaten zu einem
Ziel antineoplastischer Therapeutika entwickelt. Eine Reihe von in vitro und in vivo
Experimenten belegt die antiproliferative Wirkung von Dopaminrezeptorantagonisten in
Tumorzellen. Obwohl der Wirkmechanismus bisher nicht im Detail aufgedeckt worden ist,
zeigte sich auch hier eine Beteiligung des PI3K- und MAPK-Signalwegs (Grant et al.,
2022). Zuletzt zeigte auch Verteporfin, ein Inhibitor des YAP/TAZ-Signalweges, eine
signifikante Reduktion des Zelliberlebens im BM55-Modell. YAP und TAZ wurden als
wichtige Transkriptionsregulatoren im Rahmen des Hippo-Signalweges in Gliomen
identifiziert und spielen darlber hinaus in vielen weiteren Entitdten eine wesentliche Rolle
in Rezeptortyrosinkinase-Signalwegen (Liu-Chittenden et al., 2012). Das Besondere an
diesem Wirkstoff ist seine Eigenschaft neben der pharmakologischen Wirkung auch als
Fluoreszenzfarbstoff sowie als Photosensibilisator eingesetzt werden zu kénnen (Read,
2022). Einerseits kann Verteporfin daher als intraoperativer Fluoreszenzfarbstoff zur FGR
genutzt werden, ohne dass Veranderungen am Equipment fur die 5-ALA FGR
vorgenommen werden mussen (Vigneswaran et al., 2020). Andererseits ist Verteporfin ein
potenter Photosensibilisator, der von Glioblastomstammzelllinien bei geringsten
Konzentrationen aufgenommen wird und deren Zelltod bei Aktivierung mittels eines 689
nm Laserlichts induziert (Jeising et al., 2022). Eine synergistische Ausschépfung des
therapeutischen Potentials von Verteprofin kdnnte in einer intraoperativen Nutzung als
Fluoreszenzfarbstoff und ergadnzenden photodynamischen Behandlung sowie

anschlieRender adjuvanter Darreichungen bestehen.
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In Anbetracht der beeindruckenden Studienergebnisse immuntherapeutischer Ansatze
zur Behandlung von BM ergibt sich die Frage nach dieser Behandlung sogar bei Patienten
mit behandelbarer Zielmutation. Nivolumab in Kombination mit Ipilimumab sollte
inzwischen als Erstlinie bei Patienten mit Melanom BM ungeachtet des BRAF-
Mutationsstatus eingesetzt werden (Tawbi et al., 2018, Le Rhun et al., 2021). Da die
Effektivitat dieser Immuntherapie unter Kortikosteroideinnahme bei symptomatischen BM
jedoch stark reduziert ist (Long et al.,, 2018), ist ab einer Tagesdosis von 4 mg
Dexamethason eine BRAF-zielgerichtete Therapie angezeigt (Le Rhun et al., 2021). Diese
Erkenntnis lasst sich auch auf andere Entitaten Ubertragen und ist ein Hinweis fir
zielgerichtete Therapien in diesem Setting. Darlber hinaus liegen wie bspw. flir eine
STK11-Mutation intrinsische Resistenzen gegen eine Immuntherapie vor (Mograbi et al.,
2021).

Inzwischen sollte auch in der Neuroonkologie eine personalisierte Therapiestrategie
erwogen werden. Lazaridis et al. (2022) konnten zeigen, dass Patienten mit rezidiviertem
Glioblastom ein medianes Gesamtuberleben von 13 Monaten bei einer molekular
zielgerichteten, personalisierten Therapie gegeniber 4,3 Monaten bei der
Standardtherapie aufwiesen. Die personalisierten Therapien wurden dabei auf Grundlage
klinischer oder sogar praklinischer Daten beliebiger onkologischer Erkrankungen fiir die
entsprechende genetische Alteration ausgewahlt. Die zielgerichtete Behandlung zeigte
dabei ein sicheres Nebenwirkungsprofil, welches vergleichbar mit dem der
Standardtherapie war (Lazaridis et al., 2022). Hinsichtlich des grofleren Umfanges an
Daten fUr genetisch zielgerichtete Therapien in verschiedenen Primartumorentitaten regen
diese Erkenntnisse vor dem Hintergrund eines moderaten Nebenwirkungsprofils zur

personalisierten Stratifizierung und Behandlung von Patienten mit BM an.

Zhu et al. (2022) beschrieben kurzlich eine neue Methode, in situ Wirkstofftestungen mit
mittlerem Durchsatz an Schnitten von Mausegehirnen durchzuflihren. Immundefizienten
Mausen wurde zuvor eine GFP (green fluorescent protein; deutsch: grin fluoreszierendes
Protein)-exprimierende NSCLC BM Zelllinie intrakardial injiziert. Nach Metastasierung
wurden zerebrale Schnitte angefertigt und einem Wirkstoffscreening mit 114 Wirkstoffen
unterzogen. Von diesen erzielten 17 eine Reduktion der Biolumineszenz von 80% oder
mehr in den Metastasen. DEBIO-0932, ein Inhibitor von HSP90 war dabei von
besonderem Interesse, da er die Bluthirnschranke durchdringt sowie ein moderates
Toxizitatsprofil aufweist. In anschlie®end durchgefuhrten immunhistochemischen
Untersuchungen auf das Vorkommen von HSP90 in BM von 40 NSCLC und 20
Mammakarzinomen zeigte sich, dass 98% der Metastasen positiv waren. Im Vergleich zu

ihrem Primartumor wiesen 43% der BM eine Zunahme sowie 40% eine vergleichbare
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HSP90 Expression auf. Unabhangig von der Primartumorentitat zeigt sich daher eine hohe
HSP90 Expression in BM, dessen nukleares Vorkommen in NSCLC Patienten mit einem
schlechteren Uberleben sowie einer Neigung zur Fernmetastasierung korreliert. Die
Autoren etablierten daraufhin 19 Zellmodelle unterschiedlicher BM-Entitdten und
onkogener Profile und testeten diese gegen DEBIO-0932. Insgesamt 74% der Zellmodelle
waren sensitiv gegen den HSP90-Inhibitor (Zhu et al., 2022). Auch in der eigenen Studie
ergaben sich im HTS fir die Hirnmetastasen BM52 und BM56 Hinweise auf die
Wirksamkeit der Inhibition von HSP90 durch Tanespimycin (Abbildung 17C). Diese
Wirksamkeit wird darauf zurlickgefihrt, dass HSP90 als Chaperon in vielen onkogenen
Signalwegen (wie HER2, ALK, ROS1, EGFR und BRAF) involviert ist (Neckers and
Workman, 2012). Dariber hinaus zeigte sich im Mausmodell insbesondere ein
vielversprechendes Anwendungsgebiet der HSP90-Inhibition als Adjuvanz nach
mikrochirurgischer Resektion von BM (Zhu et al., 2022). Diese Arbeit zeigt daher das
Potential, auf Basis der etablierten Plattform Rickschlisse auf neue Ansatzpunkte in der

Therapie von BM schlieen zu kdnnen und erdffnet dadurch neue translationale Ansatze.

Um die von Zhu et al. (2022) etablierte Plattform auf die Fahigkeit zu testen, das
Therapieansprechen in vivo vorhersagen zu kdénnen, wurden 14 Glioblastomzelllinien in
der beschriebenen Technik xenotransplantiert und die gewonnenen Schnitte
anschlieBend in situ dem Stupp-Protokoll zugefuhrt. Der Einschluss von
Glioblastompatienten begrindete sich hierbei darin, dass fur diese ein standardisiertes
Therapieprotokoll besteht; wohingegen der Therapieverlauf nach operativer Resektion bei
BM-Patienten sehr heterogen ist. Die Patienten wurden nach dem Stupp-Protokoll (Stupp
et al., 2005) behandelt und das Therapieansprechen wurde nach Abschluss der Therapie
mittels MRT-basierter Tumorvolumetrie ermittelt. Das auf Basis der in situ Plattform
ermittelte Ansprechen auf die Therapie korrelierte in 86% mit dem Ansprechen auf die
Therapie des zugehdrigen Patienten (Zhu et al., 2022). Der Status der MGMT (O6-
Methylguanin-DNA Methyltransferase)-Promotormethylierung als etablierter pradiktiver
Biomarker fir die Glioblastomtherapie (Mansouri et al., 2019) korrelierte hingegen nur zu
50% mit dem Therapieansprechen der Patienten (Abbildung 24) (Zhu et al., 2022). Diese
Ergebnisse zeigen die Moglichkeit auf, mithilfe der etablierten Plattform Avatare zur

Vorhersage auf das Therapieansprechen von Hirntumorpatienten zu erstellen.
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Abb. 24: Avatare zur Vorhersage des Therapieansprechens auf das Stupp-Protokoll in
Glioblastompatienten.

A: Schematische Darstellung des oben beschriebenen Versuchsablaufes; B: Gegenlberstellung
der Proliferation der Avatare innerhalb von einer Woche nach Abschluss der Therapie in situ mit
der Zeitspanne bis zum Krankheitsprogress des korrespondierenden Patienten mit jeweiligem
Status der MGMT-Promotormethylierung (die Einteilung in Therapieansprechen vs. kein
Therapieansprechen wurde in situ anhand der Ki67-Proliferationsrate und im Patienten anhand der
posttherapeutischen MRT-basierten Tumorvolumetrie erstellt); C: Darstellung der Korrelation
zwischen posttherapeutischer Proliferationsrate der Avatare mit der Gruppierung der Patienten
aufgrund des Therapieansprechens als Box-Whisker-Plot (Jeder Punkt entspricht einem Patienten
des zugehorigen GB-PDOC; die Linie in der Box dem Median. Die Boxen reichen vom oberen bis
zum unteren Quartil und die Antennen vom Minimal- bis zum Maximalwert. Der P-Wert wurde
anhand eines zweiseitigen t-Tests berechnet.); D: Gegenulberstellung des Anteils der korrekten
Vorhersage des Therapieansprechens auf Grundlage des MGMT-Promotormethylierungsstatus
oder der etablierten Avatare als Tortendiagramme (aus Zhu et al., 2022). GB (Glioblastom); Rx
(Radiotherapie); TMZ (Temozolomid); NR (non-responder): engl. flr kein Therapieansprechen; R
(responder): engl. flr Therapieansprechen; GB-PDOC (Glioblastoma patient-derived organotypic
cultures): engl. fur von Glioblastompatienten stammende organotypische Zellkulturen; DMSO
(Dimethylsulfoxid); METPIlatform: von Zhu et al. (2022) etablierte, in A schematisch dargestellte in

situ Plattform zur Wirkstofftestung.

71



Zhu et al. (2022) konnten auf Basis ihrer in situ Plattform eine Reihe wesentlicher Ziele in
der Therapie von BM identifizieren, die sich mit den in der eigenen Studie identifizierten
Ansatzen weitgehend decken. Ihr methodischer Ansatz identifizierte HSP90, MEK1/2,
CDKs, RAF1, BRAF, VEGFR, PDGFR, FGFR, DNA-PK, PI3K, ATR und KIT als
Schlisselmechanismen bei der Ausbildung von BM (Zhu et al., 2022). Trotz der geringen
Fallzahl erbrachte das HTS auch in dieser Studie Hinweise auf eine wirksame Inhibition
von HSP90, FGFR und KIT sowie downstream Effektoren von MEK1/2, RAF1 und BRAF.
Hier verdichten sich offenbar praklinische Studienergebnisse zu therapeutischen

Ansatzpunkten fir BM, die nun im Rahmen klinischer Studien Gberprift werden kénnen.

AbschlieRend muss der Stellenwert der Hochdurchsatztherapietestung gegeniber der
Panelsequenzierung diskutiert werden. Letztere ergibt eine Liste mdglicher Therapieziele
ohne Rangfolge. Die Entscheidungsfindung zur weiteren Therapieplanung obliegt dabei
ohne Mdglichkeit, das Therapieansprechen vorherzusagen, dem Patienten und
behandelnden Arzten. Eine individuelle Hochdurchsatztherapietestung erméglicht dabei
eine weitergehende Priorisierung der Ergebnisse. So konnten in dieser Studie signifikante
Effekte von JAK-Inhibitoren im HTS der Hirnmetastasen BM55 und BMG60 identifiziert
werden, wohingegen die zugrundeliegende JAK3-Mutation formal von unklarer
Pathogenitat war. Die FGFR3-Mutation in BM59 ist sogar wahrscheinlich benigne, im HTS
zeigte sich fir BM59 jedoch ein signifikantes Ansprechen auf FGFR-Inhibitoren. Dies zeigt
die methodische Limitation einer reinen Panelsequenzierung, die lediglich Ziele
therapeutischer Interventionen aufdeckt, jedoch keine Modellierung der Wirksamkeit
erlaubt. Daruber hinaus konnten in den in vitro Testungen Wirkstoffe identifiziert werden,
die normalerweise nicht in der Therapieplanung dieser Entitat eingesetzt worden waren
und Bestandteil insbesondere von klinischen Untersuchungen Chemotherapie-resistenter
Tumore sein koénnten (Morikawa et al., 2023). So bspw. flir die Hirnmetastase BM56,
deren Sequenzierung keine zielgerichtet therapierbare Alteration ergeben hatte. Hier
zeigte sich fir HDAC- und HSP90-Inhibitoren eine signifikante Wirkung in vitro, die
angesichts der Hinweise auf Effekte im Magenkarzinom und BM mdglicherweise auf Basis

eines individuellen Heilversuches eingesetzt werden kdnnten.

Aus der hier dargestellten Fulle an Therapieoptionen leitet sich vor allem eines ab: Der
Bedarf an prospektiv randomisierten Studien zur Definition einer optimalen
Kombinationstherapie aus Systemtherapien mittels TKIs und Immuntherapie, Operation
und Radiotherapie (Le Rhun et al., 2021) sowie innovativer Lokaltherapien. Innovative

(pra-)klinische Anséatze in der Behandlung von BM kombinieren chirurgische,
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strahlentherapeutische und pharmakologische Verfahren und werden zurzeit intensiv
beforscht. Hier zu nennen sind bspw. die laser interstitial thermal therapy (LITT) (Ahluwalia
et al., 2018), die intraoperative Strahlentherapie (Cifarelli and Jacobson, 2021) sowie die
Photodynamische Therapie mit 5-Aminolavulinsdure (Schipmann et al., 2020) oder
Verteporfin (Jeising et al., 2022). Hier gilt es die einschléagigen Entwicklungen bei den
Systemtherapien inklusive deren Implikationen fir die Ubrigen Modalitdten zu
berlcksichtigen. An dieser Stelle sei bspw. die Option einer sequentiellen operativen
Probengewinnung im Rahmen einer Therapie unter TKIs erwahnt (Chen and Fu, 2011,
Schéfer et al., 2019).

Eine multidisziplindre Therapieentscheidung im Rahmen eines (molekularen)
Tumorboards steht jedoch immer im Mittelpunkt der Entscheidungen, insbesondere bei
Konstellationen mit teilweise geringem Evidenzlevel der Entscheidungsgrundlage (Kage,
2021). Hier kénnen digitale Losungen wie artificial intelligence (Al)-basierte Applikationen

helfen, die Konkordanz mit aktuellen Daten und Leitlinien zu verbessern (Ural et al., 2022).

4.4. Limitationen

Die vorliegende Studie weist eine Reihe wesentlicher Limitationen auf:

Allen voran erlaubt die geringe Fallzahl keine Ableitung allgemeingtiltiger Grundsatze.
Darlber hinaus sind die vorliegenden Ergebnisse teils methodisch limitiert. So wurde in
der initial von Zhu et al. (2022) durchgefuhrten Wirkstofftestung der in situ Ansatz auch
mit einer Testung von Spharoiden der verwendeten BM Zellkultur verglichen, um die
Konkordanz der verschiedenen Modelle im Hinblick auf das Ansprechen auf die
verwendeten Wirkstoffe zu untersuchen. Dabei zeigte sich, dass nur sieben der 17 in situ
identifizierten Kandidaten wirksam waren (Zhu et al., 2022). Dies unterstreicht den Einfluss
der Mikroumgebung in BM auf das Therapieansprechen (Boire et al., 2020) und limitiert
daher rein Zellmodell-basierte Plattformen. AulRerdem wurden die Zellmodelle hier nicht
weitergehend charakterisiert im Hinblick auf Proliferationsaktivitat oder pradiktive Marker.
Die gezielten Wirkstofftestungen wurden ohne belastbare Qualitatskontrollen durchgefiihrt
und weder hier noch im HTS wurden Wirkstoffeffekte weitergehend mechanistisch
charakterisiert. Daruber hinaus fehlen eine Reihe klinisch bedeutsamer Inhibitoren in der
fir das HTS eingesetzten Clinical Library (wie bspw. Sotorasib, Adagrasib, Ripretinib,
Bemcentinib und Naporafenib). Eine Modellierung der Toxizitat auf hamatologische Zellen
im Rahmen des hier vorliegenden Screens ist bisher nicht validiert, d.h. die praklinischen
Ergebnisse kdnnten mdoglicherweise bei multimorbiden Patienten und Patienten in

schlechtem klinischem Zustand nur bedingt Anwendung finden.
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4.5. Schlussfolgerungen

1. Tumorspharoide sind ein valider Ansatz zur kurzfristigen Etablierung von genetisch
reprasentativen Zellmodellen aus zerebralen Metastasen.

2. Tumor Treating Fields sind eine vielversprechende Therapiemodalitat, die in allen
hier untersuchten Zellmodellen eine signifikante Reduktion der Zellviabilitat
induzierten.

3. Inhibitoren des MAPK- und AMPK-Signalweges, von JAK und KIT sowie HSP90-
und HDAC-Inhibitoren sind potentielle, molekular zielgerichtete Therapeutika
gegen BM.

4. Eine personalisierte Therapieplanung koénnte zukunftig auf der Basis eines
komplementierenden Einsatzes von NGS-basierter Profilierung und in vitro HTS

erstellt werden.

5. Anhang

Gen-Panel nNGM v1

ALK (NM_004304.4): Exone 22, 23, 24 und 25; BRAF (NM_004333.4): Exone 11 und 15;
CTNNB1 (NM_001904.3): Exon 3; EGFR (NM_005228.3): Exone 18, 19, 20 und 21;
ERBB2 (NM_004448.2): 8,19, und 20; FGFR1 (NM_023110.2): 4, 5, 6, 7, 10, 12, 13, 14
und 15; FGFR2 (Transkript A: NM_000141.4): Exone 6, 7, 8, 10, 11, 13, 14 und 15, ,
Transkript B: (NM_022970.3): Exone 8, 9, 12 und 18; FGFR3 (NM_000142.4): Exone 3,
6,7,9, 10, 12, 14, 16 und 18; FGFR4 (NM_213647.1): 3, 6, 9, 12, 13, 15 und 16; IDH1
(NM_005896.2): Exon 4; IDH2 (NM_002168.2): Exon 4; KRAS (NM_033360.2): Exone 2,3
und 4; MAP2K1 (NM_002755.3): Exone 2 und 3; MET (NM_001127500.2): Exone 14, 16,
17, 18 und 19 sowie Intron 13 und die ersten 100 bp von Intron 14; NRAS (NM_002524.4):
Exone 2, 3 und 4; PIK3CA (NM_006218.2): Exone 10 und 21; PTEN (NM_000314.4):
Exone 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 und 8; ROS1 (NM_002944.2): Exone 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40
und 41; TP53 (NM_000546.5): Exone 4, 5, 6, 7, 8.

lon AmpliSeq Cancer Hotspot Panel v2 (ThermoFisher Scientific)

ABL1 (NM_005157.5): Exone 4-7, AKT1 (NM_001014431.1): Exone 3, 6; ALK
(NM_004304.4): Exone 23, 25; APC (NM_000038.5): Exon 16; ATM (NM_000051.3):
Exone 8, 9, 12, 17, 26, 34-36, 39, 50, 54-56, 59, 61, 63; BRAF (NM_004333.4): Exone 11,
15; CDH1 (NM_004360.4): Exone 3, 8, 9; CDKN2A (NM_001195132.1): Exon 2; CSF1R
(NM_005211.3): Exone 7, 22; CTNNB1 (NM_001904.3): Exon 3; EGFR (NM_005228.4):
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Exone 3, 7, 15, 18-21; ERBB2 (NM_004448.3): Exone 19-21; ERBB4 (NM_005235.2):
Exone 3, 4, 6-9, 15, 23; EZH2 (NM_004456.4): Exon 16; FBXW7 (NM_033632.3): Exone
5,8-11; FGFR1 (NM_001174067.1): Exone 5, 8; FGFR2 (NM_000141.4): Exone 7, 9, 12;
FGFR3 (NM_000142.4): Exone 7, 9, 14, 16, 18; FLT3 (NM_004119.2): Exone 11, 14, 16,
20; GNA11 (NM_002067.4): Exon 5; GNAQ (NM_002072.4): Exon 5; GNAS
(NM_000516.5): Exone 8-9; HNF1A (NM_000545.6): Exone 3-4; HRAS
(NM_001130442.2): Exone 2-3; IDH1 (NM_005896.3): Exon 4; IDH2 (NM_002168.3):
Exon 4; JAK2 (NM_004972.3): Exon 14; JAK3 (NM_000215.3): Exone 4, 13, 16; KDR
(NM_002253.2): Exone 6, 7, 11, 19, 21, 26, 27, 30; KIT (NM_000222.2): Exone 2, 9-11,
13-15, 17, 18; KRAS (NM_033360.3): Exone 2-4; MET (NM_001127500.2): Exone 2, 11,
14,16, 19; MLH1 (NM_000249.3): Exon 12; MPL (NM_005373.2): Exon 10; NOTCH1
(NM_017617.4): Exone 26, 27, 34; NPM1 (NM_002520.6): Exon 11; NRAS
(NM_002524.4): Exone 2-4, PDGFRA (NM_006206.5): Exone 12, 14, 15, 18; PIK3CA
(NM_006218.3): Exone 2, 5, 7, 8, 10, 14, 19, 21; PTEN (NM_000314.6): Exone 1, 3, 5-8;
PTPN11 (NM_002834.4): Exone 3, 13; RB1 (NM_000321.2): Exone 4, 6, 10, 11, 14, 17,
18, 20-22; RET (NM_020975.4): Exone 10, 11, 13, 15, 16; SMAD4 (NM_005359.5): Exone
3-6, 8-12; SMARCB1 (NM_003073.4): Exone 2, 4, 5, 9; SMO (NM_005631.4): Exone 3,
5,6,9, 11; SRC (NM_198291.2): Exon 14; STK11 (NM_000455.4): Exone 1, 4, 6, 8; TP53
(NM_000546.5): Exone 2, 4-8, 10; VHL (NM_000551.3): Exone 1-3).

Wirkstoffe der Hochdurchsatztherapietestung

3,3-Diindolylmethane Empagliflozin Pemetrexed
3-DeazaneplanocinA Enasidenib Pemigatinib
5-Azacytidine Encorafenib Pentostatin
5-Fluorouracil Entinostat Perifosine
6-Mercaptopurine Entrectinib Pexidartinib
6-Thioguanine Enzalutamide PF4691502
Abarelix Enzastaurin Pipobroman
Abemaciclib EpigallocatechinGallate Pomalidomide
Abiraterone Epirubicin Ponatinib
Acalabrutinib Erdafitinib Pralatrexate
Afatinibdi Eribulinmesylate Prednisolone
Agerafenib Erismodegib Prednisone
Alectinib Erlotinib Procarbazine
Alisertib Estramustinephosphatesodium | Pyrotinib
Alpelisib Etoposide Quizartinib
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Altretamine Everolimus R406

Amifostine Fedratinib Radotinib
Amonafide Floxuridine Rapamycin
Amsacrine Fludarabinephosphate Ravoxertinib
Anacetrapib Flutamide Regorafenib
Anastrozole Fosbretabulindisodium Relugolix
Andrographolide Fostamatinib Retinoicacid
Apalutamide Fulvestrant Ribociclib
Apaziquone Ganetespib Rigosertibsodium
Aprepitant GANT61 Ritonavir
Artesunate Gefitinib Romidepsin
Asciminib Gemcitabine Roxadustat
Atrasentan Gilteritinib Rucaparibphosphate
Auranofin Glasdegib Ruxolitinibphosphate
Avapritinib GSK126 Sapanisertib
Axitinib Homoharringtonine Selinexor
BarasertibHQPA Hydroxyurea Selpercatinib
Bardoxolonemethyl Ibrutinib Selumetinib
Baricitinibphosphate Idarubicin Semaxinib
Bazedoxifeneacetate Idelalisib Sertraline
Belinostat Imatinibmesylate SNS314

Bendamustine

Imiquimod

Sorafenibtosylate

Berberine Ingenolmebutate Staurosporine
Bestatin Iniparib Streptozocin
Betahistine Irinotecan Sunitinib
Bexarotene Isoquercetin TAKG32
Bicalutamide Isotretinoin TAK715
Binimetinib Itraconazole Talazoparib
Birabresib Ivosidenib Tamoxifen
Bleomycinsulfate Ixabepilone Tanespimycin
Bortezomib Ixazomib Tariquidar
Bosutinib Lapatinib Tasquinimod
Brigatinib Larotrectinibsulfate Tazemetostat
Busulfan Lenvatinib Temozolomide
Cabazitaxel Letrozole Temsirolimus
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CabozantinibSmalate LGK974 Teniposide
Canertinib Linifanib Thalidomide
Capecitabine Linsitinib Thioridazine
Captopril Lobaplatin ThioTEPA
Carboplatin Lomustine Tipifarnib
Carfilzomib Lonafarnib Tipiracil
Carmustine Lorlatinib Tivantinib
Cediranib LY3009120 Tivozanib
Celecoxib Marimastat Tofacitinibcitrate
Ceritinib Masitinib Topotecan
Chlorambucil Megestrol Trabectedin
Chlormethine Melphalan Trametinib
Cl994 Methotrexate Treosulfan
CiclosporinA Midostaurin Trifluorothymidine
Cisplatin MitomycinC TubastatinA
Cladribine Mitoxantrone Tucidinostat
Clofarabine MK752 Ulixertinib
Cobimetinib Molibresib Uramustine
Copanlisib Momelotinib Valproicacidsodiumsalt
Crizotinib Motesanibdiphosphate Valrubicin
Cyclicsomatostatin Mozavaptan Vandetanib
Cytarabine Nedaplatin Varlitinib
Dabrafenibmesylate Nelarabine Vatalanib
Dacarbazine Neratinib Veliparib
Dacomitinib Nilotinib Vemurafenib
Dactinomycin Nilutamide Venetoclax
Dapagliflozin Nimorazole Verteporfin
Darolutamide Nintedanib Vinblastinesulfate
Dasatinib Obatoclax Vincristinesulfate
Daunorubicin Olaparib Vinfluninetartrate
Decitabine Opaganib Vinorelbine
Deforolimus Orantinib Vismodegib
Dexamethasone Osimertinib Volasertib
Dinaciclib Oxaliplatin Vorinostat
Disulfiram Paclitaxel WP1066
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Docetaxel Pacritinib Zanubrutinib
Dovitinib Palbociclib Zibotentan
Doxorubicin Palifosfamide Zoledronicacid
Dutasteride Pamiparib Zosuquidartri
Duvelisib Panobinostat

Elesclomol Pazopanib

Tabelle 8: Auflistung der verwendeten Wirkstoffe der Hochdurchsatztherapietestung.
Diese Wirkstoffe wurden im Rahmen der Hochdurchsatztherapietestung als Bestandteil der
bestehenden Clinical Library verwendet. Der Grofiteil dieser Wirkstoffe ist bereits fir

unterschiedliche Indikationen von der FDA zugelassen.
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