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1. Zusammenfassung

Nicht-kleinzellige Lungenkarzinome zahlen weltweit zu den haufigsten Krebsarten und
sind eine der haufigsten Ursachen fur krebsassoziierten Todesfalle. Die Therapie des
Lungenkarzinoms  erfolgt stadienabhangig und verfolgt verschiedenste
Therapieansatze. Besonders im metastasiertem Stadium IV der Erkrankung spielen
zielgerichtete, auf bestimmte Treibermutationen angepasste Medikamente eine
entscheidende Rolle in der Behandlung der Patienten. Dabei ist insbesondere die
pratherapeutische Analytik auf therapierbare Treibermutationen von essentieller
Wichtigkeit.

Die Entwicklung und Einfuhrung von auf den anaplastischen Lymphomkinase (ALK) -
Rezeptor spezifisch abzielenden Therapeutika hat die Behandlung und das
Therapieergebnis dieser Patientengruppen mit nachgewiesenen Treibermutationen
von nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen grundlegend verandert. Trotzdem stellt bei
der Behandlung von ALK-translozierten Lungenkarzinomen die Entwicklung einer
Therapieresistenz gegen ALK-Tyrosinkinaseinhibitoren ein Hauptproblem im Verlauf
der Therapie betroffener Patienten dar.

In vorangehenden Publikationen untersuchten wir zwei ALK-translozierte Kohorten
(TP53-Wildtyp und TP53-mutiert) hinsichtlich Genkopieanzahlvariationen des ALK-
Gens. Alle Patienten der TP53-Wildtyp Kohorte zeigten mit einer Ausnahme ein
genetisch stabiles Genom. Dieser Sonderfall prasentierte sich mit deutlicher
genomischer Instabilitat und der Amplifikation zahlreicher krebsassoziierter Genloci.
Bei einem dieser Genloci handelte es sich um die Telomerase reverse transciptase
(TERT), der fur die katalytische Untereinheit kodierende Genabschnitt des
Telomerase-Enzyms.

Das Ziel dieser Arbeit war es eine unabhangige Kohorte von 109 ALK-alterierten
Lungenkrebspatienten auf die Pravalenz von TERT-Amplifikationen hin zu
untersuchen. In dem Rahmen analysierten wir aul’erdem die Genkopieanzahl
zahlreicher weiterer krebsrelevanter Gene und anderer genetischer Aberrationen.

Mit Hilfe der sog. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) untersuchten wir zunachst
die Pravalenz von TERT-Amplifikationen. Kopieanzahlvariationen von 87 Krebs
relevanten Genen wurden per NanoString nCounter® Technologie ermittelt.
FoundationOne® und Lungen-spezifische Next Generation Sequencing Panels wurden
neben klinischen Daten in einigen der TERT-amplifizierten Fallen angewendet.



Wir konnten mit unserer Untersuchung nachweisen, dass funf (4,6%) der 109
analysierten ALK-translozierten Patienten eine zusatzliche Amplifikation des TERT-
Gens besallen und diese Amplifikation mit genetisch instabilem Genom einherging.

Unsere einleitende Studie zeigt erneut, dass ALK-translozierte Adenokarzinome eine
heterogenere Gruppe von Tumoren darstellen, als initial angenommen wurde und im
Kontext ihres genomischen Hintergrundes betrachtet und evaluiert werden sollten, um
den individuellen Krankheits- und Therapieverlauf besser verstehen und vorhersagen

zu kdénnen.

Teile dieser Zusammenfassung sind bereits publiziert in: Alidousty C, Duerbaum N, Wagener-Ryczek
S, et al. Prevalence and potential biological role of TERT amplifications in ALK translocated
adenocarcinoma of the lung. Histopathology 2021; 78(4): 578-85.



2. Einleitung

2.1. Das Lungenkarzinom

2.1.1. Epidemiologie und Atiologie

Das Lungenkarzinom ist mit ca. 45000 Todesfallen jahrlich die dritthaufigste
Todesursache beider Geschlechter- und aller Altersgruppen in Deutschland.” Weltweit
sind bosartige Neoplasien der Lunge fur jede dritte Krebsneuerkrankung verantwortlich
und sorgen dabei global fur die hochste krebsassoziierte Mortalitat. Manner erkranken
ca. doppelt so haufig wie Frauen, obwohl die Inzidenz bei Mannern in Mitteleuropa seit
Jahren sinkt und bei Frauen kontinuierlich steigt.® Lungenkarzinome treten dabei
besonders haufig in Bevolkerungsgruppen mit niedrigem soziobkonomischem Status
auf.® Ein deutlich erhohter Anteil an Rauchenden sowie vermehrte berufliche
Exposition gegenuber den unten genannten Kanzerogenen sind vermutlich ursachlich
flr das gesteigerte Auftreten in diesen sozialen Schichten.%"!

Beziiglich der Atiologie des Lungenkarzinoms differenziert man zwischen endogenen
und exogenen Risikofaktoren welche die Krankheitsentstehung begunstigen. Das
grofte Risiko fur das Entwickeln eines Lungenkarzinoms ist der inhalative Konsum von
Tabakprodukten in aktiver und passiver Form. Tabakrauch ist mit einem Anteil von ca.
90% der Hauptrisikofaktor fur das Entstehen von Lungenkrebserkrankungen. Es lasst
sich hier eine deutliche Korrelation zu der Anzahl der gerauchten Zigaretten, der
Konsumdauer sowie der Inhalationstiefe des Rauchs erkennen.'?'® Ein weiterer
exogener Faktor fur die Ausbildung einer bosartigen Neoplasie der Lunge ist zudem
die berufliche Exposition gegenuber Karzinogenen. Ursachlich zeigen sich dabei
diverse Metalle (Arsen, Chrome, Nickel etc.), polyzyklische Kohlenwasserstoffe und
die als besonders karzinogen geltenden, ubiquitar vorkommenden Noxen wie Asbest,
Feinstaub und Industrie- und Verkehrsabgase. Krankheitsauslosend ist ebenfalls
ionisierende Strahlung, sei es durch eine hohe Radonbelastung der Umwelt oder im
Zusammenhang mit medizinischer Strahlenexposition z.B. in der Radiologie und
Nuklearmedizin.’* Endogene Risikofaktoren spielen gleichermafen eine Rolle in der
Entstehung maligner Erkrankungen der Lunge. Eine Lungenkrebserkrankung in der
engen Verwandtschaft geht insbesondere mit einem erhdhten Risiko fur eine sich
schon im jungen Alter manifestierenden Lungenkrebserkrankung einher. Ebenso
sorgen Vorerkrankungen wie eine chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD)

oder eine Lungentuberkulose fiir ein erhohtes Erkrankungsrisiko.'
10



2.1.2. Histopathologie

Lungenkarzinome werden klassischerweise bezuglich ihrer Morphologie/Histologie
anhand der WHO-Klassifikation unterteilt. Dabei unterscheidet man zunachst zwei
grolRe Gruppen, welche sich auch prognostisch deutlich voneinander unterscheiden:
Die kleinzelligen (SCLC)- und die nicht-kleinzelligen (NSCLC) Lungenkarzinome.®
Erstere zahlen zur Subgruppe der neuroendokrinen Tumoren der Lunge und haben
bei Erstdiagnose einen Anteil von ca. 15% aller Krebserkrankungen der Lunge. SCLC
sind  histologisch  charakterisiert ~ durch  kleinzellige  Zellverbande  mit
hyperchromatischem Zellkern mit feingranuldarem Chromatin und schmalem
Zytoplasmasaum. Sie sind stark proliferativ aktiv, dies aufdert sich histologisch durch
eine hohe Anzahl mitotisch aktiver Zellen und immunhistochemisch mittels eines Ki-
67 Index von mehr als 50%. Diese Krebsvariante ist durch ein besonders aggressives
Verhalten bezlglich ihres Zellwachstums und ihres Krankheitsverlaufs

gekennzeichnet.'®
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Abbildung 1: Kleinzelliges Karzinom der Lunge, 10x VergréBerung, zur Verfligung gestellt durch Priv.-Doz. Dr.
med. Anne Schultheis, Institut filir Pathologie der Uniklinik Kéin
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Nicht-kleinzellige Karzinome kdnnen weiter nach dem Subtyp der Ursprungszelle
differenziert werden und besitzen einen Anteil von ca. 85% aller Lungenkarzinome. >
Es wird unterschieden zwischen Adenokarzinomen (AC), Plattenepithelkarzinomen
(SqCC) und sonstigen Karzinomen (z.B. Spindelzell-Karzinome, Riesenzell-
Karzinome), welche sich weitergehend noch in diverse Subtypen separieren lassen.'®
Diese morphologisch basierte Einteilung der NSCLC ist historisch und ohne
therapeutisch Relevanz. Sie entstand, weil damalig bei diesen unterschiedlichen
Subgruppen, im Gegensatz zum kleinzelligen Karzinom, kaum biologische und
therapeutische Differenzen festgestellt werden konnten.

SqCC sind epitheliale Tumore, welche aus dem Epithel der Bronchialschleimhaut
hervorgehen und zum Teil mit Verhornung und Interzellularbriicken auftreten kénnen.
Da SqCCs aber auch undifferenziert vorkommen ist eine immunhistochemische
Betrachtung des Tumors von grofter Bedeutung.'®

Hier dient zur Diagnosesicherung insbesondere eine Aufarbeitung mit den Antikérpern
p40, p63 und p64 und via Zytokeratin 5/6.18
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Abbildung 2: Plattenepithelkarzinom der Lunge, 10x Vergré8erung, zur Verfiigung gestellt durch Priv.-Doz. Dr.
med. Anne Schultheis, Institut flir Pathologie der Uniklinik Kéin
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Adenokarzinome stammen von alveolaren Deckepithelien (Pneumozyten Typ 1 und 2)
ab und zeichnen sich durch Muzinproduktion mit teils sogar drusenartiger
Differenzierung aus.'® Nach pradominantem Wachstumsmuster unterscheidet man
diese weitergehend in azinar, papillar, mikropapillar, solide und lepidisch. 5
Immunhistochemische Untersuchung auf den thyroidalen Transkriptionsfaktor 1
(TTF1) sowie auf Napsin A zeigen eine Sensitivitat von ca. 80% auf diesen
Lungenkarzinomsubtyp.'9-20

Mit der Etablierung moderner molekularpathologischen Methoden und vor allem der
Durchfihrung grof3er Sequenzierungsstudien von Lungenkarzinomen wurde die
Heterogenitat von Lungenkarzinomen auf molekularer Ebene entschlusselt. Die
molekularen Subtypen sind therapeutisch relevant, da einige der genetischen
Veranderungen als Zielstrukturen von Medikamenten genutzt werden konnen; die
molekulare Subtypisierung ist nun fester Bestandteil des klinischen Alltags bei der

Behandlung von Lungenkarzinomen.'®
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Abbildung 3: Adenokarzinom der Lunge, 10x Vergréf3erung, zur Verfiigung gestellt durch Priv.-Doz. Dr. med. Anne
Schultheis, Institut fiir Pathologie der Uniklinik Kéin
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2.1.3. Molekular-Pathologie des NSCLC

Lungenkarzinome entstehen durch

MET RET ROS1
HER2 Amplifikation Translokation Translokation

eine  stufenférmige  Anhaufung Amplifikation 3% 2% 2%
7%

genetischer Aberrationen, wobei die ALK
unkontrollierte Zellproliferation dieser | """
Tumoren insbesondere durch eine

Gruppe von sog. Treibermutationen BRAF

hervorgerufen  wird.'”®>  Obwohl
Krebszellen zahlreiche Mutationen |
' andere Gene

akkumulieren, wird vermutet, dass 7%

die maligne Transformation und der

Tumorprogress besonders stark von

diesen Treibermutationen

determiniert st Diese ADhangIgkell e im metastasiorion Stadium modifiert nach Jordan o
von einzelnen Alterationen (engl. al.”und Frampton et al.® (n=5262)

,oncogene Addiction®) ist es was manche Krebsarten angreifbar flr eine gezielte
Therapie, z.B. durch Tyrosin-Kinaseinhibitoren (TKI), macht.?'

Mit der Entdeckung des Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) und der
erfolgreichen Therapie von Patienten mit gezielt gegen den EGFR gerichteten
Medikamenten wie monoklonalen Antikdrpern wurde sowohl der Grundstein fir die
molekulare Behandlung als auch die molekular basierte Klassifikation von
Lungenkarzinomen gelegt.?? Das Verstandnis von Lungenkarzinomen hat sich seither
fundamental verandert. Schnell folgte die Entdeckung zahlreicher weiterer, teils
therapeutisch nutzbarer Treibermutationen. Seither spiegelt die Einteilung aller
NSCLC nach ihrem molekularen Subtyp wesentlich praziser die Biologie des
jeweiligen Tumors wider und verdeutlicht erneut die Heterogenitat dieser Gruppe an
Tumoren.?

Zu den haufigsten genetischen Mutationen, insbesondere bei Nicht-
Plattenepithelkarzinomen, zahlen unter anderen: Veranderungen des EGFR, des
Kirsten rat sarcoma viral oncogene (KRAS), des serine/threonine-protein Kinase B-Raf
(BRAF) sowie Translokationen der anaplastischen Lymphomkinase (ALK), des ROS
proto-oncogene 1 (ROS7) und des RET-Gens.?*

14



2.1.4. Treibermutationen des NSCLC
Das EGFR-Gen kodiert fur ein

Transmembranprotein mit

o (7! EGF als Ligand

Transmembraner EGF-Rezeptor

Tyrosinkinaseaktivitat, welches

besonders dazu dient extrazelluldre %%%H%H%é%%%znmmb

Wachstumssignale ins Zellinnere zu
leiten.?32% Bis zu 10 % aller NSCLC bei

kaukasischen Patienten sowie 50% bei &> p &>
der asiatischen Bevélkerung zeichnen l
sich durch eine Mutation im EGFR-Gen - NS
aus und treten haufiger bei Patienten @_’ 13
ohne Raucheranamnese auf.? Bei *

Mutationen dieser Art handelt es sich Stimulation von:
hauptsachlich um Punktmutationen bzw. :égﬁ;?f?:rl?,i?erung
kurze Deletionen, vornehmlich in den §::::‘r§’,}:'f'§;‘;t,on

- Zelluberleben

Exonen 19 und 21 des EGFR-Gens.??

Eine verstarkte Kinaseaktivitat oder eine Abbildung 5: Schematische Darstellung des EGF-
Rezeptors und dessen Signalkaskade modifiziert nach C.

EGFR-Protein Uberexpression fiihren Santos et al.®

konsekutiv. zu ungehemmten Zellwachstum, gesteigertem Zelliberleben und
vermehrter Angiogenese. Zudem kommt es zu einer erhohten Motilitat und veranderter
Differenzierung der Tumorzellen. Lungenkarzinome mit EGFR Mutationen konnen
jedoch gezielt mit einem EGFR-Inhibitor wie Afatinib behandelt werden.?326

Sog. KRAS Mutationen lassen sich in ca. 25% aller NSCLC, besonders in der
Subgruppe der Adenokarzinome, nachweisen und entstehen gehauft bei Patienten mit
positiver Raucheranamnese.?’?® Dem G-Protein KRAS wird als GTPase, wie auch
vielen anderen Transmembranproteinen, eine grofl3e Rolle bei der Transduktion von
Wachstumssignalen zugesprochen. Dies wirkt sich ebenfalls im Sinne
Uberschielender  Zellproliferation, verminderte  Apoptose sowie gestorter
Zelldifferenzierung aus.?® Seit Juni 2021 beseht mit dem Medikament Sotorasib,
insbesondere bei der Subtypmutation p.G12C, in KRAS mutierten NSCLC eine
zielgerichtete Tumortherapie.?°

BRAF-Gen Mutationen treten in ca. 5-7 % aller Adenokarzinome der Lunge auf. Dabei
handelt es sich in ca. 80% der Falle um eine Substitutionsmutation der Aminosaure
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Glutamat durch Valin an Position 600 (BRAFVG600E) der Aminosaurenkette. Bei dem
durch das BRAF-Gen kodierte Protein (ebenfalls BRAF) handelt es sich um eine RAF-
Kinase. Wie der Grofteil der bereits genannten Treibermutationen hat eine genetische
Veranderung dieser RAF-Kinase eine Uberstimulation der Zellproliferation sowie eine
Verhinderung der Apoptose zur Folge. Dies geschieht hauptsachlich durch
unkontrollierte Aktivierung des Mitogen-Activated Protein Kinase pathways (MAPK-
Pathway). Eine zielgerichtete Therapie ist bei Mutationen dieser Art ebenfalls
moglich.3°

Das Ret Proto-Oncogene ist wie EGFR auch ein transmembranes Protein mit
intrazellular gelegener Tyrosinkinase, die durch Mutation oder durch Rearragenment
mit Entstehung von Fusionsgenen eine Daueraktivierung erfahrt.3'32 Dabei entsteht
bei ca. 2% der NSCLC eine Translokation zwischen dem RET-Gen auf Chromsom 10
mit dem sich ebenfalls auf Chromosom 10 befindlichen KIF5B-Gen.3' Es sind
mittlerweile allerdings auch weitere Translokationspartner im Rahmen von
Lungenkarzinomerkrankungen bekannt. Dazu zahlen unter anderem Fusionen mit
dem CCDC6-Gen sowie dem NCOA4-Gen.*33 Bei Patienten mit NSCLC kann in ca.
1-2 % der Falle eine Mutation im RET-Gen nachgewiesen werden, dabei sind ein
jungeres Erkrankungsalter und der Nichtraucher-Status der Betroffenen besonders
haufig.3%3¢ Hierbei unterscheidet sich der RET-Rezeptor gegenlber ,klassischen®
Tyrosinkinasen, indem er neben seinem eigentlichen Liganden fur die Aktivierung
einen Co-Liganden bendtigt. Letztendlich fuhrt die Phosphorylisierung des Rezpetors
zur Aktivierung zahlreicher weiterer Signalkaskaden. Beim gesunden Menschen
entsteht dadurch ebenfalls eine Beeinflussung von Zellwachstums- und
Differenzierungssignalen. Aktuell kann eine RET-Mutation bzw. Rearrengment mit
sog. Multikinaseinhibitoren therapiert werden, die jedoch nicht spezifisch am RET-
Rezeptor wirken.32

ROS1-Rearrangements treten ebenfalls in ca. 1-2 % der NSCLC auf und sind hier
haufig in jungen Patientengruppen, welche keine Raucheranamnese besitzen, zu
finden. Dabei handelt es sich fast ausschlieRlich um den Subtyp des Adenokarzinoms.
ROS1 ist auch ein Tyrosinkinaserezeptor, welcher sich in die Untergruppe der
Insulinrezeptoren einordnen lasst. Mutationen von ROS1 treten in der Regel in Form
einer Translokation auf. Diese Translokation zwischen ROS7 auf Chromosom 6 mit
dem Gen SLC34A2 auf Chromosom 4 fuhrt ebenfalls zur Entstehung eines
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Fusionsproteins, welches letztendlich eine irregulare Uberfunktion des ROS1-Proteins
mit den bereits beschriebenen Konsequenzen fur die Zellproliferation ermoglicht. Bei
der genannten Fusionsmutation handelt es sich um die haufigste Variante. Auch hier
sind weitere Mutationspartner bekannt.?” ROS7-Translokationen sprechen auf die
Therapie mit dem ALK-Inhibitor Crizotinib an.38

Neben diesen beim NSCLC am haufigsten vorkommenden Mutationen und unmittelbar
therapierelevanten genetischen Veranderungen, existieren noch zahlreiche weitere
Mutationen die in dieser Arbeit nicht detailliert erwahnt werden. Auf
Translokationsmutationen des ALK-Gens wird im weiteren Verlauf der Arbeit naher
eingegangen.

2.1.5. Therapie des NSCLC

Die leitliniengerechte Therapie des NSCLC ist abhangig vom Tumorstadium und
bertcksichtigt dariber hinaus den Allgemeinzustand, die Restlungenfunktion und die
Vorerkrankungen/Komorbiditaten des Patienten. Primares Ziel der Erstdiagnostik
sollte die Ermittlung hinsichtlich der Tumorausbreitung (T-Status), der Infiltration der
regionalen Lymphknoten (N-Status) und der Existenz von Fernmetastasen
entsprechend der TNM-Klassifikation sein.?3°

In niedrigen Tumorstadien (Stadium | bis Il) ist die vollstandige Tumorresektion mit
kurativer Absicht die Behandlung der Wahl. Je nach Tumorausbreitung sind hier
Lobektomie, Pneumektomie oder Segmentresektionen mit anschlieRender Entfernung
der interlobaren, hilaren und mediastinalen Lymphknoten durchzufuhren. Dies
geschieht unter der Bedingung, dass postoperativ eine ausreichende pulmonale und
kardiale Reserve fortbesteht. Ziel der Tumorresektion sollte nach Moglichkeit immer
eine vollstandige Entfernung des Tumorgewebes samt aller befallener Lymphknoten
mit moglichst mikroskopisch nachgewiesenen, tumorfreien Gewebsrandern (RO-
Resektion) sein. Ist es nicht moglich das Tumorgewebe in Ganze zu entfernen, besteht
also ein mikroskopischer (R1-Resektion) bzw. makroskopischer (R2-Resektion)
Resttumornachweis, kann eine Re-Resektion angestrebt werden. In Abhangigkeit von
der Schwere des Tumorstadiums sollte ggf. eine adjuvante, cisplatinhaltige
Kombinationschemotherapie an die operative Behandlung angeschlossen werden.240
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TO Kein Anhalt fir Primartumor

Tis Carcinoma in situ
T <3cm, umgeben von Lungengewebe od. Pleura, Hauptbronchus nicht beteiligt
T1a(mi) | Minimalinvasives Adenokarzinom
T1a <1cm
T1b > 1cm aber < 2cm
T1c > 2cm aber < 3cm
> 3cm aber < 5cm
T2 - Infiltration des Hauptbronchus oder,
- Infiltration der viszeralen. Pleura oder,
- Tumorbedingte partielle Atelektase oder obstruktive Pneumonie
T2a > 3cm aber < 4cm
T2b > 4cm aber < 5cm
> 5cm aber <7 cm oder
T3 - Infiltration der Thoraxwand, N. phrenicus oder parietalem Perikard oder,
- zusatzlicher Tumorknoten im selben Lungenlappen des Primartumors
> 7 cm oder,
T4 -direkte Infiltration von Diaphragma, Mediastinum, Herz, gro3eren Gefalle, Trachea, N.

laryngeus recurrens, Osophagus, Wirbelkdrper oder Carina oder,
- zusatzliche Tumorknoten in einem anderen ipsilateralen Lungenlappen

NO Keine Lymphknotenmetastasen
Metastase(n) in ipsilateralen peribronchialen und/oder ipsilateralen Hilus- oder

N1 intrapulmonalen Lymphknoten (einschlieBlich eines Befalls durch direkte Ausbreitung des
Primartumors)

N2 Metastase(n) in ipsilateralen mediastinalen und/oder subkarinalen Lymphknoten

N3 Metastase(n) in kontralateralen mediastinalen, kontralateralen Hilus-, ipsi- oder
kontralateralen Skalenus- oder supraklavikularen Lymphknoten

MO0 Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

Vom Primartumor getrennte Tumorherde in einem kontralateralen Lungenlappen; Tumor

M1a mit Pleurametastasen oder malignem Pleura- oder Perikarderguss
M1b Eine solitdre Fernmetastase in einem solitdren extrathorakalen Organ
M1c Mehrere Fernmetastasen (>1) in einem oder mehreren Organen

Tabelle 1: TNM Klassifkation der Adenokarzinome der Lunge, 8. Edition 2018 nach der American Joint Commission
on Cancer (AJCC)*!

Patienten im Stadium [lIA der Erkrankung werden durch, an das TNM-Stadium
angepasste, im zeitlichen Ablauf variable Kombinationen von Resektion, adjuvanter
oder bei primar nicht resektablen Tumoren neoadjuvanter Chemotherapie behandelt.
Im Anschluss daran kann in indizierten Fallen eine Strahlentherapie angeschlossen
werden. Fur die Chemotherapie werden ebenfalls platinhaltige Therapieregime in
Kombination mit weiteren Chemotherapeutika verwendet. Da im Stadium Il noch keine
Standardtherapie definiert wurde, erfolgt hier eine individuelle Behandlung im Rahmen
von Studien in designierten Behandlungszentren.?4°
In den Stadien IlIB und IlIC wird eine kurative Resektion des Tumorgewebes nicht
mehr empfohlen. Stattdessen besteht in diesen Fallen die Behandlung aus der Gabe
des monoklonalen Antikdrpers Durvalumab in  Kombination mit simultaner
Strahlentherapie. Bei Durvalumab handelt es sich um einen Checkpoint Inhibitor, der
an den programmed cell death ligand 1 (PD-L1) bindet und zur Immuntherapie von
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primar nicht operablen NSCLC genutzt wird. Dieses Therapieregime kann ggf. mit
Chemotherapie kombiniert erfolgen.24°

Die Behandlung Erkrankter im Stadium IV wird mit primar palliativer Zielsetzung
durchgefuhrt. In dessen Rahmen sollte schon frihzeitig eine professionelle, palliative
Begleitung (,Early palliativ Care®) mit multidimensionalem Konzept erfolgen. Sofern
der Primartumor resektabel ist und wenige, zeitgleiche Metastasen existieren, kann
eine radikale lokale Behandlung der Metastasen z.B. in Form einer Operation und/oder
Strahlentherapie zur Symptomkontrolle, dem Lindern von Leiden sowie der
Verbesserung der Lebensqualitat sinnvoll sein. Im Anschluss daran ist in manchen
Fallen eine patientenadaptierte Chemotherapie indiziert.40:42-44

Neben den bisher geschilderten Therapieregimen besteht in einer Vielzahl der Falle
die Maoglichkeit einer zielgerichteten Therapie hinsichtlich der zum Teil bereits
genannten Treibermutationen der Lungenkarzinome. Aktuell sollten schon vor Beginn
einer Erstlinientherapie bestehende Tumorgewebeproben auf eine Mindestanzahl
dieser Treibermutationen mit therapeutischer Konsequenz getestet werden. Hier sind
insbesondere die bereits genannten Alterationen von EGFR, BRAF und RET sowie
ALK und ROS7 Translokationen zu nennen.?4% Der Nachweis einer solchen
Treibermutation, z.B. einer ALK-Translokation, kann abhangig vom Mutationstyp per
FISH, durch spezielle immunhistochemische Verfahren, durch sog. Next Generation
Sequencing (NGS) Panels oder mittels herkdbmmlicher Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) erfolgen.4®

FINDINGS AT SURGERY ADJUVANT TREATMENT
Margins negative (R0)Y Observe

Stage IA (T1abc, NO)

A

Reresection (preferred)
Margins positive (R1, R2)!———|or
RT! (category 2B)

Observe

Margins negative (R0)Y ———— > |or
Stage IB (T2a, NO) Chemotherapy9 for high-risk patients" —— »
Stage IIA (T2b, NO) Reresection (preferred) * chemotherapy®¥ ———»

Margins positive (R1, R2)Y——|Or .
RT' £ chemotherapy9 (chemotherapy for stage IIA)

. Surveillance
Reresection + chemotherapyd ————— (NSCL-16)
R1Y——|or

Chemoradiation' (sequential? or concurrents) —

Reresection + chemotherapy9
R2Y—— > |or
Concurrent chemoradiation"s

Chemotherapy9 (category 1)————— |

Stage IIB (T1abc-T2a, N1)

Margins negative (R0)Y —— > Chemotherapy4 (category 1) ———
Stage IIB (T3, NO; T2b, N1) <

Margins positive

Margins negative (R0)" ———— > |or . |
Stage IIIA (T1-2, N2; T3, N1) Sequential chemotherapy9 + RT' (N2 only)
Stage IlIB (T3, N2)

R1Y——— Chemoradiation' (sequential? or concurrents) —»

Margins positive <

R2Y——» Concurrent chemoradiation’s —»

Abbildung 6: Behandlungsleitlinien fiir Lungenkrebs im Friihstadium i{ibernommen aus der Leitlinie des National
Comprehensive Cancer Network, Version 8, September 20207
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2.1.51.

Kann

Zielgerichtete Therapie des NSCLC
im Tumorgewebe des Patienten eine therapierbare EGFR-Alteration
nachgewiesen werden, besteht eine Indikation zur Behandlung mit einem TKI.#° Diese
Therapie hat sich im Vergleich zur Behandlung mit herkdmmlicher, platinhaltiger
Chemotherapie als deutlich Uberlegen hinsichtlich des progressionsfreien Intervalls
dargestellt.*® Bei aktivierenden Mutationen von EGFR bietet sich eine Therapie mit
verschiedenen TKI wie Gefitinib, Erlotinib, Afatinib oder Osimertinib an. Dabei kdnnen
je nach Studie Ansprechraten von initial 50-100% erreicht werden.2347
BRAFV600-Tumormutation

Kombinationstherapie aus Dabrafenib und Trametinib therapiert werden.*® In Studien

Patienten mit einer konnen mit einer
stellte sich heraus, dass diese Kombinationstherapie nicht nur im Vergleich zur
Standardchemotherapie, sondern auch im Vergleich zur Monotherapie mit Dabrafenib
eine Uberlegenheit in Bezug auf Ansprechraten und progressionsfreier Uberlebenszeit
(PFS) zeigt, weshalb sie bei betroffenen Patienten zur Erstlinientherapie zahit.*?

ROS17-Rearrangements sollten in der Erstlinie mit dem ALK-Inhibitor Crizotinib
behandelt werden,® da Tumoren mit ROS7-Alterationen deutliche Ahnlichkeiten
hinsichtlich ihrer Morphologie und der Struktur ihrer Kinasedomane im Vergleich zu
initiale

ALK-Translokationen aufweisen. Aktuell kdénnen durch diese Therapie

Ansprechraten von ca. 80% erzielt werden.%°

TARGETED THERAPY OR IMMUNOTHERAPY FOR ADVANCED OR METASTATIC DISEASE

Monitoring During Initial Therapy

* Response assessment after 2 cycles, then every 2—4 cycles with CT of known sites of disease with or without contrast or when clinically indicated.

Monitoring During Subsequent Therapy

* Response assessment with CT of known sites of disease with or without contrast every 6—12 weeks. Timing of CT scans within Guidelines
parameters is a clinical decision.

Sensitizing EGFR Mutation Positive
« First-line therapy

» Afatinib’

» Erlotinib?

» Dacomitinib®

» Gefitinib®>

» Osimertinib®

» Erlotinib + ramucirumab?

» Erlotinib + bevacizumab (nonsquamous)®

* Subsequent therapy
» Osimertinib?

ALK Rearrangement Positive
« First-line therapy
» Alectinib10:11
» Brigatinib'2
» Ceritinib13
» Crizotinib10:14
* Subsequent therapy
» Alectinib?>:16
» Brigatinib1?
» Ceritinib18
» Lorlatinib1®

ROS1 Rearrangement Positive
« First-line therapy

» Ceritinib20

» Crizotinib

» Entrectinib??

BRAF V600E Mutation Positive
« First-line therapy

» Dabrafenib/trametinib23
* Subsequent therapy

» Dabrafenib/trametinib24:25

NTRK Gene Fusion Positive

« First-line/Subsequent therapy
» Larotrectinib
» Entrectinib?’

MET Exon 14 Skipping Mutation

« First-line theragay/Subsequent therapy
» Capmatinib?
» Crizotinib?®

RET Rearrangement Positive
* First-line theragxlSubsequent therapy
» Selpercatinib’
» Pralsetinib3?
» Cabozantinib32-33
» Vandetanib34

PD-L121%
« First-line therapy*
» Pembrolizumab?3-37
» (Carboplatin or cisplatin)/pemetrexed/
pembrolizumab (nonsquamous)
» Carboplatin/paclitaxel/bevacizumab**/
atezolizumab (nonsquamous)
» Carboplatin/(paclitaxel or albumin-bound
paclitaxel)/pembrolizumab (squamous)*?
» Carboplatin/albumin-bound paclitaxel/
atezolizumab (nonsquamous)
» Nivolumab/ipilimumab??

» Nivolumab + ipilimumab + pemetrexed +
(carboplatin or cisplatin) (nonsquamous)*

» Nivolumab + ipilimumab + paclitaxel +
carboplatin (squamous)

PD-L1250%
* First-line thera%
» Atezolizumab

Abbildung 7: Zielgerichtete

Therapie oder

Immuntherapie fiir fortgeschrittene oder metastasierte

Lungenkarzinome (bernommen aus der Leitlinie des National Comprehensive Cancer Network, Version 8,

September 20207
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RET-Transformationen stellen eine sehr kleine Gruppe der in NSCLC bekannten
Treibermutationen dar. Therapieempfehlungen fur Patienten mit Mutationen dieser Art
basieren derzeit lediglich auf Kasuistiken. So wurde in einzelnen Fallen bei der
genannten Mutation ein Ansprechen auf die Antikorper Vandetinib und Cabozantinib
beschrieben. Es sind aber weitere klinische Studien nétig, um eindeutige
Therapieregime fiir diesen Subtyp des NSCLC zu definieren 552

Zusatzlich besteht seit Februar 2021 mit dem RET-TKI Selpercatinib ein in der EU

zugelassener und hochwirksames Therapeutika fiir diesen Mutationstyps.>3

2.2. Die anaplastische Lymphomkinase

Die anaplastische Lymphomkinase konnte bereits in der Mitte der Neunzigerjahre als
Fusionspartner  diverser anderer Genomabschnitte im  Rahmen von
Translokationsmutationen identifiziert werden. Alterationen dieser Art konnten
insbesondere bei erkrankten Patienten mit Non-Hodgkin-Lymphomen entdeckt
werden. In diesem Zusammenhang wurde erstmalig das Nucleophosmin (NPM)-ALK
Fusionsgen nachgewiesen.>*

Die ALK-Gensequenz kodiert im naturlichen Zustand einen Tyrosinkinaserezeptor,
dessen Kinasedomane der Subgruppe der Insulinrezeptoren zuzuordnen ist. Dieses
Protein besteht aus einer Aminosaurensequenz von 1620 Aminosauren, dessen
Genlocus auf dem kleinen Arm des zweiten Chromosoms zu finden ist (2p23.2-p23.1).
Der Aufbau der ALK Tyrosinkinase wird grob in drei Komplexe unterteilt: Eine
extrazellular liegende Bindungsstelle fur die passenden Liganden, einen die
Zellmembran durchspannenden Transmembrandomane, sowie die intrazellular
liegende Tyrosinkinase. Bindet ein entsprechender Ligand an den dul3eren Rezeptor,
wird eine Konformationsanderung durch Dimerisierung angestol3en, welche
letztendlich in der Aktivierung der eigentlichen Tyrosinkinase resultiert.>®> Die im
Tiermodell den ALK-Rezeptor stimulierenden Liganden sind schon langer bekannt, bis
dato konnten im Menschen nur zwei den Rezeptor physiologisch erregende Cytokine
identifiziert werden: FAM150, auch augmentor-a (AUG-a) genannt, sowie FAM150A ,
Synonym augmentor-b (AUG-B), der mit einer geringeren Affinitat an ALK bindet.5®
Die tatsachliche biologisch/physiologische Funktion der ALK-Tyrosinrezeptorkinase ist
bislang nicht ausreichend geklart. Bisherige Studien an Menschen und am Tiermodell
legen jedoch eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung des Gehirns und

bestimmter Nervenzelltypen des zentralen Nervensystems, hier insbesondere im
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Hirnstamm, Cortex, Hippocampus sowie im Bulbus olfactorius, und des peripheren
Nervensystems nahe. Vermutlich spielt die ALK-Tyrosinkinase hier eine essentielle
Rolle bei deren zellularen Kommunikationsmechanismen. Beim Menschen selbst
lassen sich unter Therapie mit ALK-Inhibitoren einige Nebeneffekte wie Bradykardie,
eine  Verminderung des Testosteronspiegels und Einschrankungen des
Sehvermogens feststellen. Diese Nebenwirkungen geben moglicherweise Hinweise
auf die eigentlichen Funktionen bzw. auf Einflussfaktoren des ALK-Rezeptors.%5:57:58

2.2.1. ALK-Mutationen bei NSCLC

Bei ALK-Mutationen handelt es sich meist um Translokationen mit einem weiteren
Partnergen, was in einem uberstimulierten Fusions-Onkogen mundet. Es lassen sich
jedoch auch Uberexpressionen mit Entstehung mehrerer zusatzlicher Genkopien in
diversen Tumorerkrankungen nachweisen. Zu diesen zahlen insbesondere
Neuroblastome, Melanome, Mammakarzinome und NSCLC. Dabei handelt es sich um
Gen-Amplifikationen, die ebenfalls mit einer konstitutiven Daueraktivierung des ALK-
Rezeptors einhergehen. AuRerdem scheinen insbesondere Punktmutationen im ALK-
Gen eine wichtige Rolle bei der Entstehung von Resistenzmechanismen in der
treibermutationspezifischen Therapie von NSCLC zu spielen. Auf diese wird im
weiteren Verlauf detaillierter eingegangen.5”-%°

ALK-Translokationen stellen die wichtigste Mutationsgruppe der Lungenkarzinome
dar: Mittlerweile sind durch die Entwicklung von verbesserten NGS-Verfahren,
gezielten RNA-Sequenzierungstechniken und Moglichkeiten des sog. whole-exome-
sequencing ca. 90 unterschiedliche Translokationsvarianten des ALK-Gens in NSCLC
nachgewiesen worden, wobei die biologische Konsequenz, insbesondere in Bezug auf
die Kanzerogenese, bei dem Grofiteil dieser Translokationsvarianten bis dato nicht
ausreichend oder gar nicht geklart ist®® Es wird vermutet, dass
Translokationsmutationen in ihrer Gesamtheit fur die Entstehung von ca. 20% aller

Krebserkrankungen verantwortlich sind.578
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Liganden unabhangige ALK-Aktivierung
z.B. durch Gain-of-Function Mutationen

> ‘») >
%%%%E%%%%%% S

1
i i}

- — ALK-Fusionsprotein
ALK-Amplifikation 2.B. durch EML4-ALK-Translokation

Liganden abhangige ALK-Aktivierung

Aktivierung der
Downstream Pathways

Abbildung 8: Schematische Darstellung der ALK-Rezeptor Aktivierungstypen modifiziert nach Huang H.%

2211. EML4-ALK Translokationsmutation
Im Jahr 2007 gelang erstmalig der Nachweis einer ALK-Translokation bei
Lungenkarzinomen. Hierbei handelt es sich um eine Inversion innerhalb des kleinen
Armes des zweiten Chromosoms (inv(2)(p21;p23)). Daraus resultierend entsteht durch
Verschmelzung des fur die intrazellular liegende katalytische Domane kodierenden
ALK-Genabschnitts mit dem N-terminalen Abschnitt des Echinoderm microtubule-
associated protein-like 4-Gen (EML4) ein neues Fusionsgen.®?
EML4-ALK Translokationen sind mit einem Anteil von ca. 95% die dominierende ALK-
Fusionsvarianten bei NSCLC.° Zusatzlich sind mehr als 30 verschiedene EML4-ALK
Mutationsvarianten bekannt, wobei die Variationen durch unterschiedliche
Bruchpunkte innerhalb des EML4-Gens zustande kommen, wahrend der betroffene
Abschnitt des ALK-Gens konstant zu sein scheint.364 Vermutlich beeinflussen diese
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unterschiedlichen Fusionsvarianten das PFS sowie die Wahrscheinlichkeit
Resistenzmechanismen gegenulber der Therapie mit TKI zu entwickeln.®®

Die Entstehung dieses Fusionsgens fuhrt letztendlich zur Deregulation der
katalytischen Einheit des ALK-Rezeptors. Durch eine konstitutive Daueraktivierung
kommt es auch hier zu einer von Wachstumsfaktoren unabhangigen Stimulation der
Zellteilung und Zelldifferenzierung sowie zum Schutz vor vorzeitiger Apoptose mit
resultierendem ungehemmten Tumorwachstum des betroffenen Gewebes.%°

Neben der, in NSCLC am haufigsten auftretenden EML4-ALK-Translokation und deren
zahlreichen Varianten, treten zusatzliche weitere ALK-Translokationsarten mit seltener

Chromosom 2

ALK EMLA4
Exon 20 Exon 13
T N %
AN /

on 20 \}’Q\Exon - Inversion (2)(p21;p23)

/ \
/ \

< . |

EML4-ALK Fusionsgen

I I ALK-Fusionsprotein

sl
\

~ Steigerung von:

- ZellUberleben

- Tumorwachstum
- Tumorzellproliferation

Abbildung 9: Vereinfachte Darstellung der Entstehung des EML4-ALK Fusionsproteins modifiziert nach E.
Sanchez-Herrero et al.*
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Haufigkeit auf. Darunter sind unter anderem Fusionen mit dem KIF5B-Gen®’, KLC1-
Gen®8, TPR-Gen®®, sowie dem BIRC6-Gen’®, um nur einige wenige der zahlreichen
Varianten aufzufuhren. Deren Signifikanz auf die Onkogenese von NSCLC sowie das
Ansprechen auf TKI ist bei zahlreichen der unterschiedlichen ALK-Fusionsmutationen
nicht bekannt. Die Fusionsvariante PRAKR1A-ALK stellt jedoch ein Beispiel dar,
welches deutlich weniger sensitiv auf die Therapie mit selbst neu entwickelten ALK-
TKI anspricht.”"72

Interessanterweise treten sowohl ALK-Fusionsmutationen als auch EGFR und KRAS-
Mutationen vor initialer Therapie als exklusive Treibermutationen auf: Augenscheinlich
kommt es weder bei mutieten EGFR noch bei KRAS mutierten NSCLC zu ALK-
Translokationen, ebenso wenig wie umgekehrt. Dies untermauert die unabhangige
Individualitat dieser molekularen Subtypen der NSCLC.”?

Nicht kleinzellige Lungenkarzinome, insbesondere beim histopathologischen Subtyp
des Adenokarzinoms, weisen in ca. 3-5% der Falle eine solche EML4-ALK-
Translokation mit einhergehendem Fusionsgen auf. Diese Konstellation tritt besonders
haufig bei vergleichsweise jungen Patienten (medianes Erkrankungsalter ca. 52
Jahre”®) ohne bzw. mit nur geringer Raucheranamnese auf (70% Nichtraucheranteil
der Erkrankten’®). Dabei erkranken Manner haufiger an NSCLCs mit EML4-ALK
Translokation. Des Weiteren scheint diese Subgruppe der NSCLC durch aggressivere
Krankheitsverlaufe charakterisiert zu sein: In fast 90% der Falle liegt bei Erstdiagnose
eine Krebserkrankung im Stadium IV vor. Im Vergleich dazu stehen ALK-Wildtyp
Karzinome mit ca. 60% Erstdiagnose im Stadium [V.83.73.74

Histomorphologisch treten ALK-translozierte NSCLC besonders durch kribriforme
und/oder siegelringartige Zellstrukturen sowie ein solides Tumorwachstumsmuster in
Erscheinung.”®7®

2.2.2. Therapie des ALK-translozierten NSCLC

Sollte vor Beginn der Behandlung eine therapierbare ALK-Translokation im
Tumorgewebe des Patienten nachgewiesen werden, stehen aktuell die zielgerichteten
ALK-Inhibitoren Alectinib, Brigatinib, Ceritinib und Crizotinib fur die Erstlinientherapie
nach Leitlinie des NSCLC im Stadium IV zur Verfliigung.?4°

So werden diese ALK-Inhibitoren je nach Datum ihrer Zulassung, ihrer
Wirksamkeit/Funktion und ihrer Fahigkeit Therapieresistenzen zu uberwinden bzw. zu
verhindern, in mehrere Generationen eingeteilt. Manche dieser TKI finden in der
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aktuellen deutschen Leitlinie zur Behandlung des Lungenkarzinoms noch keine
Anwendung.4°

Zurzeit gilt in dieser Konstellation Alectinib, ein TKI der zweiten Generation, als
Therapeutikum der Wahl. Alectinib konnte im direkten Vergleich mit Crizotinib, einem
Erstgenerations-TKI, in zahlreichen Studien bessere Langzeitergebnisse hinsichtlich
der progressionsfreien Uberlebenszeit, eine erhdhte Ansprechrate auf die Therapie
sowie eine deutlich verbesserte Vertraglichkeit aufweisen.”677

ALK-Tyrosinkinase Inhibitoren der... Wirkstoffname und Jahr der EU-Zulassung

ersten Generation: Crizotinib, 2012 78

zweiten Generation: e Ceritinib, 2015 7°
e Alectinib, 2017 77:80
e Brigatinib, 2018

dritten Generation: e Lorlatinib, 2019 8283

Tabelle 2: Ubersicht der in der Européischen Union im Juli 2021 zugelassenen ALK-Tyrosinkinaseinhibitoren

Der Erstgenerations-ALK-TKI Crizotinib zeigte in einer Phase Il Studie eine deutliche
Uberlegenheit gegeniiber einer gangigen platinbasierten Chemotherapie im Rahmen
einer Erstlinientherapie bei Patienten, die sich ohne vorher behandelt worden zu sein,
im fortgeschrittenem Erkrankungsstadium befanden. Die spezifische Behandlung
ermdglichte hier nicht nur eine deutlich verlangerte progressionsfreie Uberlebenszeit,
sondern auch eine erhohte Ansprechrate auf die begonnene Therapie sowie eine
Reduktion der Krankheitssymptome mit einhergehend gesteigerter Lebensqualitat.”®
Patienten, die bereits eine platinbasierte Chemotherapie erhalten haben und unter
dieser Therapie einen Tumorprogress entwickeln, sollten ebenfalls fortfihrend mit
Crizotinib weiterbehandelt werden.*? Diese Patienten profitieren ebenfalls von einem
langeren PFS sowie ORR mit milderen Krankheitssymptomen und verbesserter
Lebensqualitat gegenlber platinbasierter Chemotherapie.®*

Neben besserer Wirksamkeit im zentralen Nervensystem konnten &hnliche
Studienergebnisse fur den Zweitgenerations-TKI Ceritinib, im Vergleich zu Crizotinib
beobachtet werden.”® Kommt es bei ALK-positiven Patienten zu einem

Krankheitsprogress oder Nichtansprechen auf die bereits begonnene Therapie mit
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einem Erstgenerations-TKI, bietet sich hier eine Fortsetzung der Behandlung mit
einem TKI der zweiten bzw. dritten Generation an.85-87
Aktuell befinden sich noch weitere ALK- und Multikinaseinhibitoren in der Entwicklung

bzw. werden in Phase I-Ill Studien auf inre Wirksamkeit gepruft.88-9°

2.2.3. Resistenzmechanismen unter zielgerichteter ALK-Therapie

Das anfangliche Therapieansprechen des betroffenen Patientenkollektiv auf die
zielgerichtete ALK-Inhibition ist sehr gut. Beispielsweise konnte der TKI Crizotinib in
seiner Phase Il Studie, im Vergleich zur Standardchemotherapie, Ansprechraten von
74% im Vergleich zu 45%, sowie eine Verlangerung des PFS um fast 4 Monate
erzielen.”®

Jedoch kann bei fast allen Betroffenen, mit einer Latenz von einigen Jahren, wahrend
der Therapie ein Fortschreiten der Erkrankung festgestellt werden. Dieses ist
vermutlich auch auf die Entwicklung sekundarer intrinsischer Mutationen, also vom
ALK-Rezeptor selbst abhangige Mutationen, sowie auf die Entstehung weiterer
extrinsischer, vom ALK-Rezeptor unabhangiger Mutationen, zurickzufuhren. Ziel der
eigentlichen zielgerichteten Therapie ist es, die uberschielende Kinaseakitivitat des
ALK-Rezeptors und die damit verbundene maligne Zellproliferation zu verhindern.
Sekundare Mutationen sorgen im Allgemeinen dafur, dass diese Hemmung

unterbleibt, obwohl ein theoretisch passender TKI therapeutisch genutzt wird.®"

2.2.31. ALK-abhangige Resistenzmechanismen

Ein moglicher Resistenzmechanismus ist die sterische Umstrukturierung des ALK-
Rezeptors selbst z.B. auf Basis einer entstandenen Substitutionsmutation. Erfolgt die
Substitution einer Aminosaure wie bei den bekannten ALK-Gatekeeper-Mutationen
ALK-L1196M und ALK-G1202R, kbnnen TKI der ersten Generation nicht mehr an den
ALK-Rezeptor binden oder deren Bindungsaffinitat wird durch die Mutation stark
herabgesetzt. Auf diese Weise verliert Crizotinib beispielsweise aufgrund einer
G1269A Substitutionsmutation des ALK-Gens, seine Bindungsfahigkeit an den ALK-
Rezeptor.92-% Weitere Punktmutationen wie C1156Y, L1152R und 11151Tins am N-
terminus sowie die Mutationen F1174C/L/V am C-Terminus des ALK-Proteins fuhren
zu einer erhohten Affinitat des ALK-Rezeptors gegenuber ATP. Der bereits
uberstimulierte Rezeptor erfahrt so durch die erhohte Sensitivitat gegenuber ATP eine

weiter verstarkte Aktivierung.92.94.95
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Solche Mutationen mit Einfluss auf die Rezeptorstruktur treten insbesondere bei der
Therapie mit Erst- und Zweitgenerations-TKI auf.%®

Zusatzlich sorgt eine Amplifikation des ALK-Gens, also die numerische
Vervielfaltigung des genannten Genabschnitts, bei ca. 7 % der behandelten Patienten
fur einen Progress unter Therapie mit TKI der ersten Generation. Insgesamt treten
diese ALK-Amplifikation jedoch deutlich seltener auf als die bereits 0.g. erwahnten
Mutationsarten. Aulderdem scheinen Amplifikationen als Resistenzmechanismus
wahrend der Behandlung TKI hoherer Generationen noch keine Rolle zu spielen.%*%
Zusammenfassend bedingen ALK-abhangige Mutationen ca. 30% aller Resistenzen
gegen Erstgenerations-TKI wie Crizotinib und treten primar bei dieser TKI-Generation
auf. Drittgenerations-TKI wie Lorlatinib wurden speziell entwickelt, um manche der
genannten Mutationen (z.B. G1202R) zu uberwinden und bieten so eine
Therapiemoglichkeit bei Therapieversagen.®?-%

2.2.3.2. ALK-unabhangige Resistenzmechanismen

Den ALK-abhangigen Mutationen stehen ALK-unabhangige bzw. sog. Off-target
Mutationen gegenuber. Deren Wirkungsweise besteht vornehmlich in der Umgehung
der Aktivierung des ALK-Rezeptors Uber alternative Signalwege. Diese sog. Bypass-
Mechanismen fungieren etwa Uber eine Fehlregulation der Feedbackmechanismen
oder uber die zusatzliche autokrine Aktivierung des ALK-Rezeptors. Das Entstehen
solcher ALK-unabhangiger Resistenzmechanismen fuhrt zu einer Anregung diverser
Signalwege mit dem Ziel, die Zellproliferation und das Zelluberleben der betroffenen
malignen, transformierten Zellen zu sichern.9297-99

Eine EGFR Uberstimulation konnte als einer der ersten Bypass-Mechanismen bei der
Therapie mit Erstgenerations-TKI resistenten ALK positiven NSCLC nachgewiesen
werden. Die vermehrte, mutationsunabhangige Phosphorylierung des EGFR fuhrt
auch in diesem Fall zu einer verstarkten Aktivierung nachgeschalteter Signalwege mit
enthemmendem Einfluss auf Zellproliferation und Zellliberleben.%8-%°

MET (Mesenchymal Epithial Transition Protoonkogen) -Amplifkationen sind schon seit
langerem als Resistenzmechanismen in EGFR-mutierten NSCLC bekannt. Ihre Rolle
bei ALK-positiven NSCLC wurde zunachst unterschatzt, da mit dem Erstgenerations-
TKI Crizotinib nicht nur der ALK-Rezeptor, sondern auch durch die Multikinaseaktivitat
auch der MET-Rezeptor erfolgreich blockiert wurde. Durch die fehlende MET-
hemmende Wirkung neuerer ALK-TKI Generationen konnte in einem Fall, trotz eines
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nachgewiesenen ALK und EGFR Wildtyps, eine MET-Amplifikation mit simultaner
Resistenz gegenlber dieser ALK-TKI nachgewiesen werden.®7:100

Im Rahmen einer NGS-Studie zeigten sich im Anschluss an eine Behandlung mit
Zweitgenerations-TKI| zahlreiche Mutationen in weiteren Genen wie TP53, DDR2,
BRAF, FGFR2, MET, NRAS und PIK3CA-Genen. Deren Rolle im Rahmen von ALK-
unabhangigen Resistenzmechanismen ist bis dato jedoch nicht ausfiihrlich geklart.%
Ein weiterer wichtiger Mechanismus in der Entwicklung ALK unabhangiger
Resistenzen gegen die verwendete Therapie ist die sog. Epithelial-mesenchymale
Transition (EMT). Durch EMT verlieren Tumorzellen ihre epithelialen Charakteristika
wie Zellpolaritat, Zell-Zellkontaktstrukturen wie Tight- und Gap-Junctions sowie die
Expression von E-Cadherinen auf ihrer Zelloberflache. Die Tumorzellen nehmen somit
einen mesenchymalen Phanotyp an. Insbesondere der Verlust der E-Cadherine und
die Ausbildung von mesenchymalen Markern wie Vimentin und N-Cadherin
ermoglichen den transformierten Zellen, ihre Zellverbande durch enthemmte
Zellmotilitat zu verlassen und resultiert somit in verstarkter Metastasierung.'!

In weiteren Fallen konnte die Entwicklung einer sog. Effluxpumpe durch die
Tumorzellen festgestellt werden. Eine erhohte Expression der sog. P-glycoprotein (P-
gp) Effluxpumpe sorgt dabei fur eine ATP-abhangige Ausschleusung der verwendeten
Therapeutika aus den Tumorzellen in den Extrazellularraum und verhindert somit z.B.
die Wirkung des Erstgenerations-TKI Crizotinib.%2

Die genannten sowie weitere Resistenzmechanismen treten nicht nur als singulare
Veranderungen des Genoms auf, sondern auch in Form von polyklonalen genetischen
Veranderungen. Es handelt sich bei diesen Resistenzen gegen die verwendeten
Therapeutika um komplexe Konstellationen, welche in verschiedener Form kombiniert
oder mit zeitlicher Latenz im Verlauf oder bereits vor Beginn der gezielten Therapie mit

TKI entstehen bzw. bestehen.%4103
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ALK-abhangige Resistenzmechanismen:

o Sekundare Mutationen der ALK-Tyrosinkinase Domane

o) ALK-Gatekeepermutationen mit Verringerung der TKI-Affinitat
o ALK-Gatekeepermutationen mit Verhinderung der TKI-Bindung
o Punktmutationen mit Erhéhung der ATP-Sensitivitat

. ALK-Amplifikation

ALK-unabhidngige Resistenzmechanismen:

. Aktivierung von alternativen Signalwegen

o EGFR-Uberstimulation

o MET-Amplifikation

o Mutationen in div. anderen Genen TP53, DDR2, BRAF, FGFR2 etc.
. Epitheliale-mesenchymale Transition

Effluxpumpe zur Ausschleusung bestimmter TKI

Tabelle 3: Ubersicht iiber ausgewéhite ALK-abhéngige und unabhéngige Resistenzmechanismen

2.3. Die Telomere, Telomerase und TERT

2.3.1. Telomere

Bei der DNA-Replikation ergibt sich auf Grund des Replikationsablaufs ein die
Zellteilung und damit die Lebensspanne einer jeden gesunden Zelle limitierender
Mechanismus. Nach Termination jeder Replikation verkurzen sich die
Chromosomenenden um ca. 50 bis 200 Basenpaare. Durch die fehlende 3'OH-Gruppe
an der ehemaligen Position des Primers konnen durch die DNA-Polymerase keine
weiteren Nucleotide an den DNA-Strang angehangt werden. Um dem stetigen Verlust
an Basenpaaren entgegenzuwirken sowie zum Schutz vor vorzeitiger Zellalterung,
genomischer Instabilitat und Degradation der DNA besitzen alle Chromosomen an
ihren Enden die sog. Telomere: DNA-Abschnitte welche aus repetitiven, nicht
kodierenden Basenabfolgen bestehen. Diese sog. tandem-repeats. setzen sich aus
hundert- bis tausendfachen Wiederholungen der Nucleotidabfolge 5-TTAGGG-3*
zusammen. So kann bei jeder Replikation ein Teil der Basenpaare verloren gehen,

ohne dass kodierende Genabschnitte betroffen sind und die 0.g. Prozesse eintreten.
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Somatische Zellen erreichen so in Zellkulturen eine Lebensspanne von ca. 50-60
Replikationszyklen bevor ihre Apoptose eingeleitet wird.04.105

2.3.2. Telomerase und TERT

Die Telomere werden durch die Telomerase synthetisiert. Dabei handelt es sich um
eine hochspezialisierte Reverse Transkriptase, die aus mehreren Untereinheiten
besteht: Einem RNA-Abschnitt bestehend aus ca. 150 Basenpaaren welcher
Bestandteil des Enzyms ist und als RNA-Matrize dient (TERC), sowie der eigentlichen
katalytischen Untereinheit Telomerase reverse transcripase (TERT). Der fur TERT
kodierende Genlocus liegt auf dem kleinen Arm des funften Chromosoms (5p15-33)
und ist im Gesunden nur als einfache Genkopie vorhanden. Beide Komponenten
zusammen bilden als Ribonukleoprotein den menschlichen Telomerase-

Komplex. 105106

GGGTTAGGGTTAGGGTTA®
CCCAATs

Telomerase bindet Uber endogene
RNA an das verkirzte Ende

GGGTTAGGGTTAGGGTTA®
CCCAATs CAAUCCCAAU,

Telomerase verlangert die DNA
mit ihrer RNA als Matritze

5
GGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTA
CCCAATx 3,CAAUCCCAAUS:

1. Telomerase wiederholt diesen Vorgang
2. fullt von 5° in 3* Richtung auf

3
GGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTA
CCCAAT €= Primer

Abbildung 10: Schematische Darstellung der Telomerasefunktion
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In somatischen Zellen ist die TERT-Expression und damit die Funktion des Enzyms
epigenetisch unterdrickt. Eine kontinuierliche Zellteilung fuhrt in nicht maligne-
transformierten Zellen somit zu einer fortschreitenden Verkurzung der Telomerlange.
Erreicht diese eine kritische Grenze, wird durch DNA-Kontroll- und
Reparaturmechanismen die Zelle in einen permanenten Zustand der Zellruhe versetzt,
auch Zellseneszenz genannt, oder eine kontrollierte Apoptose eingeleitet. Die
Limitierung der Zellteilungszahl und die damit einhergehende Begrenzung der
Lebensspanne der Zellen bietet somit einen moglichen Schutz vor dem Risiko
maligner  Transformation, welches sich mit jedem abgeschlossenem
Replikationszyklus erhoht. Stammzellen sowie Keimbahnzellen besitzen dahingegen
eine fortbestehende Telomerase-Aktivitat.'07:108

2.3.3. TERT- und Telomerasefunktion in Tumorerkrankungen

In bis zu 90% aller Tumorentitaten kann eine TERT-Reaktivierung, beispielsweise
durch Promotormutationen, festgestellt werden. Insbesondere bei Glioblastomen,
Melanomen und Urothelkarzinomen konnen sehr hohe Anteile dieser Reaktivierungen
festgestellt werden.'”” Durch erhohte Zellteilungsraten sind gerade Krebszellen in
kurzester Zeit von verkleinerten Telomeren betroffen. Die haufig damit einhergehende
genomische Instabilitdt durch die fehlende protektive Wirkung der Telomere flhrt in
zahlreichen Tumorarten zur Wiederherstellung der TERT-Funktion und somit zur
Verlangerung der Telomere selbst. Davon betroffene Krebszellen entwickeln so die
Fahigkeit zur numerisch unlimitierten Replikation und erreichen damit trotz grofRRer
Mutationslast eine verstérkte Proliferation.'0%.110

Neben der eigentlichen Funktion der Telomerverlangerung besitzt TERT noch
zahlreiche weitere Funktionen, die sie fur Tumorzellen essentiell macht. Zu diesen
zahlt die Einflussnahme auf die Mitochondrienfunktion, die Gentranskription und
Expression sowie der DNA-Reparatur. Primar tragen sie zur Krebsentstehung und zum
Progress der Tumorerkrankung bei."?’

Genetische Veranderung in der TERT-Domane existieren in Form von verschiedenen
Subtypen. Wie bereits erwahnt treten TERT-Promotormutationen je nach Krebsart mit
unterschiedlicher Pravalenz (von weniger als 10% bei Lungenkarzinomen bis zu ca.
90% in Melanomen) auf.’'" Neben diesen Promotermutationen spielen auRerdem
TERT-Gen Rearrangements sowie Amplifikationen eine wichtige Rolle. Vermeintliches
Ziel all dieser Mechanismen ist es, die Telomerase zu aktivieren bzw. deren Aktivitat
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zu erhohen und somit maligne Transformation und zellulare Unsterblichkeit durch
Telomerstabilisation zu sichern. Dabei sollte man den betroffenen Zellen jedoch kein
intentionelles Handeln zusprechen, sondern dies als Prozess betrachten der
insbesondere vom Zufall gepragt ist.107.111

Mit besonderem Blick auf Amplifikationen des TERT-Gens konnte durch High-
Sequenzierungsstudien gezeigt werden, dass in 31 unterschiedlichen Tumorarten ca.
4% aller Lungenkarzinome eine TERT-Amplifikation besitzen.12

Die Expression und damit die Funktion von TERT scheint auf dem Prinzip der sog.
Gene-Dosage, also der tatsachlichen Anzahl von Genkopien eines bestimmten Gens
im Genom, zu beruhen. Folglich erzeugen Amplifikation des Gens vermutlich auch
eine erhohte Telomerase-Aktivitat in malignen Zellen.'2.113

In zahlreichen Studien mit Blick auf verschiedene Tumorentitaten, insbesondere beim
Neuroblastom, wurde verdeutlicht, dass eine erhohte TERT-Expression mit einem
auffallend schlechtem Krankheitsverlauf mit Blick auf die Uberlebenszeit des
Patientenkollektivs einhergeht (40% PFS nach 7 Jahren bei TERT-Alterationen
gegenuber fast 100% PFS Uber 15 Jahre bei Hochrisikoerkrankung ohne
Alterationen).* Zusatzlich scheinen Krebserkrankungen, bei denen eine Alteration im
TERT-Gen  festgestellt ~werden kann, mit besonders  aggressiveren

Krankheitsverlaufen assoziiert zu sein.'4-116

3. Publikation

Die folgende Publikation wurde am 18. September 2020 im Rahmen einer geteilten
Erstautorenschaft mit Fr. Dr. rer. nat. Christina Alidousty im Journal Histopathology
erstveroffentlicht.
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Prevalence and potential biological role of TERT amplifications in ALK translocated

adenocarcinoma of the lung

Aims: The advent of specific ALK-targeting drugs
has radically changed the outcome of patients with
ALK translocated non-small-cell lung cancer
(NSCLC). However, emerging resistance to treatment
with ALK inhibitors in these patients remains a
major concern. In previous studies, we analysed two
ALK+  patient cohorts (TP53  wild-type/TP53
mutated) in terms of copy number alterations. All
patients belonging to the TP53 wild-type group had
mainly genetically stable genomes, with one excep-
tion showing chromosomal instability and amplifica-
tions of several gene loci, including TERT. Here, we
aimed to determine the prevalence of TERT amplifi-
cations in these ALK+ lung cancer patients by ana-
lysing an independent cohort of 109 ALK
translocated cases. We further analysed the copy

Keywords: ALK, cancer, lung, TERT

numbers of numerous cancer-relevant genes and
other genetic aberrations.

Methods and results: The prevalence of TERT amplifi-
cations was determined by means of FISH analyses.
Copy numbers of 87 cancer-relevant genes were deter-
mined by NanoString nCounter® technology, Founda-
tionOne® and lung-specific NGS panels in some of
these TERT-amplified samples, and clinical data on
patients with TERT-amplified tumours were collected.
Our data revealed that five (4.6%) of all 109 analysed
ALK+ patients harboured amplification of TERT and
that these patients had genetically unstable genomes.
Conclusions: QOur preliminary study shows that ALK+
adenocarcinomas should be evaluated in the context of
their genomic background in order to more clearly under-
stand and predict patients’ individual course of disease.
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Pathology, University Hospital Cologne, Kerpener StralRe 62,
50937 Cologne, Germany. e-mail: anne.schultheis@uk-koeln.de
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Introduction

Lung cancer is the leading cause of cancer-related
mortality worldwide.® Approximately 85% of the
cases belong to the group collectively known as non-

This is an open access article under the terms of the Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs License, which permits use and
distribution in any medium, provided the original work is properly cited, the use is non-commercial and no modifications or adaptations are made.
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small-cell lung cancer (NSCLC).? One distinct molecu-
lar subtype of NSCLC is defined by rearrangement of
the ALK (anaplastic lymphoma kinase) gene, leading
to a subsequent constitutive activation of the kinase
and thereby driving cell proliferation and malignant
growth.® Despite the development of potent ALK inhi-
bitors, patients’ responses remain limited in time,
with resistance commonly occurring within 4-
S years after first treatment.

Historically, ALK alterations have been presumed
to be independent, mutually exclusive events. Qur
group recently reassessed 201 ALK+ cases and found
that 23.8% of ALK+ patients harboured an additional
TP53 mutation prior to therapy® and that these cases
showed genetic instability compared to ALK+/TP53"7*
patients.® Interestingly, in both patient cohorts, we
found one TERT amplified case, each showing partic-
ular genomic instability. In contrast to the TP53
mutated group, where gene amplifications are
expected due to loss of genomic protection by the p53
protein,® the TERT amplification in the TP53 wild-
type (WT) group was surprising, and alerted special
attention.

Telomerase reverse transcriptase (TERT) is the cat-
alytic subunit of the enzyme telomerase that forms,
together with the telomerase RNA component
(TERC), the human telomerase complex. TERT cataly-
ses the addition of nucleotides to the ends of telom-
eres,” preventing the degradation of the chromosomal
ends. This enables cells (that otherwise would
undergo apoptosis) to continuously replicate their
DNA and proliferate, leading to immortality.

In somatic cells, the expression of TERT is epigenet-
ically silenced® and consequently the transcriptase is
not expressed. In highly proliferating cancer cells,
continuous shortening of telomeres can lead to signif-
icant genomic instability.” Within tumour formation,
telomere function can be reconstituted, leading to
addition of telomeric repeats by the enzyme and
enhanced replication, proliferation and immortality in
these heavily rearranged cells.*®

Given the finding that our ALK-rearranged patients
with TERT amplification showed significant genomic
instability, we aimed to assess the prevalence of TERT
amplifications among ALK+ patients. Further, we
investigated if TERT amplifications in ALK-rearranged
lung tumours are always associated with significant
genomic instability and worse clinical outcome.

Here, we analysed a total subset of 109 ALK+
patients by TERT-fluorescence in-situ hybridisation
(FISH) and further determined the gene copy num-
bers of 87 cancer genes in TERT-positive cases by
means of NanoString nCounter® technology. In

Prevalence of TERT amplifications in ALK+ NSCLC 579

addition, we investigated the mutational load and
mutational profile of two cases using the Founda-
tionOne® platform.

Materials and methods

CASE SELECTION, PATIENT INFORMATION AND
HISTOPATHOLOGICAL CLASSIFICATION

Tumour tissue was fixed in buffered formalin and
embedded in paraffin blocks (FFPE). All primary diag-
noses were reviewed by two experienced pathologists
(AM.S., R.B.). Morphological features, e.g. predomi-
nant growth pattern, size of cells and nuclei, nucleus/
cytoplasm ratio and chromatin structure, as well as
mitotic activity, were evaluated on haematoxylin and
eosin (H&E)-stained slides. To confirm the diagnosis
and to exclude squamous cell carcinoma of the lung
or neuroendocrine differentiation, ancillary immuno-
histochemical staining was performed as established
for our accredited routine staining platform (antibod-
ies and staining details are given in Table S1), e.g.
cytokeratins (CK5/6, CK7, p40), synaptophysin and
thyroid transcription factor 1 (TTF1), and further, for
all cases, ALK protein expression was evaluated; if
any positivity was seen ALK translocation was con-
firmed using FISH, as described below. ALK IHC was
performed on FFPE samples. Briefly, the staining was
performed with the BOND-MAX automated immuno-
histochemistry slide staining system (Leica, Wetzlar,
Germany). The following antibody and conditions
were applied: anti-human ALK mouse monoclonal
primary antibody, clone: 1A4, Zytomed, Berlin, Ger-
many; FFPE retrieving conditions: 5 min in ethylene-
diamine tetraacetic acid (EDTA) Bond Epitope
Retrieval Solution 2, pH 9; dilution: 1:100; incuba-
tion: 20 min, 100°C, 12 min 37°C (Table S1).
Tumour diagnoses were made in accordance with the
current World Health Organisation classification sys-
tem.™*

One hundred and nine patients with ALK-translo-
cated adenocarcinomas of the lung with sufficient
material available after routine diagnostics were
selected and screened for TERT amplification by FISH.

Clinical follow-up data were provided by the Net-
work Genomic Medicine database that covers molecu-
lar diagnostics and basic demographic and clinical
data. Patients’ characteristics of all analysed samples,
FISH results, specimen type and other identified
molecular alterations are given in Table S2.

The study was conducted in accordance with the
local ethical guidelines and was reviewed and
approved by the institutional ethics committee.

© 2020 The Authors. Histopathology published by John Wiley & Sons Ltd, Histopathology, 78, 578-585.
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DNA EXTRACTION

All tumour samples were formalin-fixed and paraffin-
embedded according to local practice. Three to nine
10-pm-thick sections were cut from FFPE tissue
blocks. Tumour areas were macrodissected from
unstained slides using a marked H&E-stained slide as
reference. After deparaffinisation, the DNA was iso-
lated with the Maxwell® 16 FFPE Plus Tissue LEV
DNA Purification Kit (Promega, Mannheim, Ger-
many) on the Maxwell® 16 (Promega, Walldorf, Ger-
many), following the manufacturer’s instructions.

TARGETED MASSIVELY PARALLEL SEQUENCING

Next-generation sequencing (NGS) was performed with
98 of 109 ALK+ samples with sufficient material avail-
able. For NGS, the DNA content was measured using a
quantitative real-time polymerase chain reaction
(gPCR) kit (GoTaq qPCR Master Mix; Promega). Multi-
plex PCR-based parallel sequencing was performed on
all FFPE samples. Isolated DNA was amplified with a
customised GeneRead DNAseq Targeted Panel V2 (Qia-
gen, Hilden, Germany) and the GeneRead DNAseq
Panel PCR Kit V2 (Qiagen) or an Ion AmpliSeq Custom
DNA panel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) and the Ion AmpliSeq Library Kit version 2.0
(Thermo Fisher Scientific) following the manufac-
turer’s instructions. Gene panels are listed in Table S3.

Libraries were constructed using the Gene Read
DNA Library I Core Kit and the Gene Read DNA I
Amp Kit (Qiagen). After end-repair and adenylation,
NEXTflex DNA barcodes were ligated (Bio Scientific,
Austin, TX, USA). Barcoded libraries were amplified;
final library products were quantified, diluted and
pooled in equal amounts. Finally, 12 pm of the con-
structed libraries were sequenced on the MiSeq (Illu-
mina, San Diego, CA, USA) with a MiSeq reagent kit
V2 (300-cycles) (Illumina), following the manufac-
turer’'s recommendations.

Data were exported as FASTQ files. Alignment and
annotation was performed using a modified version of
a previously described method.’? BAM files were visu-
alised in the Integrative Genomics Viewer (http://
www.broadinstitute.org/igv/; Cambridge, MA, USA).
A 5% cut-off for variant calls was used and results
were only interpreted if the coverage was >x 200.

FISH ANALYSIS

Only cases with previous positive ALK IHC staining
underwent further FISH analyses to avoid false posi-
tive FISH results.

FISH analyses were performed in all 109 samples,
as previously described,*® with a few modifications:
2 pm tissue sections were mounted on silanised slides
and hybridised overnight with the respective probes,
according to the manufacturer’s instructions (ZytoVi-
sion, Bremerhaven, Germany). For ALK-FISH analysis
the ZytoLight® SPEC ALK/EML4 TriCheck™ (ZytoVi-
sion, Bremerhaven, Germany) probe was used. One
hundred tumour cell nuclei were counted per case,
and break-apart or extra red signals were classified as
aberrant signal. A cut-off value of 15% aberrant sig-
nals was used to validate the ALK translocation,™* as
described previously.51¢

For TERT-FISH analyses, hybridisation was per-
formed with ZytoLight® SPEC TERT/5g31 Dual Color
Probe (ZytoVision). For TERT amplification, a ratio of
two or more TERT/5g31 or an average of five or
more TERT signals per cell according to Zhang
et al.,'” was used to define a case as ‘amplified’.

NANOSTRING NCOUNTER®ASSAY

Copy number alterations were analysed in four of five
TERT amplified samples (TERT*™1, TERT"™3, TER-
T"%4 and TERT"™5) using the NanoString nCoun-
ter® platform (NanoString Technologies, Seattle, WA,
USA).

For detection of copy number variation (CNV),
nCounter CNV CodeSets were used with 300-600 ng
of genomic DNA extracted as described above. DNA
purity was measured by NanoDropTM 2000c spec-
trophotometer and only DNA samples with an A260/
280 ratio of the absorbance between 1.7 and 1.9
(indicating optimal purity of DNA) were used for fur-
ther studies.

DNA was fragmented into small pieces [approxi-
mately 500 base pairs (bp)] via Alul digestion (37°C
for 1 h) and subsequently denatured to produce single
strands (95°C for 5 min). Fragmented DNA was hybri-
dised with the CodeSet of 87 genes in the nCounter
version 2 Cancer CN Assay Kit (NanoString Technolo-
gies, Seattle, WA, USA) for 16 h at 65°C and processed
according to the manufacturer’s instructions.

The nCounter Digital Analyser counted and tabu-
lated the signals of reporter probes. The data were
normalised to the invariant control probes and to
positive and negative controls in each hybridisation
reaction. Finally, data analysis was performed using
nSolver™ analysis software version 3.0. Copy number
was determined by averaging over three probes per
region.

Each assay contained six positive dsDNA control
probes, eight negative control probes and 54
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invariant genomic control probes (INVs) designed for
autosomal genomic regions predicted not to contain
common CNVs.

COPY NUMBER PLOTS

The read count data obtained from the NanoString®
analyses was plotted using the ggPlot2 package ver-
sion 2.2.1'® for r version 3.4.0,19 expanded with the
ggthemes package version 3.4.0.%° Data processing
was accomplished using the plyr version 1.8.4,%!
dplyr version 0.7.0,% reshape2 version 1.4.2%* and
stringr version 1.2.0°* packages. For each sample,
the counts were plotted according to their position in
the genome and their magnitude. Both axes are lin-
early scaled and equal for all faceted plots.

FOUNDATIONONE®

Two TERT amplified cases (TERT*™3 and TERT"""4)
with sufficient remaining tissue were sequenced with
deep coverage across all coding exons from 315 can-
cer-related genes using the commercially available
Clinical Laboratory Improvement Amendments
(CLIA)-approved FoundationOne® assay. Base substi-
tutions, short insertions, deletions, copy number
changes, gene fusions and rearrangements were
assessed in a manner akin to previous reports.25

Results

Using FISH, we found that 4.6% (five of 109) of the
ALK+ adenocarcinomas of the lung showed amplifica-
tion of TERT (Table S2). A representative case show-
ing histology, ALK rearrangement and TERT
amplification is depicted in Figure 1.

To validate our findings and further investigate if
TERT amplifications in ALK+ tumours cause genetic
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instability, we analysed four TERT"™/ALK+ cases
with sufficient remaining DNA regarding changes in
copy number of 87 cancer-relevant genes with Nano-
String nCounter® technology. As shown in Figure 2
and Tables S2 and S4, our results confirmed TERT
amplification: patient TERT*™1 had five, patient TER-
T3 and TERT™’5 had four and patient TERT"""4
had 16 copies of TERT. Further, we found that these
samples displayed strikingly unstable chromosomal
genomic profiles in terms of copy number alterations,
harbouring recurrent gains, losses and amplifications
of cancer-related genes, such as CCNDI1, MAP3KS5,
PARK2, TP53 and NKX2-8 (as comprehensively
shown in Table S4). In contrast, we have shown in
previous studies that ALK+/TP53"" samples with
two copies of TERT display mainly chromosomally
stable genomic profiles in terms of copy number alter-
ations.’

We additionally performed comprehensive muta-
tional analyses using the FoundationOne® platform,
an NGS-based device that detects genetic mutations,
copy number alterations of 324 genes as well as
genetic rearrangements. Sufficient primary tissue was
only available in two of the five TERT"™/ALK+
patients (cases TERT"™3 and TERT""4). Tables S5
and S6 show the results of the analysis. Both the
NanoString® and the FoundationOne® analysis
revealed chromosomal instability of the patient’s gen-
ome, with numerous genes amplified. In contrast, as
expected, the number of mutations (two mutations/
megabase) was very low [Table S6, TBM (tumour
mutation burden)], and we could not detect any
other mutation by FoundationOne® or by running
our lung-specific NGS panels (Tables S3, S5 and S6).

To evaluate if TERT amplified adenocarcinomas dis-
played a specific histological subtype, we performed a
detailed morphological assessment for all TERT ampli-
fied cases included in the study and all other cases

Figure 1. Representative pictures of ALK+ lung-adenocarcinoma-tumour tissue (patient case TERT*1). Haematoxylin and eosin (H&E)-
stained tumour (left) and fluorescence in-situ hybridisation (FISH) analysis (middle and right) showing ALK rearrangement (middle) and
TERT amplification (right).
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Figure 2. TERT amplification is associated with genomic instability in ALK+ tumours of the lung. Copy number plots of four ALK+ samples
from patients with TERT amplification; 200-600 ng DNA were used to determine the copy numbers of 87 genes by means of NanoString
nCounter® technology. Absolute copy numbers (y-axis) for each gene are plotted according to their chromosomal location (x-axis).

with well-preserved morphology (data not shown).
Two of the TERT amplified cases showed papillary
features and three displayed a predominant solid
growth pattern with significant nuclear atypia allow-
ing the classification as a grade 3 adenocarcinoma of
the lung. No other particular morphological features
were noted. We further compared the grades between
TERTY" and TERT™™ tumours by performing a >
test with our currently available data. The P-value of
grade comparison was P =0.59844, and conse-
quently TERT"T and TERT™™ did not show significant
differences regarding their grades. Of note, the num-
ber of TERT*™ tumours was very low, making com-
prehensive analyses extremely difficult. Larger
cohorts are needed to address this issue in the future.

In order to gain insights into the biological beha-
viour or TERT"™/ALK+ tumours, we requested the
clinical history of the patients. As the number of
patients is very limited, no statistical analyses could
be performed. However, all patients initially showed a
good response to treatment, but progressed under
ALK-inhibitor treatment within 1 year after the start
of therapy. Interestingly, one patient (TERT*™1) had
received the following ALK inhibitors subsequently:
crizotinib, alectinib, ceritinib, alectinib once again,
lorlatinib and finally brigatinib, and had progressed
under each different treatment option within 1 year
of treatment initiation.

Discussion

Drug resistance remains a major cause of therapeutic
failure in ALK+ NSCLC patients. Despite the increas-
ing knowledge and understanding of the molecular

mechanisms driving resistance, why some patients
relapse faster than others is not fully understood.

Our group reported that 23.8% of ALK+ patients
harboured a TP53 mutation prior to therapy and that
these patients showed poorer survival as well as
unstable genomes.*® Similar findings were recently
reported by Liu et al, showing that TP53 was
mutated in 24% of their analysed ALK-positive
NSCLC cohort.?® Further, Christopoulos et al. reported
that co-occurring TP53 mutations are a strong indi-
cator of poor prognosis in ALK+ lung cancer
patients.?” Interestingly, two cases within our anal-
ysed cohort (one with a TP53 mutation and one with
WT TP53), both displaying significant genomic insta-
bility, harboured additional TERT amplifications.
Therefore, we analysed an independent cohort of 109
ALK+ NSCLC cases in order to determine the preva-
lence of TERT amplifications in ALK translocated ade-
nocarcinomas of the lung, and examined whether
these tumours display particular genomic and mor-
phological features or clinical presentation. We have
shown that 4.6% of patients with ALK-translocated
adenocarcinomas harbour additional TERT amplifica-
tion, have significantly unstable genomes, and show
a trend towards poorly differentiated carcinomas as
well as comparably fast relapse under treatment.

Amplifications of oncogenes occur frequently in
cancer. The TERT amplification in human cancer was
first identified in 2000.'7*® A recent study by Barthel
et al., in which telomere length, TERT expression and
related genomic alterations in a large TCGA cohort
including 6835 patients and 31 cancer types were
analysed, revealed that TERT promoter mutations,
and focal TERT amplification/rearrangements were
associated with enhanced TERT expression and
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telomerase activity in tumours.?’ TERT-related alter-
ations have been evaluated as prognostic factors in
cancer in several clinical studies. In numerous cancer
types, high TERT expression was associated with poor
patient outcome.?*>! It was reported that neuroblas-
toma, a tumour type that can also be driven by ALK-
alterations,®* without detectable TERT mRNA fre-
quently undergoes spontaneous regression.>> In con-
trast, TERT expression, gene amplification or
rearrangements lead to aggressive disease and shorter
survival in patients.3¥3¢

Chiba et al. recently showed that TERT promoter
mutations promote tumorigenesis by causing immor-
talisation and genomic instability in human embry-
onic stem cell-derived fibroblasts.>”

Mechanistically, it was shown that mutations first
up-regulate TERT expression to promote immortalisa-
tion by stabilising critically short telomeres which, in
turn, cause genomic instability in the cells. By analogy
to mechanisms in tumours with TERT promoter muta-
tions, we assume that the extraordinary genomic insta-
bility in the four patients analysed with Nanostring
nCounter® technology may be explained by telomere
dysfunction followed by TERT reconstitution caused by
the amplification of the corresponding gene. Strikingly,
three of four cases (TERT*¥1, TERT*"¥3 and TER-
T*%4) with TERT amplification and enough material
for Nanostring® analyses had additional mutations/
gains or losses in TP53 and/or Rb1/MDM?2 (Table S4).
It should be noted that our lung-specific NGS panel
captures only the most frequent, but not all, TP53
mutations. Therefore, an existing TP53 mutation can-
not be completely excluded in patient TERT*™S. It can
be hypothesised that early development of mutations of
the above-mentioned genes increase the proliferation
rate of the tumour cells, leading to telomere shortening
and ‘cellular crises’ such as ‘chromothripsis’, as telom-
ere protection cannot be maintained. By amplification
of TERT, telomeres lengthen and genetically unstable
cells become immortal.

As mentioned previously, focal TERT amplifications
were associated with overexpression in lung adeno-
carcinoma and other cancer types by several
groups.??3%

Several recent studies indicate that the process of
chromothripsis, defined by massive genomic rearrange-
ments and complex patterns of alternating copy num-
ber changes that are often generated in a single
catastrophic event,?’gJLZ strongly correlates with more
aggressive tumours and poor prognosis in various
types of cancer,*>*® and can potentially be used as a
prognostic or predictive biomarker for patient outcome.
However, in our study it remains difficult to define the
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impact of TERT amplification on treatment response
due to limited patient numbers, and future larger stud-
ies are necessary to confirm our preliminary findings.

Our study has some major limitations. The total
number of patients with concurrent ALK translocation
and TERT amplification is small and tissue for subse-
quent analyses is limited, as most patients present with
advanced stage disease and all therapeutically relevant
analyses have to be performed prior to additional
experimental analyses. Therefore, we were unable to
perform all methodologies on each sample. Further,
our lung-specific NGS panels comprise only 15-17
genes, limiting the detection of mutations in cancer-
relevant genes. Larger panels would be needed for
more comprehensive studies in the future. Also, mea-
surement of the TERT expression within these tumours
is impossible, as higher amounts of tissue would be
needed. Larger studies, including expression analyses
and functional data, need to be conducted in order to
confirm our preliminary, hypothesis-generating study.

Here, we show that TERT amplifications occur in a
subset of ALK+ cases and that these cases show sig-
nificant levels of genomic instability. Despite initial
response, these tumours seem to be prone to fast
development of resistance to ALK inhibitors.

Our preliminary data further support our initial
hypothesis that ALK translocated carcinomas of the
lung are a heterogeneous group of tumours,® and we
encourage investigators and clinicians to evaluate
ALK+ adenocarcinomas in the context of their geno-
mic background in order to more clearly understand
and predict the course of disease in individual
patients.
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4. Diskussion

Arzneimittelresistenzen wahrend der Behandlung von ALK-translozierten NSCLC-
Patienten stellen weiterhin einen der Hauptgriunde fur ein Therapieversagen dar.
Unabhangig von dem wachsenden Wissen und Verstandnis der molekularen
Mechanismen, die zu einer solchen Resistenz fuhren, ist bis heute immer noch nicht
ersichtlich, warum manche Patienten fruher einen Krankheitsruckfall erleiden als
andere.

Unsere Arbeitsgruppe konnte mit ihrer bisherigen Forschungsarbeit nachweisen, dass
23,8% der ALK-translozierten Patienten eine TP53-Mutation vor Therapiebeginn
aufweisen. Diese Kohorte zeigte nicht nur eine verringerte Uberlebenszeit, sondern
auch ein deutlich instabileres Genom als die Vergleichskohorte.'”1"® Dieses
Phanomen, dass innerhalb der Untergruppe einer spezifischen Treibermutation
Patienten so unterschiedlich auf die gleiche Therapie reagieren, mindet in objektiven
Ansprechraten auf eine zielgerichtete Krebstherapie von 50% bis 80%.8"!"® Ahnliche
Ergebnisse konnten kurzlich durch Liu et al. berichtet werden. lhre Daten zeigten, dass
ca. 24% ihrer analysierten ALK-translozierten NSCLC-Patienten ebenfalls eine TP53-
Mutation aufwiesen.'?® Zusatzlich scheinen zeitgleich auftretende TP53-Mutationen,
nach einer Publikation von Christopoulus et al. ein starker Indikator fur eine schlechte
Verlaufsprognose in der beschriebenen Kohorte zu sein.'?

Zwei Falle (ein Fall mit TP53-Mutation, ein Fall mit Wildtyp TP53) unserer untersuchten
Kohorten zeigten interessanterweise extreme genomische Instabilitat sowie eine
zusatzliche TERT-Amplifikation.

Aus diesem Grund entschlossen wir uns, eine von den vorherigen Untersuchungen
unabhangige Kohorte von 109 ALK-Translozierten NSCLC Fallen hinsichtlich eines
Auftretens  von TERT-Amplifikationen  bei  ALK-Translokation  positiven
Adenokarzinomen der Lunge zu untersuchen. Ziel war es aul3erdem zu determinieren,
ob bei dieser Konstellation besondere genomische und morphologische Eigenschaft
oder besondere klinische Verlaufe auftreten.

Als Resultat unserer Arbeit konnten wir nachweisen, dass 4,6% der ALK-translozierten
Patienten mit Adenokarzinomen eine zusatzliche TERT-Amplifikation aufweisen,
signifikante genomische Instabilitat besitzen, eine gewisse Tendenz hin zu schlechter
Differenzierung erkennen lassen sowie eine vergleichsweise hohe Ruckfallrate

wahrend der Therapie besitzen.
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Onkogen-Amplifikationen treten haufig bei verschiedenen Arten von malignen
Neoplasien auf. Die Erstbeschreibung der TERT-Amplifikation im Rahmen von
menschlichen Krebserkrankungen erfolgte im Jahr 2000, insbesondere im Rahmen
von Tumorerkrankungen durch Lungen-, Ovarial- und Brustkrebs sowie durch
Neuroblastome.'?2123 Barthel et. al. analysierten in einer neuerlichen Studie mit groRer
TCGA Kohorte (6835 Patienten verteilt auf 31 verschiedene Krebsarten) jeweils die
Telomerlange, TERT-Expression und auf das TERT-Gen bezogene genomische
Alterationen. Dabei konnte gezeigt werden, dass TERT-Promotormutationen und
fokale TERT-Amplifikationen bzw. Rearrangements mit einer verstarkten TERT-
Expression und Telomeraseaktivitat in den betroffenen Tumoren verbunden sind.'"?
Alterationen des TERT-Gens wurden als prognostische Faktoren bei
Krebserkrankungen bereits in einigen klinischen Studien identifiziert. Diese zeigten
unter anderem, dass in zahlreichen unterschiedlichen Krebsentitadten eine erhohte
TERT-Expression mit einem deutlich schlechteren Krankheitsverlauf und einer deutlich
reduzierten Prognose fiir den Patienten assoziiert ist.''".112124 AuRerdem konnte
insbesondere bei Neuroblastomen, einer malignen Erkrankung die ebenfalls haufig
von Veranderungen des ALK-Gens abhangig ist, eine haufige spontane Regression
der Krankheit festgestellt werden, wenn keine spezifische TERT-mRNA nachgewiesen
wurde.'?%126 Dem gegenlber stehen maligne Entartungen, die Veranderungen des
TERT-Gens in Form von ubermaRiger TERT-Expression, TERT-Genamplifikation oder
Rearrangements besitzen. Diese spezifischen Veranderungen im Genom der
Patienten scheinen zu aggressiveren Krankheitsverlaufen mit einhergehender
verkurzter Uberlebenszeit zu pradestinieren.14-116

Chiba et. al. demonstrierten mit ihrer Arbeit, dass insbesondere TERT-
Promotormutationen ein moglicher Ausloser der malignen Transformation sind: Im in-
vitro Modell mit aus menschlichen Stammzellen gewonnenen Fibroblasten zeigte sich
hier eine deutliche genomische Instabilitat und Immortalisierung der Zellen als Resultat
der TERT-Promotormutationen.'?’

Unsterblichkeit der betroffenen Zellen wird vermutlich durch eine zunachst
stattfindende Uberregulation bzw. Uberexpression von TERT erreicht. Diese hat zum
Ziel die durch stark erhohte Zellteilungsraten verkurzte Telomere wieder zu
stabilisieren. Letztendlich mundet dieser Prozess dann in einer genomischen

Instabilitat der betroffenen Zellen, da trotz hoher Mutationslast eine Apoptose
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verhindert wird. Die genomische Instabilitat, welche bei vier unserer untersuchten
Patienten per Nanostring nCounter® Technologie nachgewiesen wurde, ist vermutlich
in Analogie zum bereits beschriebenen Ablauf bei TERT-Promotormutationen zu
erklaren: Telomerdysfunktion fuhrt zur Amplifikation des TERT-Gens mit der daraus
resultierenden Wiederherstellung der Telomeraseaktivitat und der Verlangerung der
kritisch verkurzten Telomere. Dieser Prozess bewirkt dann mdglicherweise eine
Immortalisierung der betroffenen Zellen. Auffallend ist, dass drei der vier genannten
Falle mit TERT-Amplifikation (TERT2™P1, TERT2™P3, TERT2™P4), die genlgend
Zellmaterial fir ergadnzende Untersuchungen per Nanostring® bereitstellten,
zusatzliche gain- und/oder loss-of-function Mutationen in den Genen TP53 und/oder
Retinoblastom-Protein1 (Rb7) sowie im mouse-double-minute-2-homlog Gen (MDM?2)
aufwiesen. Hierbei ist jedoch anzumerken, dass durch unser lungenspezifisches NGS-
panel nicht alle TP53-Mutationen detektiert werden, sondern dieses nur auf die am
haufigsten auftretenden Mutationen beschrankt ist. Folglich kann im Fall TERT#™P5
eine unentdeckte TP53-Mutation nicht vollig ausgeschlossen werden, weil diese nicht
durch unser spezifisches NGS-panel abgedeckt wurde. Da ab einem gewissen Grad
der Telomerverkurzung deren zellprotektive Mechanismen nicht mehr funktionieren,
lasst sich vermuten, dass ein fruhes Entstehen der entdeckten zusatzlichen
Mutationen in einer gesteigerten Zellteilungsrate der Tumorzellen resultiert, welche
dann wiederum zu einer weiteren Verkiurzung der Telomere und beispielsweise zu
einer Zellkrise in Form einer Chromothripsis fuhren kann. Chromothripsis, ein Prozess
bei dem in einem singularen Mutationsereignis massive genetische Rearragements
mit der Umlagerung ganzer Chromosomenabschnitte und variierenden
Kopieanzahlveranderungen entstehen, korreliert laut der aktuellen Studienlage
ebenfalls mit eher aggressiverem Tumorverhalten und einer schlechteren Prognose in
diversen Tumorarten und kann daher als pradiktiver Biomarker fur deren Prognose
verwendet werden.28-13%

Durch TERT-Amplifikation konnen die kritisch verkurzten Telomere wieder verlangert
werden und die betroffenen Zellen trotz groter genetischer Instabilitat einen Zustand
der theoretischen Unsterblichkeit erreichen.

Wie bereits erwahnt sind fokale TERT-Amplifikationen mit der damit assoziierten
Uberexpression in Adenokarzinomen der Lunge sowie in weiteren Krebsarten durch

einige Arbeitsgruppen belegt worden. 12136
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Trotzdem begrenzt die limitierte Gesamtfallzahl unserer Forschungsarbeit eine
gesicherte Aussage uber den Einfluss einer TERT-Amplifikation auf die Ansprechraten
der verschiedenen zielgerichteten Antikorpertherapien. Es konnte durch unsere
Forschungsarbeit auch nicht bewiesen werden, dass bei den untersuchten Patienten
tatsachlich eine Chromothripsis stattgefunden hat, dies bleibt bis dato nur zu vermuten.
Aus diesem Grund waren weitere, insbesondere mit einer deutlich groeren
Patientenkohorte designte Studien notig, um unsere ersten Entdeckungen zu
untermauern und ggf. zu bestatigen.

Des Weiteren hat unsere Studie einige erwahnenswerte Limitationen: Zunachst die
geringe Fallzahl (5 von 109) der tatsachlich nachgewiesenen, zeitgleich auftretenden
ALK-Translokation kombiniert mit einer TERT-Amplifikation. Einschrankend ist
zusatzlich, dass Gewebeproben aufgrund des fortgeschrittenen Krankheitsstadiums
zunachst fur therapierelevante Untersuchungen genutzt wurden und daraus
resultierend fur experimentelle bzw. Studienanalysen nur noch im begrenzten Maf zur
Verfugung standen. So konnten weiterfuhrend nur 98 der 109 Falle wegen des
Mangels an Gewebematerial per NGS sequenziert werden und im Anschluss daran an
4 von 5 ALK+/TERT?™ eine Analyse auf Copy-Number-Alterationen via. NanoString
nCounter Technologie durchgefuhrt werden. AnschlieBend war nach den bereits
abgeschlossenen und materialaufwendigen Untersuchungen nur noch in zwei
ALK+/TERT?™ Fallen (TERT2™P3, TERT?™P4) suffizientes Gewebematerial erhalten,
um exemplarisch tiefgehende Exonanalysen auf krebsrelevante Gene per
Foundationone®-Panel abzuschlielRen. Leider war es auBerdem nicht moglich die
tatsachliche TERT-Expression zu validieren, da hierfur zusatzlich sehr grofl3e Mengen
an Tumorgewebe bendtigt worden waren. Zu erwahnen sei auch, dass es sich bei dem
gewonnen Tumormaterial nicht um einheitliche Proben mit dem gleichen
Ausgangsgewebe handelt. So war es nur in den Fallen TERT2™P2, TERT2™P4 und
TERT2™5 moglich Proben aus dem eigentlichen Primartumor zu gewinnen. Beim Fall
TERTA™P1 handelte es sich um Proben aus der Biopsie einer Lebermetastase und bei
TERT@™P3 um eine Biopsie aus dem mit Crizotinib vorbehandelten Primartumor.
Resultierend konnten insbesondere durch den Mangel an ausreichendem
Tumormaterial leider nicht alle der von uns gewunschten Methoden an allen Fallen der

Studienkohorte angewandt werden. Erschwerend dazu waren die gewonnenen
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Proben nicht komplett identisch in Bezug auf ihren Ursprungsort sowie den Status der
Vorbehandlung mit einem ALK-spezifischen TKI.

Weiter sei einschrankend erwahnt, dass unser verwendetes Lungenkarzinom
spezifisches NGS-Panel nur 15-17 der karzinomrelevanten Gene abdeckt. Um in
Zukunft weitere krebsrelevante Gene mit untersuchen zu kdnnen, werden grol3ere
NGS-Panels bendtigt, um dahingehend aussagekraftigere Forschungsergebnisse zu
produzieren.

Schlussfolgernd waren also groRere Studien, die insbesondere Expressionsanalysen
sowie funktionelle Daten beinhalten, winschenswert, um die durch uns erarbeiteten
vorlaufigen Daten und Hypothesen zu konsolidieren.

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass TERT-Amplifikationen in der Subgruppe
der ALK-positiven Adenokarzinomen der Lunge auftreten und dass diese Karzinome
mit einer signifikanten genomischen Instabilitat verbunden sind. ALK-translozierte
NSCLC sprechen initial sehr gut auf eine zielgerichtete Therapie mit ALK-Inhibitoren
an, jedoch besteht in dieser Subgruppe der Lungenkarzinome die Tendenz, im
Therapieverlauf sehr schnell Resistenzmechanismen gegen die verwendeten
Pharmazeutika zu entwickeln. Es wird durch unsere Daten jedoch weitergehend
untermauert, dass es sich bei der Subgruppe der ALK-translozierten Lungenkarzinome
anders als anfanglich angenommen um eine aufRerst heterogene Tumorgruppe
handelt.""”

Deswegen sollten sich gerade im klinischen Bereich arbeitende Arzte bewusst sein,
dass speziell bei ungewohnlichen Therapieverlaufen ALK-positive NSCLC
vornehmlich auf Basis ihrer genomischen Individualitat zu betrachten sind. Diese
Therapie sollte moglichst das Ziel haben, den Krankheitsverlauf bei jedem Betroffenen

personalisiert zu bestimmen und im besten Fall gezielt zu behandeln.

Teile dieser Diskussion sind bereits publiziert in: Alidousty C, Duerbaum N, Wagener-Ryczek S, et al.
Prevalence and potential biological role of TERT amplifications in ALK translocated adenocarcinoma of
the lung. Histopathology 2021; 78(4): 578-85.
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