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1 Einleitung

1.1 Lungenkrebs — Grundlagen

1.1.1 Epidemiologie

Krebs ist weltweit eine der fihrenden Todesursachen. Das Bronchialkarzinom,
auch Lungenkrebs genannt, gehort bei Frauen und Mannern zu den funf
haufigsten malignen Tumoren und ist mit einer sehr schlechten Prognose
verbunden. Die WHO fuhrt im World Cancer Report 2014 rund 1,6 der 8,2
Millionen Krebstodesfélle des Jahres 2012 auf diese Tumorart zuriick, womit das
Bronchialkarzinom die mit groBem Abstand haufigste Ursache eines
krebsbedingten Todes ist. (Stewart BW 2014, S. 351)

Das globale Bild spiegelt sich in Deutschland wider. Nach Auswertung der
Krebsregisterdaten erkrankten 2016 in Deutschland 35.960 M&nner und 21.500
Frauen an Lungenkrebs, was einer Inzidenz von 88,6 bzw. 51,5
Neuerkrankungen auf 100.000 Einwohner entspricht. Die altersstandardisierten
Erkrankungsraten liegen bei 57,1 bzw. 31,4 auf 100.000 Einwohner. Daran
verstarben rund 29.324 Méanner und 16.481 Frauen, womit jeder vierte
Krebstodesfall (23,5 %) von Mannern und etwa jeder sechste Krebstodesfall
(15,7 %) von Frauen auf diese Erkrankung zurlickzufuihren ist. Bei Mannern ist
Lungenkrebs damit die fuhrende Krebstodesursache, bei Frauen ist nur
Brustkrebs haufiger Ursache eines krebsbedingten Todes. Fur 2020 wurde ein
weiterer Anstieg der absoluten Erkrankungszahlen prognostiziert. (Krebs in
Deutschland fur 2015/2016. Robert-Koch-Institut (Hrsg.) und die Gesellschaft der
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. (Hrsg.), Berlin 2019)

Die Ursachen fur Lungenkrebs liegen in einem Geflecht aus genetischer
Vorbelastung und Risikofaktoren. (Herbst et al. 2008) Hauptrisikofaktor fur
Lungenkrebs ist das Rauchen von Tabak. Insbesondere Plattenepithelkarzinome
sind damit assoziiert. (Pesch et al. 2012) Die Inzidenz von Lungenkrebs ist daher
eng mit der Entwicklung des Raucheranteils an der Bevélkerung verbunden. In

den meisten Industriestaaten ist die Inzidenz des Bronchialkarzinoms bei
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Mannern wegen sinkender Pravalenz des Rauchens riucklaufig, wéahrend sie bei
Frauen noch steigt. In wenigen Staaten wie den USA hat auch die Pravalenz des
Zigarettenrauchens unter Frauen ihren Zenit Uberschritten, weshalb hier seit
Kurzem fir beide Geschlechter sinkende Neuerkrankungsraten verzeichnet
werden. Die sinkende Pravalenz des Zigarettenrauchens bedingt einen
zunehmenden Anteil der Nichtraucher unter den Lungenkrebspatienten. (Travis,
Brambilla 2014, S. 351) Bei Nichtrauchern dominieren Adenokarzinome als

haufigster histologischer Typ. (Herbst et al. 2008)

1.1.2 Klassifikation

Die Klassifikation der Lungentumoren erfolgt nach der WHO-Klassifikation. Seit
der letzten Revision von 2015 werden neben histologischen Kriterien auch
immunhistochemische und genetische Erkenntnisse fir die Klassifikation
bertcksichtigt. Dies erlaubt eine kleinteilige Einteilung maligner Tumoren der
Lunge. (Travis et al. 2015) Vereinfachend werden gemeinhin kleinzellige und
nicht-kleinzellige (englisch: Non Small Cell Lung Cancer = NSCLC)
Bronchialkarzinome unterschieden. An dieser Einteilung orientieren sich auch
Therapieleitlinien. Die weitaus haufigeren nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinome
beinhalten als Hauptgruppen Adenokarzinome und Plattenepithelkarzinome,
diese sind die haufigsten histologischen Subtypen. Daneben finden sich
adenosquamose, sarkomatoide und weitere seltenere histologische

Untergruppen. (Herbst et al. 2008)

1.1.3 Stadieneinteilung

Die Stadieneinteilung des Nichtkleinzelligen Lungenkarzinoms folgte bis zum 31.
Dezember 2016 der 7. Version der UICC-Klassifikation. Am 1. Januar 2017 trat
die von der International Association for the Study of Lung Cancer (IASLC) und
der Union for International Cancer Control (UICC) erarbeitete 8. Version der
TNM-Klassifikation in Kraft. (Goldstraw et al. 2016)
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1.1.4 Therapie

Die Behandlung erfolgt abhéngig vom Krankheitsstadium. Die stadiengerechte
Therapie ist mittlerweile sehr ausgefeilt. Inre Gesamtdarstellung ist nicht das Ziel
dieser Arbeit, hierfir sei auf die einschlagigen Leitlinien verwiesen.
Vereinfachend kann gesagt werden, dass bis einschlieRlich Stadium IlIA die
chirurgische Resektion des tumortragenden Gewebes — gegebenenfalls flankiert
von Chemo- und Strahlentherapie — die primdr angestrebte kurative
Therapieoption ist. (Leitlinienprogramm Onkologie der Arbeitsgemeinschaft der
Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften e.V. (AWMF), Deutschen
Krebsgesellschaft e.V. (DKG) und Deutschen Krebshilfe (DKH) 2018)

Die meisten Patienten, etwa 70 %, werden allerdings in lokal fortgeschrittenen
oder metastasierten Stadien (IlIB oder 1V) diagnostiziert, in denen eine Heilung
chirurgisch nicht mehr erreicht werden kann. (Molina et al. 2008) Insbesondere,
wenn der Tumor schon mehrere Metastasen gebildet hat, bleibt als letzte
Therapieoption eine palliative Chemotherapie.

Der tatsachliche Nutzen der Chemotherapie war lange umstritten. Erst 2000
konnte in einer Metaanalyse von 52 Studien der Nachweis erbracht werden, dass
Chemotherapie das Uberleben der Patienten verlangert. Insbesondere
platinhaltige Chemotherapie zeigte hier einen Benefit, indem sie die mediane
Uberlebenszeit in metastasierten Stadien von 4 auf 5,5 Monate verlangerte. (for
the Non-Small Cell Lung Cancer Collaborative Group 2000)

Die platinhaltige = Kombinationschemotherapie ist als Ruckgrat der
Chemotherapie in fortgeschrittenen Stadien etabliert. Und dennoch ist die
Prognose mit einer medianen Uberlebenszeit von 7,4 — 11,3 Monaten in Stadium
IV sehr maRig. (Pérez-Ramirez et al. 2015; Kelly et al. 2001; Scagliotti et al. 2002;
Schiller et al. 2002; Fossella et al. 2003)

1.1.5 Gezielte Therapie

Abhilfe versprechen seit einiger Zeit gezielte Therapien (targeted therapies). Die
Grundlage dafur sind die Fortschritte der Molekularbiologie und das immer
bessere Verstandnis der biologischen Prozesse in Tumorzellen. Ein wichtiger

Baustein ist das Konzept der Treibermutationen (driver mutations). Die
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Onkogenese ist ein Jahre bis Jahrzehnte andauernder mehrschrittiger Prozess,
in dem sich im gesamten Genom der Tumorzelle Mutationen und epigenetische
Veranderungen ansammeln, die die Voraussetzungen fur malignes Wachstum
schaffen. Eine Treibermutation trifft ein Gen, das entscheidend an der Regulation
des Zellwachstums beteiligt ist (also ein Onkogen), und das durch Aktivierung
unter gunstigen Voraussetzungen das Wachstum der Zelle antreibt. Dadurch
entsteht dieser Tumorzelle ein Vorteil gegeniber anderen Tumorzellen und in
dem evolutiondren Prozess der Onkogenese wird nun auf diese Treibermutation
selektiert. Alle Nachkommen der ersten Zelle weisen diese Treibermutation auf.
Im Sprachbild der ,driver mutation® sitzt diese auf dem ,Fahrersitz“ und nimmt die
anderen, biologisch neutralen Mutationen als Passagiere mit — passenger
mutations. In der Praxis ist die Unterscheidung von driver- und passenger-
Mutation nicht trivial. (Greenman et al. 2007) Eine Treibermutation kann extrem
wichtig fur das Uberleben einer Krebszelle sein, ein Zustand, der als ,oncogene
addiction“ bezeichnet wird — die Tumorzellen sind abhéngig von, oder woértlicher
noch: siichtig nach einem bestimmten Onkogen. Diese Uberlegung liefert die
Begrindung fur gezielte Therapien. Ist es mdglich, die ,Sucht“ des Tumors zu
identifizieren und dieses Onkogen gezielt durch ein Medikament zu deaktivieren,
kollabiert der Tumor. (Weinstein 2002; Weinstein et al. 2008)

Der erste erfolgreiche Versuch, eine Achillesferse! des Nichtkleinzelligen
Lungenkarzinoms ins Visier zu nehmen, war die zielgerichtete Therapie gegen
EGFR. EGFR ist ein Rezeptor fur den Epidermalen Wachstumsfaktor (Epidermal
Growth Factor, EGF), der in nichtkleinzelligen Bronchialkarzinomen haufig durch
eine Mutation aktiviert ist — insbesondere in Adenokarzinomen. (Zhang et al.
2016) Seit 2003 steht Gefitinib zur Therapie nichtkleinzelliger Lungenkarzinome
zur Verfligung, ein Tyrosinkinaseinhibitor (TKI). Er verhindert durch Blockade des
Aktiven Zentrums der Tyrosinkinasedoméane die Autophosphorylierung des EGF-
Rezeptors, wodurch die Signaltransduktion verhindert wird. Wurde Gefitinib

zunadchst noch allgemein bei NSCLC angewandt, die eine erhdohte EGFR-

1 Robert Weinstein schrieb hintersinnig von ,the Achilles Heal of Cancer” (Weinstein 2002)
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Expression aufwiesen, schélte sich bald die Erkenntnis heraus, dass vor allem
Tumoren mit einer aktivierenden EGFR-Mutation sensibel fur den Wirkstoff
waren. (Paez et al. 2004) Es gibt also ein identifiziertes Ziel und mittlerweile
mehrere passende Wirkstoffe, aber schnell wurde deutlich, dass viele EGFR-
mutierte Tumoren Uber verschiedene Mechanismen nach einigen Monaten
Therapie Resistenzen entwickeln. (Xiaomin Liu et al. 2017)

Die Herausforderungen der Therapie gegen EGFR-mutierte NSCLC werfen ein
Schlaglicht auf die Herausforderungen der personalisierten Therapie im

Allgemeinen — und auf den Fall MET-mutierter-NSCLC im Besonderen.

1.1.6 Immuntherapien

Allerdings steht nicht fir jeden Patienten eine molekular gezielte Therapie zur
Verfligung, und die existierenden Therapien haben — wie oben am Beispiel EGFR
gezeigt — das Problem der Resistenzentwicklung und konnten bislang keine
Heilung erzielen, so die Kritik. Ein parallel verfolgter Ansatz sind daher die
Immuntherapien. Deren Ziel liegt darin, das Immunsystem des Erkrankten als
Verbindeten zu rekrutieren. Bosartige Tumoren mussten eigentlich als fremd
erkannt und von Immunzellen attackiert werden, haben aber gelernt, ihrer
Vernichtung zu entgehen — man spricht von ,immunoevasive strategies.
Immuntherapien begegnen diesen Strategien, wobei es mehrere Angriffspunkte
gibt. Im Kontext dieser Arbeit sind insbesondere die Immuncheckpointinhibitoren
(ICI) Nivolumab und Pembrolizumab sowie die PD-1-PD-L1-Achse zu erwahnen.
PD-1 (programmed death 1) ist ein Rezeptor auf T-Zellen, der bei Bindung des
zugehodrigen Liganden — PD-L1 — die Reaktion der T-Zelle auf ein Antigen
inhibiert.  40-50 % der NSCLC exprimieren PD-L1. Nivolumab und
Pembrolizumab sind anti-PD-1-Antikorper, die PD-1 jedoch nicht aktivieren, und
damit im Ubertragenden Sinne die ,Bremsen® des Immunsystems I6sen (sollen).
(Finn 2008; Khanna et al. 2017; Mellman et al. 2011) Nivolumab und
Pembrolizumab sind zusammen mit anderen Immuntherapeutika in die
Onkopedia-Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fir Hamatologie und Onkologie
(DGHO) von Oktober 2019 eingegangen. (Deutsche Gesellschaft fuer
Haematologie und medizinische Onkologie 2019)
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1.2 MET

1.2.1 Struktur
MET ist ein auf Chromosom 7g21-31 liegendes fo ¢
Genvon 120 kB Léange. Es besteht aus 21 Exonen,

S=S

zwischen denen 20 Introns liegen. (Perez-Ramirez Sema-Domane

2015)
Das Protein ist ein Heterodimer aus einer 50 kDa MRS
. Ig-Domane
schweren alpha-Kette und einer 140 kDa
schweren beta-Kette. Der extrazellulare Teil des
Proteins besteht aus der alpha-Kette und einem
Teil der beta-Kette. An diesem extrazellularen Teil Kinase-Domane

findet sich die Semaphorin-Doméane (SEMA), die
durch die Plexin-Semaphorin-Integrin-Doméne
(PSI) wie bei Immunglobulinen von vier IPT-

Abbildung 1: Aufbau des HGF-

Repeats getrennt wird. (Birchmeier 2003) Der Rezeptors MET nach Gentile et al.
(2008) Autor: Carsten Schapers,

intrazellulare Teil wird von der restlichen beta- Llizenz CCBY-SA4.0

Kette gebildet und umfasst die transmembrane, die juxtamembrane und die

Tyrosinkinase-Domane. (Pérez-Ramirez et al. 2015)

1.2.2 Biologische Aktivitat

MET fungiert als Rezeptor des Hepatozyten-Wachstumsfaktors (hepatocyte
growth factor, HGF), der ebenfalls auf Chromosom 7g21 codiert ist. Wie auch
MET ist HGF ein Heterodimer mit einer alpha- und einer beta-Kette. HGF bindet
an mehrere Proteasen und wird von diesen in die ,gereifte“ Form Uberfuhrt. Die
Bindung des gereiften HGF ermoglicht die Dimerisierung zweier MET-
Rezeptoren, wodurch sie sich gegenseitig mit ihren Tyrosinkinasen
phosphorylieren und die nachgeschalteten Signalwege aktivieren. Diese sind
unter anderem PI3K/AKT, STAT3 und GRB2-RAS-RAF-ERK1/2.

MET wird normalerweise von Epithelzellen exprimiert, wohingegen HGF fast
ausschlief3lich von mesenchymalen Zellen, v. a. Fibroblasten und glatten
Muskelzellen, sezerniert wird. Es handelt sich damit um eine parakrine Schleife.
(Gentile et al. 2008; Pérez-Ramirez et al. 2015)
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Die Aktivierung von MET l6st eine Reihe von Prozessen in der Zelle aus, die zu
invasivem Wachstum fuhren. Dabei 16st sich die Zelle aus ihrem Zellverband, in
dem sie aktiv Zell-Zell-Kontakte 16st, durch Umbau ihres Cytoskeletts eine motile
Form annimmt und die Extrazellularmatrix manipuliert. Sie ist in der Lage, in eine
andere Umgebung zu migrieren, dort sesshaft zu werden und zu proliferieren.

Dabei entgeht sie mehrfach der Apoptose. (Gentile et al. 2008)

1.2.3 Physiologische Funktion

Das durch MET induzierte invasive Wachstum ist an verschiedenen Stellen von
physiologischer Bedeutung. In der Embryonalentwicklung wurde eine Rolle in der
Motogenese, Mitogenese, Angiogenese und Morphogenese beschrieben. Es
scheint fur die Entwicklung verschiedener Gewebe wie Muskeln, Neuronen, der
Leber, der Nieren, der Plazenta, der Eierstocke und der Hoden von Bedeutung
zu sein. (Pérez-Ramirez et al. 2015) Im reifen Organismus ist MET insbesondere
fur Wundheilungsprozesse bedeutsam, indem es die Zellen an den Wundrandern
zur Proliferation befahigt, und ist entscheidend fur die Regenerationsfahigkeit der
Leber. (Chmielowiec et al. 2007; Huh et al. 2004)

1.2.4 Pathologische Bedeutung

MET als Onkogen wurde zunachst in Osteosarkom-Zellen identifiziert. Spater
wurde es mit verschiedenen menschlichen Krebserkrankungen in Verbindung
gebracht, neben dem Lungenkarzinom sind dies Karzinome von Magen, Darm,
Pankreas, Ovar, Brust, Blase, Niere, Leber, Kopf- und Hals, Schilddrise und
Prostata, sowie mit Sarkomen, Melanomen und ZNS-Tumoren. (Peruzzi et al.
2006) MET tragt dabei durch Gen-Amplifikationen oder somatische Mutationen

zum Tumorwachstum bei.

Unter den Mutationen sind Mutationen von Exon 14 von besonderer Bedeutung.
Exon 14 codiert fur die Juxtamembran-Domane. Sie ist der Angriffspunkt fir die
Ubiquitin-Ligase CBL, die das Protein durch Ubiquitinierung zum Abbau markiert.
Mutationen in diesem Bereich oder Splice-Varianten, in denen Exon 14

Ubersprungen wird, verhindern die Ubiquitinierung und fihren zu einer
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verlangerten Halbwertszeit von MET auf der Zelloberflache. MET, das HGF
gebunden hat, bleibt daher langer aktiv. (Kong-Beltran et al. 2006) Mutationen,
die zu einer solchen Storung der Ubiquitinierung fuhren, liegen entweder in Exon
14 selbst oder an den Splice-Sites in den Introns vor und nach Exon 14, die dazu
fuhren, dass Exon 14 beim Splicen herausgeschnitten wird (Exon-14-skipping-

mutations). (Frampton et al. 2015)

Tabelle 1: relevante Literatur zu Exon-14-mutierten NSCLC

Kurztitel Land Gesamtzahl Mutiert (%)
Awad et al. 2016 USA 933 28 (3,0 %)
Liu et al. 2016 China 1296 12 (0,9 %)
Schrock et al. USA 11205 298 (2,7 %)
2016
Tong et al. 2016 China 687 18 (2,6 %)
(Hong Kong)
Zheng et al. 2016 China 1770 23 (1,3 %)
Gow et al. 2017 Taiwan 850 28 (3,3 %)
Kwon et al. 2017 Korea 102 9 (8,8 %) | nur NSCLC ohne weitere
Treibermutationen
Lee et al. 2017 Korea 45 17 (37,8 %) | nur Adenokarzinome
ohne weitere
Treibermutationen
Qiu et al. 2018 China 461 9 (2 %)
Castiglione et al. Deutschland n/a 26
2019
Kron et al. 2020 Deutschland n/a 59 | beinhaltet Daten aus
dieser Doktorarbeit
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1.3 MET und nicht-kleinzellige Bronchialkarzinome

1.3.1 MET-mutierte NSCLC

Unter den Mutationen sind in den letzten Jahren fast ausschlief3lich die Exon-14-
Mutationen beforscht worden, weil sie viel haufiger auftreten als Mutationen in
anderen Exonen. Insbesondere im Jahr 2016, dem Jahr der Themenvergabe
dieser Arbeit, wurden vor allem in Asien und den USA Studien zu NSCLC mit
Exon-14-betreffenden MET-Mutationen veroffentlicht, aber auch in den
Folgejahren (vgl. Tabelle 1 auf der vorherigen Seite). Aufgrund der Seltenheit der
Mutation konnten diese meistens nur um die 20 bis 30 Patienten identifizieren.
Eine Ausnahme bildet eine amerikanische Studie mit knapp 300 Patienten.
(Schrock et al. 2016)

Bei ostasiatischen Lungenkrebspatienten waren MET-Mutationen auf3erhalb von
Exon 14 Keimbahnmutationen und in dem Sinne keine erworbenen
Treibermutationen. Sie waren allerdings mit der Entstehung von

Plattenepithelkarzinomen assoziiert. (Krishnaswamy et al. 2009)

1.3.2 Pravalenz von MET-Exon-14-Mutationen

In asiatischen Studien wurden MET-Exon-14-Mutationen bei NSCLC mit
Pravalenzen von 1 % bis 3,3 % berichtet. (Liu et al. 2016; Gow et al. 2017; Tong
et al. 2016; Zheng et al. 2016; Qiu et al. 2018) Publikationen aus den USA
berichten eine Haufigkeit von um die 3 %. (Schrock et al. 2016; Awad et al. 2016)
Eine Metaanalyse von 2018 ermittelte eine Gesamtpravalenz von 3 %. (Vuong et
al. 2018) Die Wahrscheinlichkeit fur das Vorliegen von Exon-14-Mutationen
hangt dabei auch vom histologischen Typ ab. Besonders haufig treten sie in
adenosquamdsen und sarkomatoiden Bronchialkarzinomen auf. (Schrock et al.
2016; Tong et al. 2016; Saffroy et al. 2017) Insgesamt betrachtet dominieren
jedoch in den meisten Studien die Adenokarzinome. Insbesondere asiatische
Studien identifizierten kaum Plattenepithelkarzinome (Gow et al. 2017; Tong et
al. 2016), oder die Autoren konzentrierten sich von Anfang an auf nicht-
Plattenepithelkarzinome. (Awad et al. 2016; Lee et al. 2017) Dagegen berichten

Schrock et al. (2016) eine Mutationsrate von 2,1 % bei Plattenepithelkarzinomen.
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Bei deutschen Patienten lag die Haufigkeit von MET-Mutationen bei 4 % in
Adenokarzinomen und 3 % in Plattenepithelkarzinomen, wobei nicht klar ist, ob

der pT1010I-Polymorphismus dabei ausgeschlossen wurde. (Konig et al. 2015)

Adenokarzinome
n=1971

andere
5,0%

PIK3CA -
3,0%
DDR2
3,0%
MET
4,0%
EGFR
8,0%

TP53
35,0%

Plattenepithelkarzinome
n =686

andere
6,0%
DDR2
3,0%
MET
3,0%
KRAS
5,0%
PIK3CA
6,0%

PTEN
7,0%

Wildtyp

13,0% wid
ildtyp

Abbildung 2: Haufigkeit von Mutationen in einer Kélner Kohorte. Abb. nach Kénig et al. (2015)

1.3.3 Klinische und pathologische Merkmale

Die betroffenen Patienten werden Ubereinstimmend als alter, haufiger weiblich
mit anderen
Treibermutationen. (Awad et al. 2016; Gow et al. 2017; Tong et al. 2016;
Digumarthy et al. 2019; Lee et al. 2017; Qiu et al. 2018)

MET-Exon-14-mutierte Tumoren wachsen in der Lunge meistens peripher. lhre

und eher nichtrauchend beschrieben als Patienten

Metastasen wachsen bevorzugt extrathorakal mit Préaferenz fir Knochen, Hirn
und Nebennieren. (Digumarthy et al. 2019) Das Gesamtiiberleben ist insgesamt
schlecht, (Vuong et al. 2018) dabei unterscheidet es sich nicht von Tumoren mit
den meisten anderen Treibermutationen (Gow et al. 2017; Lee et al. 2017), ist
allerdings langer als bei KRAS-Mutation. (Zheng et al. 2016)

Im Gegensatz zur MET-Amplifikation gilt die MET-Exon-14-Mutation als frihes
Ereignis der Karzinogenese. (Castiglione et al. 2019; Zheng et al. 2016)
Typischerweise tritt sie einzeln, in Abwesenheit anderer Treibermutationen
(,mutually exclusive®), auf. (Lee etal. 2017; Schrock et al. 2016; Tong et al. 2016;
Heist et al. 2016) Allerdings ist eine Assoziation mit Amplifikationen von EGFR
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und HER2 (Zheng et al. 2016) und MET selbst (Tong et al. 2016) beschrieben
worden.

Die funktionellen Auswirkungen einer MET-Exon-14-Mutation hangen auch von
der Art der Mutation ab. Deletionen und Insertionen (,indels®) in Exon 14 fuhren
zu einer starkeren cytoplasmatischen Expression von MET, wahrend
Punktmutationen an der Splice-Donor-Stelle eher zu einer membranaren
Expression fuhren. Es wird angenommen, dass Rezeptor-Tyrosinkinasen nach
Aktivierung durch ihren Liganden internalisiert werden. Eine verstarkte
cytoplasmatische Expression sprache dann fur eine verstarkte Aktivitat. (Qiu et
al. 2018) Die klinischen Implikationen dieser Beobachtungen fiir das NSCLC sind
noch nicht Kklar.

1.3.4 MET als Target

Mittlerweile stehen mehrere Wirkstoffe zum Angriff auf MET zur Verfiigung. Diese
sind monoklonale Antikorper (MAB) gegen MET oder den Wachstumsfaktor
HGF, und gegen MET gerichtete TKI. Dabei missen Multikinaseinhibitoren, die
mehrere Tyrosinkinasen inhibieren, von selektiven MET-Kinaseinhibitoren
unterschieden werden. Einen Uberblick Giber gegen MET gerichtete TKI sowie
ihren Zulassungsstatus gibt Tabelle 2 auf der Folgeseite. Monoklonale Antikorper
wurden nicht berticksichtigt, da sie bislang keine Bedeutung fur die Therapie des
MET-alterierten NSCLC haben.

In der klinischen Praxis fehlten lange gute Daten zur Anwendung der Wirkstoffe
beim MET-Exon-14-alterierten NSCLC, zumal viele Studien nicht auf MET-
abhangige Tumoren fokussierten. (Drilon et al. 2017) Das Jahr 2020 brachte mit
dem Erscheinen dreier Phase-lI-Studien in dieser Hinsicht den Durchbruch.
Damit liegen fur Crizotinib (Drilon et al. 2020), Capmatinib (Wolf et al. 2020) und
Tepotinib (Paik et al. 2020) mittlerweile robuste Daten vor. Crizotinib erzielte bei
32 % vorbehandelter Patienten mit fortgeschrittenen NSCLC und MET-Exon-14-
Mutation eine Remission. Tepotinib zeigte eine Ansprechrate von etwa 50 % in
zumeist vorbehandelten Patienten mit tendenziell besseren Ergebnissen bei

nicht vorbehandelten Patienten. In der Capmatinib-Studie wurden therapienaive
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und vorbehandelte Patienten separat untersucht. Es zeigte sich eine
Ansprechrate von 41 % bei den vortherapierten und 68 % bei den therapienaiven
NSCLC. Capmatinib wurde aufgrund dieser Daten im Mai 2020 in den
Vereinigten Staaten (U.S. Food and Drug Administration 2020) und im Juni in
Japan (Novartis 2020) fur die Therapie des fortgeschrittenen NSCLC mit MET-
Exon-14-Mutation zugelassen (accelerated approval in den USA). Eine
Zulassung in Europa steht aus. Tepotinib hat seit 2019 eine Designation als
Breakthrough-Therapy in den USA und seit 2020 eine Orphan Drug Designation
in Japan. (Markham 2020) Im Februar 2021 erteilte die FDA eine beschleunigte
Zulassung (accelerated approval). Die volle Zulassung sowie die Zulassung in
Europa stehen auch hier aus. Crizotinib ist bereits fir ROS1-mutierte NSCLC
zugelassen. (U.S. Food and Drug Administration 2016)

Tabelle 2: TKI mit Wirkung gegen MET

Wirkstoffname Typ Target Zulassungsstatus in
Bezug auf MET-alterierte

NSCLC

Crizotinib

Cabozantinib

Tivantinib

Capmatinib

Tepotinib

Savolitinib

Multikinase-TKI

Multikinase-TKI

MET-selektiver TKI

MET-selektiver TKI

MET-selektiver TKI

MET-selektiver TKI

MET, ALK, ROS1

MET, RET, ROS1,
VEGFR2

MET

MET

MET

MET

Keine Zulassung fur MET

Keine Zulassung fur MET

Zugelassen in den USA
(accelerated approval),
Japan, Hong Kong,
Thailand und Schweiz bei
Exon-14-Alteration

Zulassung fur Europa
beantragt

Zugelassen (accelerated
approval) in den USA bei

Exon-14-Alteration

Zulassung fur Europa
beantragt

Noch keine Zulassung




1.4 Zielsetzung

Lungenkrebs ist eine haufige und schwere Erkrankung mit hohen
gesellschaftlichen Kosten. Die personalisierte Krebstherapie (targeted therapy)
verspricht in fortgeschrittenen Stadien langeres Uberleben bei geringeren
Nebenwirkungen als die nur mafig effektive konventionelle Chemotherapie. Mit
MET ist ein potenzielles Ziel fir personalisierte Therapien in das Blickfeld der
Forschung geraten. Bisherige Studien zum MET-Exon-14-mutierten NSCLC aus
Asien und den USA zeigten, dass die betroffenen Patienten &lter, haufiger
weiblich und haufiger Nichtraucher sind. In der vorliegenden Arbeit sollten die
Daten um eine Studie an europaischen Patienten erganzt werden. Folgenden

Fragen sollte in dieser Arbeit nachgegangen werden:

- Welche demographischen Eigenschaften hat unsere deutsche Kohorte
MET-mutierter NSCLC-Patienten? Welche histologischen Eigenschaften
sehen wir?

- Inwiefern Gberlappen sich die Patientenkollektive mit MET-Mutation und
MET-Amplifikation?

- Wie haufig sind MET-Mutationen auf3erhalb Exon 14? Wir mochten
potenziell onkogene Mutationen in den Exonen 16-19 nicht Gbersehen.

- Welche Mutationen treten mit einer MET-Mutation auf? MET kommt eher
als Ziel personalisierter Krebstherapie in Frage, wenn die MET-Mutation
ein solitares Ereignis in der Karzinogenese bleibt. Aber auch als
Resistenzmechanismus kann die MET-Mutation therapeutisch interessant
sein.

- Wie ist die Uberlebenszeit von Patienten mit MET-mutiertem
Lungenkarzinom?

- Wie ist die Performance verschiedener Therapieregime bei MET-

mutierten Patienten?
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2 Material und Methoden

2.1 Das Netzwerk Genomische Medizin

Die Patientendaten stammen aus dem Netzwerk Genomische Medizin (NGM)
Lungenkrebs. Das NGM ist ein 2012 gegrindeter Zusammenschluss der
Uniklinik Kéln mit aktuell etwa 200 Netzwerkpartnern (ngm-cancer.com). Diese
sind niedergelassene Onkologen und periphere Krankenhéuser. Die
Finanzierung erfolgt Uber Vertrage mit Krankenkassen. Das NGM bietet
Patienten in fortgeschrittenen Stadien molekularpathologische Diagnostik und
raschen Zugang zu neuen Therapiekonzepten. 2019 wurden etwa 10 % der in
Deutschland neu diagnostizierten Lungenkrebspatienten im NGM behandelt.
(Buttner et al. 2019; Kdnig et al. 2015)

2.2 Patienten

Die 70 Patienten dieser Studie wurden in den Jahren 2013 bis einschlief3lich 2016
der molekularpathologischen Diagnostik zugefihrt. Sie stammen fast
ausschlief3lich von peripheren Netzwerkpartnern und weisen dabei eine Mutation
des MET-Gens auf. Sie haben einer Erhebung und Verarbeitung ihrer
personlichen Daten fur wissenschaftliche Zwecke vor der Untersuchung ihres
Tumors zugestimmt.

Ausgeschlossen wurden Patienten mit pT1010I-Mutation. Diese qilt als
Polymorphismus, allerdings legen neuere Studien an Brustkrebs doch eine
funktionelle Relevanz nahe. (Liu et al. 2015)

2.3 Molekularpathologische Methoden

Die Gensequenzierung erfolgte wie zuvor beschrieben (Michels et al. 2019)
mittels Next Generation Sequencing (NGS) an Formalin-fixierten, Paraffin-
eingebetteten Gewebeproben. Es kamen zwei validierte Panels zum Einsatz. Bis
2015 war dies LUN 3 von AmpliSeq (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) und ab 2015 LUN 4 von GeneRead (Qiagen, Hilden, Deutschland), die sich
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hinsichtlich ihrer sequenzierten Gene und Gen-Exone unterscheiden. Tabelle 3
auf der folgenden Seite gibt einen Uberblick tber Gemeinsamkeiten und

Unterschiede.

Tabelle 3: Die verwendeten Panels und darin sequenzierte Gene und Exone

LUN 3 LUN 4
AKT1 4
ALK 21-25
7,10, 15
BRAF 11,15 11,15
CTNNB1 3 3
DDR2 3-18 4-19
EGFR 18-21 18-21
ERBB2/HER2 19, 20 19, 20
8-10, 12
7,10, 15
2-6
KRAS 2,3 2-4
MAP2K1 2 2
MET 14 14, 16-19
2
NRAS 2,3 2-4
PIK3CA 9, 20 9,20
PTEN 1-8 1-8
TPS3 4-8 5-8

Mittels  Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung  (FISH) wurde der MET-
Amplifikationsstatus erhoben. Die Einteilung in low-, medium- und high-grade
Amplifikation folgt (Schildhaus et al. 2015).

FISH konnte auch zur Detektion von FGFR-1 (Schildhaus et al. 2013; Schildhaus
et al. 2012) und HER2-Amplifikationen, sowie von Translokationen von ROS1
(Scheffler et al. 2015), RET (Michels et al. 2016) und ALK (Heydt et al. 2016)

genutzt werden.
Immunhistochemie (IHC) stand zur Erhebung des Proteinexpressionsstatus zur

Verfliigung. Eine regelhafte Anwendung auf MET ist nicht erfolgt. Die IHC zur

Ergebung des PD-L1-Status erfolgte auf Leica Bond und nutzte den Primary
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Antibody Clone 28-8 (Abcam, Cambridge, Vereinigtes Konigreich). Die
Interpretation folgte den Dako PD-L1 22C3 pharmDx Richtlinien.

2.4 Datenerhebung

Der Follow-Up wurde bis September 2017 durchgefihrt. Hierzu versandten wir
im Namen der Lung Cancer Group Cologne (LCGC) einen hierfur erstellten
Follow-Up-Bogen an die behandelnden Arzte bzw. Kliniken der Patienten. In
diesem sollten wichtige anamnestische Angaben zur Raucheranamnese und
Allgemeinzustand, der Therapieverlauf und Todesereignisse dokumentiert
werden. Da der initiale Rucklauf gering und unvollstandig war, wurden in einem
zweiten Schritt die Adressaten telefonisch kontaktiert. Auf diese Weise wurden
die Arztbriefe und Behandlungsunterlagen der Patienten erworben und
anschlieRend ausgewertet. Informationen Uber den Tod der Patienten gingen aus
Arztbriefen, mundlichen Mitteilungen durch Hausarzte und Todesanzeigen

hervor. Die mittlere Follow-Up-Zeit liegt bei 22 Monaten.

2.5 Statistische Methoden

Die erhobenen Daten wurden in eine FileMaker-Datenbank (Filemaker GmbH,
Deutschland) eingepflegt und mithilfe von SPSS 24 (IBM Corp., Armonk, NY,
USA) ausgewertet. Die Uberlebensanalyse wurde nach Kaplan-Meier geplottet
und Unterschiede mit dem Log-Rank-Test verglichen. Unterschiede in
Merkmalen wurden mittels t-Test, Chi-Quadrat-Test oder exaktem Fischer-Test
auf Signifikanz geprift. Hierfir wurden frei zugéngliche Rechner unter

http://www.physics.csbsju.edu/stats/ genutzt. Als statistische

Signifikanzschwelle wurde p<0,05 gesetzt.
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2.6 Datenstruktur

Es wurden nicht alle Patienten fir alle Auswertungen berucksichtigt. Die
Beschreibung von Demographie, Raucherstatus, Histologie und Stadien umfasst
noch alle 70 Patienten. Zwecks besserer Vergleichbarkeit wurden fir die
Auswertung der molekularpathologischen Daten nur die 56 nach LUN 4
getesteten Patienten berlicksichtigt. Die Uberlebensanalyse beschreibt das
Uberleben ab Eintritt in ein fortgeschrittenes Stadium (llIB oder 1V), dieses
erreichten 65 Patienten. Zur Veranschaulichung siehe das Flussdiagramm in
Abbildung 3.

Gesamt: 70
[z
LUN 3 LUN 4
Exon 14: 60 E16: 3
E17:5
E18: 1
E19: 1
Stadium IlIB/IV
nicht erreicht Stadium [IIB/IV erreicht: 65

g)ﬁ
B/O

Legende | BSC Systemische Therapie
E: Exon
BSC: Best Supportive

Care
B/O: Bestrahlung/

Operation
IT:  Immuntherapie keine IT IT

Abbildung 3: Flussdiagramm zur Auswertungsstruktur. Autor: Carsten Schapers, Lizenz CC BY-SA 4.0

26



3 Ergebnisse

3.1 Beschreibung der Kohorte

3.1.1 Geschlechterverteilung, Altersstruktur, Raucheranamnese

Von den 70 Patienten waren 51,4 % (n=36) Manner und 48,6 % (n=34) Frauen.
Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 75 Jahren. Manner waren dabei mit 73
Jahren etwas junger als Frauen mit 76 Jahren. Das mediane Alter der MET-Exon-
14-mutierten Patienten war mit 77 Jahren hoher als das der ubrigen MET-
mutierten (65 Jahre, p=0,002).

Alter bei Erstdiagnose

1279 Mittelwert = 75,01
St -Abw. =9 34
_ M=70

10 m

Haufigkeit

L |

T ! T T T T |
40,00 50,00 50,00 0,00 80,00 90,00 100,00

Alter bei Erstdiagnose

Abbildung 4: Balkendiagramm zur Altersverteilung

In der Kohorte stellten Nieraucher mit 38,6 % (n=27) die gréi3te Gruppe, gefolgt
von Exrauchern mit 32,9 % (n=23) und aktiven Rauchern mit 21,4 % (n=15). Bei

5 Personen (7,1 %) war der Raucherstatus nicht eruierbar (vgl. Tabelle 4).
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Tabelle 4: Raucheranamnese

Haufigkeit Prozent
aktiv 15 21,4
friher 23 32,9
nie 27 38,6
unbekannt 5 7,1
Gesamt 70 100,0

Die aktiven und friheren Raucher kommen auf eine kumulative Gesamtdosis von
im Mittel 38 Pack Years. Untenstehende Tabellen geben Aufschluss Uber die
Charakteristika der drei Gruppen. Hier zeigt sich, dass die aktiven Raucher mit
im Mittel 51 PY eine deutlich hohere Tabakbelastung als die Exraucher mit 31
PY haben, die auRerdem im Mittel seit 21 Jahren rauchfrei sind. Auffallig ist, dass
das mittlere Erkrankungsalter der aktiven Raucher mit 71 Jahren deutlich

niedriger ist als das der Exraucher und Nieraucher mit fast 77 Jahren (Tabelle 5).

Tabelle 5: Alter bei Erstdiagnose und Angaben zur Rauchanamnese

Aktive Raucher

Standardabweic

N Minimum Maximum Mittelwert hung
Pack Years 12 25,0 80,0 50,833 16,0728
Alter bei Erstdiagnose 15 48,00 86,00 71,0667 11,04191

Friihere Raucher

Standardabweic

N Minimum Maximum Mittelwert hung
Pack Years 20 1,0 90,0 31,200 24,5927
Nichtraucherjahre 23 1,0 53,0 21,000 15,5095
Alter bei Erstdiagnose 23 52,00 89,00 76,7391 8,97581

Nieraucher

Standardabweic

N Minimum Maximum Mittelwert hung
Alter bei Erstdiagnose 27 51,00 88,00 76,5926 7,84592
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Der folgenden Abbildung 5 ist zu entnehmen, dass in dieser Kohorte die Manner

eher dem Rauchen zugeneigt sind als die Frauen, was moglicherweise einen Teil

des Altersunterschieds bei der Erstdiagnose erklart.

Balkendiagramm

154

Anzahl

current

former

Geschlecht

B méannlich
[l weiblich

never unbekannt

Raucherstatus

Abbildung 5: Geschlechtsverteilung nach Raucherstatus

3.1.2 Histologie und Stadien

Tabelle 6: Stadien bei Erstdiagnose

Haufigkeit Prozent
Stadium | 8 11,4
I 2 2,9
A 6 8,6
1B 5 7,1
v 49 70,0
Gesamt 70 100,0

Bei Erstdiagnose waren uber drei Viertel
der Tumoren in einem fortgeschrittenen
Stadium, das heif3t, in Stadium I[IIB oder
IV gemafd UICC 7 (Tabelle 6). Von den 12
in frthen Stadien diagnostizierten
Tumoren verzeichneten 7 einen spateren

Progress zu Stadium 11IB oder IV.
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Histologisch dominieren mit fast 90 % (n=62) die Adenokarzinome, gefolgt von
den Plattenepithelkarzinomen (n=5). In der Kohorte finden sich auRerdem je ein
adenosquamdoses, sarkomatoides und neuroendokrines Karzinom. Unter den
Adenokarzinomen findet sich ein fast ausgeglichenes Geschlechterverhaltnis mit
33 Ménnern (53,2 %) und 29 Frauen (46,8 %).

Tabelle 7: Histologie

Haufigkeit Prozent
Gultig  Adenkarzinom 62 88,6
Adenosquamoses Karzinom 1 1,4
Plattenepithelkarzinom 5 71
Sarkomatoides Karzinom 1 1,4
Neuroendokrines Karzinom 1 1,4
Gesamt 70 100,0
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Abbildung 6: Histologie
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Der Anteil der Adenokarzinome variiert in den Rauchergruppen. Unter den
aktiven Rauchern liegt er mit 80 % (n=12 von 15) am niedrigsten und unter den
Ex-Rauchern mit 95,7 % (n=22 von 23) am hochsten. Unter den Nie-Rauchern
betragt der Anteil 88,9 % (n=24 von 27).

3.1.3 Therapien in fortgeschrittenen Stadien

Da im NGM vor allem Tumoren in Stadien ab I1lIB nach UICC 7
molekularpathologisch untersucht werden, fokussiert sich die Auswertung der
Therapien auf solche, die ab Stadium IlIB verabreicht wurden. Da wie oben
erwahnt 5 Patienten friihe Krankheitsstadien nicht verlassen haben, bleiben 65
Therapieverlaufe zur Auswertung (vgl. Abbildung 3).

Tabelle 8: Therapien im fortgeschrittenen Stadium

Gultige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente

Therapie  Chemotherapie 27 38,6 41,5 41,5
Chemotherapie + TKI 5 7,1 7,7 49,2
Systemtherapie mit
Immuntherapie 12 1t 185 or.7
nur Bestrahlung 7 10,0 10,8 78,5
nur Bestrahlung + Operation 2 2,9 3,1 81,5
nur BSC 12 17,1 18,5 100,0
Gesamt 65 92,9 100,0

Fehlend 999 5 7.1

Gesamt 70 100,0

Es zeigt sich, dass etwa zwei Drittel (n=44) der Patienten Systemtherapien
erhalten haben. Davon erhielten 27 eine alleinige Chemotherapie. 5 Patienten
erhielten zusatzlich zur konventionellen Chemotherapie einen TKI, davon 3
Erlotinib, einer Nintendanib und einer Crizotinib (!). 12 Patienten erhielten die
Checkpointinhibitoren Nivolumab oder Pembrolizumab, entweder ausschliellich
oder nach vorherigen Chemotherapien oder Therapien mit Tyrosinkinase-

Inhibitoren (n=3, je einer Crizotinib, Capmatinib und Afatinib). Patienten, die
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jemals mit einem ICI behandelt worden waren, sind unter ,Systemtherapie mit
Immuntherapie“ zusammengefasst worden. Von diesen Patienten waren
8 positiv fur PD-L1, einer negativ und 3 nicht getestet. Bei den ubrigen 21
Patienten wurde keine Systemtherapie durchgefihrt. 9 (13,9 %) wurden
bestrahlt, 2 davon auch noch operiert. 12 Patienten (18,5 %) wurden im Sinne

einer Best Supportive Care (BSC) symptomatisch behandelt (Tabelle 8,
Abbildung 7).

Therapien im Fortgeschrittenen Stadium
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Chemotherapie Chemotherapie + Systemtherapie nur Bestrahlung nur Bestrahlung nur BSC
THI mit Immurtherapie + Operation

Abbildung 7: Balkendiagramm zu Therapien im fortgeschrittenen Stadium

3.2 Molekularpathologische Charakteristika

Wie beschrieben kamen bei der Durchfihrung der DNA-Sequenz-Analysen
mittels NGS zwei unterschiedliche Panel zum Einsatz: LUN 3 und LUN 4. In
beiden Panels werden Exon-14-Mutationen erfasst, aber nur das LUN 4 Panel
sequenziert auch die Exone 16-19. In dieser Kohorte wurden 20 % (n=14) der
Tumorproben nach LUN 3 analysiert, 80 % (n=56) nach LUN 4.
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3.2.1 MET-Mutationen

Zur Ermittlung der Verteilung der Mutationen auf die Exone des MET-Gens
kénnen nur die nach LUN 4 getesteten Falle herangezogen werden. Hier ergibt
sich folgendes Bild:

Tabelle 9: Verteilung der Mutationen auf MET-Exone

Haufigkeit Prozent
Exon 14 46 82,1
16 3 54
17 5 8,9
18 1 1,8
19 1 1,8
Gesamt 56 100,0

82,1 % (n=46) der Mutationen liegen in Exon 14, die restlichen betreffen die fur
die Tyrosinkinase-Domane codierenden Exone, wobei Exon 17 mit 8,9 % (n=5)
vor Exon 16 mit 5,4 % (n=3) Fallen fihrt. Exone 18 und 19 sind seltener betroffen.
Unter den 10 Karzinomen mit Mutationen auf3erhalb Exon 14 waren 8

Adenokarzinome, 1 Plattenepithelkarzinom und 1 sarkomatoides Karzinom.

Lokalisierung der Mutationen nach Exon
Panel: LUN 4
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Abbildung 8: Balkendiagramm zur Verteilung der MET-Mutationen auf die Exone
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3.2.2 Komutationen

Die haufigste Komutation bei MET-Mutation sind Mutationen des
Tumorsuppressorgens TP53 (n=16, 28,6 %), die nicht als Treibermutationen
zéhlen. Die haufigsten Komutationen in Onkogenen sind Mutationen des KRAS-
Gens (n=6; 8,6 %), gefolgt von PIK3CA (n=4; 5,7 %). Die Angaben folgen zur
besseren Vergleichbarkeit den 56 Sequenzierungen mit LUN 4 (vgl.
Abbildung 3).

Tabelle 10 stellt dar, dass drei Viertel (n=43) aller MET-mutierten NSCLC ohne
zusatzliche Treibermutation auftreten. 14,3 % (n=8) treten mit einer weiteren
Treibermutation auf, halb so viele (n=4) mit zwei weiteren Treibermutationen und

rund 2 % (n=1) liegen mit drei weiteren Treibermutationen vor.

Tabelle 10: Anzahl der Komutationen auf3er TP53 (LUN 4)

Haufigkeit Prozent
Anzahl der 0 43 76,8
Komutationen 1 8 14,3
2 4 7,1
3 1 1,8
Gesamt 56 100,0

Bei Betrachtung nach Ort der Mutation (Exon 14 gegen Exone 16-19) ergibt sich
folgende Tafel (Tabelle 11):

Tabelle 11: Komutationen und Ort der MET-Mutation

Anzahl der Komutationen Exon 14 (n=46) Exone 16-19 (n=10)
0 38 5
1 6 2
2 1 3
3 1 0
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Waéhrend also 82,6 % der Exon-14-Mutationen solitar sind, trifft dies nur auf 50 %
der Mutationen in den Exone 16 bis 19 zu. Dieser Unterschied ist signifikant
(p=0,015).?

Die Komutationen der Exon-14-mutierten NSCLC verteilen sich wie in Tabelle 12

dargestellt.

Tabelle 12: Komutationen der Exon-14-Mutation

n Komutation

KRAS

KEAP1

FGFR2

KRAS + NFE2L2

PTEN + NFE2L2 + DDR2

N L

Insbesondere Exon-17-Mutationen treten fast immer mit Komutationen auf
(Tabelle 13). Von den 5 Tumoren mit Exon-17-Mutationen wiesen 3 noch 2
weitere Komutationen auf, einer weist eine Komutation auf, und nur einer hat
keine Komutationen. Die haufigsten Komutationen sind PIK3CA (3 Funde) und
KRAS (2 Funde).

Tabelle 13: Anzahl der Komutationen bei Exon-17-mutierten Tumoren (ohne TP53)

Haufigkeit Prozent
Anzahl der 0 1 20,0
Komutationen 1 1 20,0
2 3 60,0
Gesamt 5 100,0

Exon-16-Mutationen treten in unserer Kohorte in 2 von 3 Fallen ohne
Komutationen auf. In einem Fall findet sich zusatzlich die EGFR-Mutation
c.2470G>C.

Die beiden Mutationen in Exon 18 und 19 treten ohne Komutationen auf.

2 Exakter Fisher-Test, http://www.physics.csbsju.edu/cgi-bin/stats/exact
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3.2.3 FISH und MET-Amplifikation

Unsere 70 Patienten mit MET-Mutation wurden durchgéngig mittels Fluoreszenz-
in-situ-Hybridisierung (FISH) auf MET-Amplifikation getestet. Andere Gene
wurden unregelmafiiger hybridisiert. Es treten keine Amplifikationen respektive
Translokationen auRer MET-Amplifikationen auf. Tabelle 14 gibt einen Uberblick

Uber die Ergebnisse der FISH.

Tabelle 14: FISH bei MET-mutierten NSCLC

getestet n (% von positiv n (% der
Gen 70) Getesteten)

MET-Amp. 70 (100) 14 (20)
ALK-Transl. 34 (48,6) 0
ROS-Transl. 46 (65,7) 0
RET-Transl. 45 (64,3) 0
FGFR1-Amp. 6 (8,6) 0
HER2-Amp. 3(4,3) 0

Wie der Tabelle 14 zu entnehmen ist, zeigen 20 % (n=14) der Tumoren eine
MET-Amplifikation. Davon waren je 50 % (n=7) high Level respektive low Level
amplifiziert. Bei der Betrachtung der Komutationen zeigt sich: die Halfte (n=7) der
MET-amplifizierten Tumoren hatte eine TP53-Mutation, nur einer (7,1 %) hatte
eine andere Komutation (KRAS). Unter den nicht Amplifizierten liegt der Anteil
der TP53-Mutationen niedriger, dafir treten mehr Mutationen in potenziellen
Onkogenen auf.
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Anzahl der Co-Mutationen (auBer TP53)
Veorliegen MET-Amplifikation: nein
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Abbildung 9: Anzahl der Komutationen (auf3er TP53) bei nicht-MET-amplifizierten
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3.2.4 IHC und PD-L1-Expression

Zur Erhebung des Genexpressionsstatus steht die Anfarbung in der
Immunhistochemie (IHC) zur Verfigung. Es bestanden Méglichkeiten zur IHC
von ALK, HER2, cMYC, EGFR, MET, DLL3, NTRK123 und PD-L1. Nur bei einer
Minderheit der Proben war eine immunhistochemische Anfarbung durchgeftihrt
worden. Auf MET-Uberexpression wurde nicht getestet, da hier keine
zusatzlichen Informationen erwartet wurden. Knapp die Halfte (48,6 %, n=34) der
Patienten wurde auf PD-L1-Expression getestet. Von diesen sind 76,5 % (n=26)
positiv (Tabelle 15).

Tabelle 15: IHC bei NSCLC

getestet n (% von 70) positiv n (% von getestet)

MET 0 0

ALK 22 (31,4) 0

HER2 7 (10) 3 (43)

NTRK123 1(1,4) 0

PD-L1 34 (48,6) 26 (76,5)
cMYC,
EGFR,

DLL3 0 0
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3.3 Uberlebensanalyse (ab 11IB/IV)

Die mediane Uberlebenszeit ab Stadium IlIB/IV (von 65 Patienten erreicht, s.
Abbildung 3) liegt in dieser Kohorte bei 8 Monaten, die durchschnittliche
Uberlebenszeit betragt knapp 11 (10,815) Monate. Ein Viertel lebte langer als 16
Monate (vgl. Tabelle 16 und Abbildung 10).

Uberlebensfunktion

—kerlebensfunktion

1,0 T_ —+— Zensiert

0,5

0,677
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0.2

0,0

OS ab HIBIV

Abbildung 10: Kaplan-Meier-Kurve zum Uberleben ab Stadium 11IB/IV

Tabelle 16: Perzentile Uberlebenszeit

25,0 % 50,0 % 75,0 %

Schétzer | Standardfehler | Schatzer | Standardfehler | Schétzer | Standardfehler

16,000 2,751 8,000 1,388 4,000 0,759
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Die mediane Beobachtungszeit der Patienten in Stadium [IIB oder IV liegt bei

22 Monaten.

Follow-Up-Zeit

MJberlebens funition
1.0 {— Zensiert

0,85

0,6

0,47

Kum. Uberleben
+

0,29

0,0

T T T T T
0 10 20 30 40

Beobachtungszeit ab lIIBIV

Abbildung 11: Kaplan-Meier-Kurve zur Darstellung der Beobachtungszeit. Zensierte Daten markieren den
Tod des Patienten.

Im Folgenden wird das Uberleben unter epidemiologischen, pathologischen und

therapeutischen Gesichtspunkten analysiert.
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3.3.1 Nach Geschlecht und Raucherstatus

Zwischen Mannern und Frauen zeigt sich kein statistisch signifikanter
Unterschied. Die mediane Uberlebenszeit liegt zwar bei 9 Monaten fiir die
Manner und 7 Monaten fur die Frauen, aber dieser Unterschied ist mit einem p-
Wert von 0,618 wahrscheinlich zuféllig bedingt.

Die Auswertung nach Raucherstatus ergibt den paradoxen Befund, dass die Ex-
Raucher mit 6 Monaten gegentuber 9 Monaten (Raucher) und 10 Monaten (Nie-
Raucher) die kurzeste mediane Uberlebenszeit haben. Mit einem p-Wert von
0,739 beim Vergleich der Ex-Raucher mit den aktiven Rauchern wird das

geforderte Signifikanzniveau allerdings sehr deutlich verfehlt.
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Abbildung 12: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven fiir aktive (current), friihere (former) und Nieraucher
(never)
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3.3.2 Nach Histologie
Das Uberleben der Adenokarzinom-Patienten stimmt mit einem Median von 8

Monaten mit dem Uberleben der Gesamtkohorte (iberein. Patienten mit

Plattenepithelkarzinom leben dagegen nur halb so lange (Median 4 Monate),

durch die geringe Anzahl der Plattenepithelkarzinome (n=4) ist diese Aussage

aber nicht besonders sicher (p=0,067).
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Abbildung 13: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven bei Tumoren unterschiedlicher Histologie
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In  einem nachsten Schritt werden alle nicht-Plattenepithelkarzinome
zusammengefasst und den Plattenepithelkarzinomen gegenubergestellt
(Abbildung 14). Der beobachtete Unterschied liegt bei 4 Monaten
(Plattenepithelkarzinom, PEC) gegen 8 Monate (non-PEC) (p=0,054

Signifikanzniveau verfehlt).
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Abbildung 14: Uberleben der Plattenepithelkarzinome gegen andere Karzinome
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3.3.3 Nach Ort der MET-Mutation

Bei Aufschliisselung nach Exon zeigt sich: Das Uberleben der groRten
Untergruppe, der Exon-14-Mutierten (n=55) entspricht mit median 8 Monaten
dem medianen Uberleben des Gesamtkollektivs (Tabelle 17, 18, Abbildung 15).
Die Werte der anderen Untergruppen liegen dariiber oder darunter, aufgrund der

geringen Fallzahlen sind diese Unterschiede aber stark vom Zufall abhangig.

Tabelle 17: Ubersicht iiber Gesamth&ufigkeit der Mutationen und Sterbeereignisse

Lokalisierung der Mutationen Anzahl der Zensiert

nach Exon Gesamtzahl Ereignisse N Prozent
14 55 44 11 20,0
16 3 3 0 0,0
17 5 3 2 40,0
18 1 1 0 0,0
19 1 1 0 0,0
Gesamt 65 52 13 20,0
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Tabelle 18: Uberlebenszeit Perzentile

25,0 % 50,0 % 75,0 %
Lokalisierung der Standardfehl Standardfehl Standardfehl
Mutationen nach Exon Schatzer er Schatzer er Schatzer er
14 16,000 2,868 8,000 1,487 3,000 0,642
16 25,000 12,000 8,981 1,000
17 7,000 0,796 6,000 5,477
18 8,000 8,000 8,000
19 5,000 5,000 5,000
Gesamt 16,000 2,751 8,000 1,388 4,000 0,759
Uberlebensfunktionen
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1.07 -I; der
Mutationen
nach Exaon
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Abbildung 15: Uberlebenskurven fiir unterschiedliche MET-Mutationen
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Zur Vereinfachung werden die Exon-14-Mutationen den Mutationen auf3erhalb
des Exons 14 gegenubergestellt (Abbildung 16). Der Ort der MET-Mutation
scheint keine Auswirkungen auf die mediane Uberlebenszeit zu haben
(Exon 14: 8 Monate; non-Exon-14: 7 Monate; p=0,475).
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Abbildung 16: Uberleben nach Exon-14 vs. non-Exon-14-Mutation
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3.3.4 Nach MET-Amplifikation

Es zeigt sich kein Unterschied zwischen Tumoren mit (Median 6 Monate, n=14)
und ohne (Median 8 Monate, n=51) MET-Amplifkation (p=0,586), vgl.
Abbildung 17.
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Abbildung 17: Uberlebensanalyse nach Vorliegen einer MET-Amplifikation

Die Aufteilung in high-Level-Amplifizierte (n=7) und low-Level-Amplifizierte (n=7)
ergibt einen groReren Unterschied im medianen Uberleben (Abbildung 18). 6
Monate im Fall der high-Level-Amplifizierten gegen 11 Monate bei den low-Level-
Amplifizierten ist zwar plausibel, das Ergebnis verfehlt mit p=0,274 aber das
geforderte Signifikanzniveau deutlich. Die nicht Amplifizierten liegen mit 8
Monaten dazwischen, aber auch hier sind die Unterschiede zu den beiden

anderen Gruppen nicht signifikant (p=0,586).
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Abbildung 18: Uberleben nach MET-Amplifikationslevel im Vergleich zu nicht-amplifizierten

3.3.5 Nach TP53-Mutation
Das Vorhandensein von TP53-Mutationen bedeutet statistisch nicht signifikante

(p=0,241), gering ausgepragte Unterschiede in der medianen Uberlebenszeit

(Tabelle 19, Abbildung 19). Ein realer Unterschied ist unwahrscheinlich.

Tabelle 19: Uberlebenszeit-Perzentile bei Tumoren mit und ohne TP53-Mutation

25,0 % 50,0 % 75,0 %
Vorliegen einer TP53 Standardfehl Standardfehl Standardfehl
Mutation Schatzer er Schatzer er Schatzer er
ja (n=20) 11,000 1,316 7,000 2,082 2,000 1,291
nein (n=40) 18,000 2,825 8,000 2,033 4,000 0,785
Gesamt 16,000 2,751 8,000 1,388 4,000 0,759
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Abbildung 19: Uberlebenskurven fiir Tumoren mit und ohne TP53-Mutation

3.3.6 Nach Anzahl der Komutationen

Auch in der Analyse nach Anzahl der Komutationen ohne TP53-Mutationen
zeigen sich keine statistisch signifikanten Unterschiede. Patienten ohne
Komutationen und solche mit 2 Komutationen liegen im medianen Uberleben
sehr nah beieinander (8 gegen 7 Monate). Patienten mit nur einer Komutation
haben dagegen mit 4 Monaten im Median deutlich kirzer gelebt — bei einem p-
Wert von 0,461 ist die Wahrscheinlichkeit fur einen Zufall aber hoch. Der Blick
auf den Kaplan-Meier-Plot zeigt, dass die Uberlebenskurven sehr nah

beieinander liegen und sich kreuzen (Tabelle 20, Abbildung 20).
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Tabelle 20: Ubersicht Sterbefélle nach Anzahl der Komutationen und Perzentile der Uberlebenszeit

Anzahl der Komutationen Anzahl der Zensiert
(auBer TP53) Gesamtzahl Ereignisse N Prozent
0 52 41 11 21,2
1 8 7 1 12,5
2 4 3 25,0
3 0 0,0
Gesamt 65 52 13 20,0
0,
Anzahi der 25,0 % 50,0 % 0%
Komutationen  (aulRer Standardfehl Standardfehl Standardfehl
TP53) Schatzer er Schatzer er Schatzer er
0 16,000 2,959 8,000 1,788 3,000 0,689
1 12,000 4,899 4,000 4,243 1,000
2 10,000 7,000 2,000 6,000
3 8,000 8,000 8,000
Gesamt 16,000 2,751 8,000 1,388 4,000 0,759
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Abbildung 20: Uberleben nach Anzahl der Komutationen
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3.3.7 Nach PD-L1-Status

Man konnte erwarten, dass die Expression von PD-L1 zu einer schlechteren
Uberlebenserwartung fiihrt. Tatsachlich liegt die mediane Uberlebenszeit bei PD-
L1-Positivitat (n=26) mit 7 Monaten deutlich unter den 11 Monaten bei PD-L1-
Negativitat (n=7). Wegen der niedrigen Fallzahlen liegt das Ergebnis aber wieder

Uber der Signifikanzschwelle (p=0,525).
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Abbildung 21: Uberleben nach PD-L1-Status

Auffallig ist, dass die Uberlebenskurve der nicht auf PD-L1 Getesteten (mediane
Uberlebenszeit 8 Monate) zunédchst sehr eng mit der Kurve der positiv Getesteten
verlauft, sich spater davon trennt und der Kurve der negativ Getesteten annahert
(Abbildung 21). Dies ist moglicherweise Ausdruck der Verteilung von Tumoren

mit und ohne PD-L1-Expression in der Gruppe der nicht Getesteten.
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3.3.8 Nach Therapie

Eine wesentliche Fragestellung war, welchen Einfluss die Therapien auf das
Uberleben der Patienten haben. Nicht tiberraschend hatten die Patienten, die nur
eine symptomorientierte Therapie erhielten, die kirzeste mediane
Uberlebenszeit (2 Monate). Demgegeniber stehen 4 Monate fir die Patienten,
die noch palliative Bestrahlungen und Resektionen erhalten haben. Der
Unterschied ist nicht signifikant (p=0,211).

Deutlich besser ist das Uberleben der Patienten, die eine Systemtherapie
erhalten haben. Alle drei Gruppen (nur Chemotherapie, Chemotherapie mit TKI,
jede Therapie mit Immuntherapie) haben signifikant langer gelebt als die

Patienten ohne Systemtherapie (p<0,05), vgl. Abbildung 22.
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Abbildung 22: Uberleben nach Therapieform
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Innerhalb der Gruppe der Systemtherapien fallen eindeutige Aussagen schwerer.
Zwar haben Patienten, die eine Immuntherapie erhalten haben, mit median 23
Monaten die langste Uberlebenszeit, allerdings waren in dieser Gruppe am Ende
des Beobachtungszeitraums noch 5 von 12 Patienten am Leben. Der
Unterschied zum medianen Uberleben der Chemotherapie-Gruppe (10 Monate)
ist daher nicht signifikant (p=0,142). Auch die anderen Unterschiede zwischen
den Systemtherapien sind statistisch nicht signifikant, auch wenn sich gerade im
Hinblick auf Immuntherapien Tendenzen abzeichnen. Zwar erhielten 3 Patienten
MET-spezifische TKI (s. Kapitel 3.1.3), eine Uberlebensanalyse war bei dieser

Fallzahl allerdings nicht sinnvoll durchzufthren.
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3.3.9 Die Rolle von platinbasierter Chemotherapie

Eine Frage, die zu klaren war, war der Nutzen von Platin in der Behandlung MET-
mutierter Bronchialkarzinome. Analysiert wurde das Uberleben der Patienten, die
Systemtherapie ohne Immuntherapie erhalten haben (Abbildung 23). Dies waren

44 Patienten, von denen 35 Platin erhielten.
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Abbildung 23: Uberlebenszeit bei platinbasierter Chemotherapie gegen nicht-platinbasierter
Chemotherapie

Die nicht mit Platin behandelten Patienten lebten mit im Median 16 Monaten 5
Monate langer als die mit Platin behandelten (11 Monate, p=0,940). Ein
relevanter Unterschied kann anhand dieser Daten also nicht behauptet werden.
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3.3.10 Die Immuntherapien

Zur Vereinfachung wurden drei Gruppen gebildet: Keine Systemtherapie,

Systemtherapie

inklusive TKI und Systemtherapie mit Immuntherapie

(Nivolumab und Pembrolizumab).

Die Gruppe der nicht systemisch Behandelten zeigt nun ein medianes Uberleben

von 3 Monaten, die der systemisch ohne Immuntherapie Behandelten 10 Monate

(Unterschied statistisch signifikant, p<0,01) und die Patienten, die Inmuntherapie

erhielten, lebten im Median 23 Monate (Abbildung 24). Der Unterschied zwischen

Systemtherapie mit und ohne Immuntherapie ist nicht signifikant (p=0,112).

Uberlebensfunktionen

0,577

0,5

0.4+

Kum. Uberleben

0,2

0,0

Therapien

1 Chemotherapien (inkl. TEI)
— Immunrtherapie (inkl.
ancerer Therapien
keine Systemtherapie
Chemotherapien (inkl. TKI)-
= zensiert
Immurtherapie (inkl.
—anderer Therapien-
zensiert
keing S_rs*tenﬂherapie-
zensiel

Uberleben ab lIBIV

Abbildung 24: Uberleben bei Aufteilung in 3 Therapie-Gruppen

Um die Frage zu klaren, ob vor allem solche Patienten Immuntherapie erhielten,

die ohnehin lange lebten, wurde die Gruppe genauer angesehen. Die

Immuntherapie begann im Median 7 Monate nach Eintritt in Stadium I1IB oder IV.
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Fur 8 der 12 Patienten war es die Zweitlinientherapie, fur 2 die erste Linie und fur
jeweils einen Patienten die dritte bzw. vierte Linie (Abbildung 25). Zur néheren
Untersuchung des beobachteten  Uberlebensvorteils  verglichen  wir
Zweitlinientherapien mit und ohne ICI und ermittelten auch das progressionsfreie
Uberleben (PFS). Das mediane PFS unterscheidet sich hier nicht mit 85 Tagen
bei Immuntherapien (n=8) und 88 Tagen bei konventioneller Chemotherapie
(n=7). Die Uberlebenszeit lag bei 12 Monaten unter Immuntherapie und 16
Monaten bei konventioneller Chemotherapie (p=0,886).

Immuntherapie als Linie

5=

Hiufigkeit

2—

! T | T
1st Line 2nd Line 3rd Line 4th Line

Immuntherapie als Linie

Abbildung 25: Darstellung, in welcher Therapielinie ICI verabreicht wurden

Da nicht jeder mit Immuntherapie behandelte Patient auch tatsachlich PD-L1
exprimierte, wurde nun die Kohorte derer, die mindestens Stadium 1B
erreichten, in die Gruppen der PD-L1 positiven und der nicht-positiven (negativ
und nicht getestet) aufgeteilt und das Uberleben analysiert (n=65).
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Tabelle 21: Ubersicht iiber Uberlebensdaten nach PD-L1-Status und erhaltener Therapie

Anzahl der Zensiert
PD-L1 Therapie Gesamtzahl Ereignisse N Prozent
ositiv Systemtherapie ohne
P Y p 7 4 3 42,9
Immuntherapie
Systemtherapie mit
) 8 5 3 37,5
Immuntherapie
keine Systemtherapie 11 10 1 9,1
Gesamt 26 19 7 26,9
nicht positiv ~ Systemtherapie ohne
] 25 22 3 12,0
Immuntherapie
Systemtherapie mit
) 4 2 2 50,0
Immuntherapie
keine Systemtherapie 10 9 1 10,0
Gesamt 39 33 6 15,4

Wie in Tabelle 21 dargestellt zeigt sich, dass 42,3 % (n=11) der insgesamt 26
PD-L1 positiven keine Systemtherapie mehr erhalten haben, wohingegen dies
nur bei 25,6 % (n=10) der 39 nicht-positiven der Fall war. Nur 30,7 % (n=8) der
PD-L1 positiven erhielten eine Immuntherapie, die restlichen bekamen eine
Systemtherapie ohne Immuntherapie. Von den 39 nicht-positiven erhielt die
Mehrheit von 64,1 % (n=25) eine Chemotherapie ohne Immuntherapie. 4

erhielten eine Immuntherapie.

Die 4 Patienten mit ICI, deren PD-L1-Status nicht bekannt oder negativ ist, lebten
im Vergleich zu den nicht-PD-L1-positiven ohne Immuntherapie mehr als doppelt
so lange (p=0,079). Fir weitere Uberlebenszeiten, vgl. Tabelle 22 mit den
medianen Uberlebenszeiten, sowie Abbildungen 26 und 27.
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Tabelle 22: Mediane Uberlebenszeiten verschiedener Therapien nach PD-L1-Status in Monaten

PD-L1-Status Systemtherapie Systemtherapie Keine Gesamt
ohne ICI mit ICI Systemtherapie
PD-L1 positiv 8 12 4 7
PD-L1 nicht 10 23 2 10
positiv
Uberlebensfunktionen
PDL1: positiv
10 Therapie
Systemtherapie ohne
Immurtherapie
" — Systemtherapie mit
Immurtherapie
08— keine Systemtherapie
! Systemtherapie ohne
Immurtherapie-zensiert
+ | Systermtherapie mit
c Immurtherapie-zensiert
a keine Systemtherapie-
L8 g zensiert
o
=
@
£ |
2
E g4
S 04
=
0,2+
0,07
T T T T T
0 5 10 15 20
OS ab BNV

Abbildung 26: Uberleben PD-L1-positiver nach Therapie
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Uberlebensfunktionen
PDL1: nicht positiv
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Abbildung 27: Uberleben PD-L1-nicht-positiver (negativ und nicht getestet) nach Therapie
Zusammenfassend gibt es anhand dieser Daten eher keinen plausibel

anzunehmenden Nutzen der Immuncheckpointinhibitoren bei MET-mutierten
NSCLC.
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4 Diskussion

Bei dieser Arbeit handelt es sich um die erste gréf3ere Studie zu Epidemiologie,
molekularpathologischen Charakteristika und Uberleben deutscher Patienten mit
MET-mutiertem NSCLC. Wir identifizierten 70 Patienten, deren Tumorproben
zwischen 2013 und 2016 im Netzwerk Genomische Medizin (NGM) mittels Next
Generation Sequencing (NGS) gensequenziert wurden. Diese Patienten hatten,
in Ubereinstimmung mit vorherigen Studien mit amerikanischen und asiatischen
Patienten, erhohte Anteile an Frauen und Nierauchern sowie ein hoheres
Erkrankungsalter. So zeigte sich in unserer Kohorte ein ausgeglichenes
Geschlechterverhaltnis. Die aktiven Raucher machten nur 21 % (n=15) der
Patienten aus. Die Patienten waren bei Erstdiagnose im Mittel 75 Jahre alt (77
Jahre im Fall der Exon-14-mutierten). Histologisch dominierten mit 89 % (n=62)
die Adenokarzinome. Die MET-Mutation blieb in 77% (43 von 56 nach LUN4
sequenzierten) der Tumorproben die alleinige Treibermutation. Nur 9% (n=>5)
hatten mehr als eine weitere Mutation. MET-Exon-14-Mutationen hatten im
Vergleich zu anderen MET-Mutationen signifikant seltener Komutationen
(p=0,015). In das MET-Exon 14 fielen 82 % (n=46) der MET-Mutationen. Die
restlichen 18 % (n=10) verteilten sich auf die Exone 16-19. Die Ergebnisse
stutzen die Annahme, dass MET-Exon-14-mutierte Adenokarzinome der Lunge
ein eigenstandiger Subtyp sind. Im Mittel lebten die Patienten 8 Monate nach
Eintritt in ein fortgeschrittenes Stadium (11IB/1V). Zwischen einigen Untergruppen
zeigten sich dabei Tendenzen: Plattenepithelkarzinome hatten ein schlechteres
Uberleben als andere histologische Typen (4 gegen 8 Monate, p=0,054,
Signifikanzniveau verfehlt). Patienten, die noch eine Systemtherapie erhalten
haben, lebten langer als Patienten ohne Systemtherapie (p<0,05). Auffallig war
die Uberlebenszeit der Patienten, die Immuntherapie erhalten hatten. Mit 23
Monaten lag sie weit Uber den 10 Monaten der Patienten mit anderen
Systemtherapien (p=0,112, nicht signifikant). Wir werten dies als eine
Datenverzerrung, da vor allem Patienten, die bereits lange gelebt hatten, am
Ende des Beobachtungszeitraums dieser Arbeit die dann erst in der Klinik

eingesetzten Checkpointinhibitoren erhielten. Mehrere Patienten wurden noch
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mit TKI behandelt, darunter 3 mit den MET-spezifischen TKI Crizotinib oder
Capmatinib. Eine sinnvolle Uberlebensanalyse war bei dieser Fallzahl nicht

maoglich.

4.1. Starken und Schwachen

MET-Mutationen sind bei NSCLC ein eher seltenes Ereignis, trotzdem Ubertrifft
unsere KohortengroRe von 70 Patienten die meisten bisherigen Publikationen.
Unsere Studie liefert erstmals eine Uberlebensanalyse an deutschen Patienten
und betrachtet auch MET-Mutationen in den Exonen 16-19.

Dennoch sind 70 Patienten absolut gesehen wenig. Daher schwacht das
Problem kleiner Zahlen ihre Aussagekraft ab, denn selten waren statistisch
signifikante Unterschiede zu beobachten. Zwar haben wir selbst keine Patienten
ausgeschlossen, doch kann ein Selektionsbias durch das Einsendeverhalten der
Zuweiser nicht ausgeschlossen werden. In Bezug auf die Aussagen zur
Histologie und Epidemiologie des MET-mutierten NSCLC kdnnte eine Neigung
der Einsender, Plattenepithelkarzinome nicht zur Gensequenzierung
einzuschicken, die Ergebnisse verzerren. Moglicherweise hat die Tatsache, dass
vor allem fur Adenokarzinome gezielte Therapien zur Verfigung stehen, zu einer
Uberreprasentation von Adenokarzinomen unter den eingesendeten
Tumorproben gefuhrt. Wirtschaftliche Aspekte oder Vorstellungen Uber den

erwarteten Nutzen kdnnen zuséatzliche Verzerrungen beigetragen haben.

4.2 Epidemiologische Merkmale

Das mittlere Erkrankungsalter unserer Kohorte liegt bei 75 Jahren. Mit 77 Jahren
liegt das Erkrankungsalter der MET-Exon-14-mutierten am oberen Ende der
bislang berichteten Werte, die von 72 Jahren bei Schrock et al. (2016) bis 76,7
Jahren bei Gow et al. (2017) reicht (vgl. Tabelle 23). Castiglione et al. (2019)
berichten ebenfalls 77 Jahre als mittleres Erkrankungsalter, die Studie greift
ebenfalls auf NNGM-Daten zurtick. Die Raucher-Anamnese unserer Kohorte folgt
mit einem hohen Anteil von Nierauchern ebenfalls den in dieser Gruppe

erhobenen Befunden (vgl. Literaturwerte in Tabelle 23). Der direkte Vergleich mit
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anderen Publikationen zu MET-Exon-14-mutierten wird dadurch eingeschrankt,
dass in diesen die Unterscheidung in aktive, frihere und Nieraucher nicht
getroffen wurde, sondern nur die Kategorien ,Raucher” und ,Nichtraucher®
gefuhrt werden. Aufschlussreich zur Einordnung dieser Zahlen ist der Vergleich
mit prospektiv erhobenen Daten aus dem Netzwerk Genomische Medizin
(Thomas et al. 2013). Diese reprasentieren samtliche von 2010 bis 2013
eingesandten Lungenkrebs-Proben. Im Vergleich zur Gesamtheit aller
Lungenkrebspatienten im NGM sind unsere Patienten mit MET-Mutation 8 Jahre
alter, der Anteil der Frauen war um 29 % hoher und der Anteil der Nie-Raucher
war fast 4 Mal so grol3. Unsere Veréffentlichung im Journal of Thoracic Oncology
(Kron et al. 2020) umfasst neben den MET-Exon-14-mutierten NSCLC dieser
Doktorarbeit auch 278 Patienten mit MET-amplifizierten Tumoren. Diese Kohorte
bietet sich als Vergleichsgruppe an. Dabei féllt auf, dass die Patienten mit
Mutationen in den MET-Exonen 16 bis 19 mit im Mittel 65 Jahren im gleichen
Alter wie die MET-amplifizierten erkrankten. Das Erkrankungsalter aller NGM-
Patienten mit NSCLC lag bei 67 Jahren. (Thomas et al. 2013) Der Anteil aktiver
Raucher ist unter allen MET-mutierten weniger als halb so hoch wie unter den
MET-amplifizierten (23 % zu 53,9 %), der Anteil der Nieraucher 10 mal so hoch
(41,6 % zu 4,3 %). Unter den MET-amplifizierten sind knapp zwei Drittel
mannlich.

Damit bestétigt sich die Beobachtung, dass MET-Exon-14 mutierte NSCLC vor
allem Altere, Frauen und Nieraucher treffen, nicht nur im Vergleich mit der
publizierten Literatur, sondern auch durch die NGM-interne Kontrolle.

Andere MET-mutierte NSCLC scheinen dagegen keine besonderen

epidemiologischen Merkmale aufzuweisen.
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Tabelle 23: Vergleich der demographischen Charakteristika zwischen verschiedenen Publikationen

Unsere Daten (Zheng et al. (Tong et al. (Schrock et al. (Gow et al. (Castiglione et (Thomas et al. (Kron et al.
2016) 2016) 2016) 2017) al. 2019) 2013) 2020)
Gesamtzahl 70 21 18 298 27 26 3863 278
Alter 75 n/a 73,7 72 76,7 77 67 65
Geschlecht
m 51,4 % 33,3% 61,1 % 39,6 % 55,6 % 46,1 % 62,8 % 63,3 %
w 48,6 % 66,7 % 38,9 % 60,4 % 44,4 % 53,8 % 37.2% 36,7 %
Raucher
aktiv/je 23 % 19,05 % 50 % 54 % 40,7 % 38 % 89 % 52,9 %
ex 35,4 % 39,6 %
nie 41,6 % 80,95 % 50 % 84 % 62 % 11% 4,3%
Anmerkung nur Adeno nur Adeno Vergleichs- MET-
gruppe amplifizierte
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4.3 Stadien und Histologie

Die meisten Erkrankungen (77 %) wurden in fortgeschrittenen Stadien
diagnostiziert. Zum Vergleich untersuchten Zheng et al. (2016) vor allem friihe
Stadien. Nur 5 % (n=1) der von ihnen identifizierten Adenokarzinome mit MET-
Exon-14-Skipping-Mutation hatten ein hoheres Stadium als Stadium Il erreicht.
Diese Zahlen sind daher nur mit Einschrankung zu vergleichen. Nach den
Einschlusskriterien des NGM werden dort nur Tumoren im fortgeschrittenen
Stadium 11IB/IV genotypisiert. Molekulare Diagnostik in friiheren Stadien stellt
eine seltene Ausnahme dar.

Wir sahen eine klare Dominanz von Adenokarzinomen, die knapp 90% aller
Tumoren ausmachten. Dieser hohe Wert findet sich in Ubereinstimmung mit
vorbeschriebenen Werten (Tabelle 24). Schrock et al. (2016) geben allerdings
,hur‘ knapp 70 % Adenokarzinome an. Allgemein sind rund 68 % der im NGM
analysierten NSCLC Adenokarzinome. Plattenepithelkarzinome sind dort mit
einem Anteil von 30 % 4-mal so haufig wie in unserer MET-mutierten Kohorte.
(Thomas et al. 2013) Auf einen moglichen Selektionsbias durch die Einsender,

der Adenokarzinome bevorzugt, wurde bereits hingewiesen.

Tabelle 24: Verteilung der histologischen Subtypen in ausgewéahlten Publikationen

Unsere | (Zhenget | (Tonget | (Schrock | (Gowet | (Castiglio | (Thomas
Daten al. 2016) | al. 2016) etal. al. 2017) ne et al. et al.
2016) 2019) 2013)
Gesamtzahl 70 23 18 298 28 26 33253
Histologie
Adeno 88,6% 91,3% 55,6% 68,8% 96,4% 92,3% 67,7%
adenosquam. 1,4% 8,7% 5,6% 2, 7%
Plattenepithel 7.1% 38,8% 8,4% 3,6% 7,7% 30,6%
sarkomatoid 1,4% 2, 7%
neuroendokrin 1,4% 1%
andere 16,4%
Anmerkung Nur
NSCLC
3 nur NSCLC
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4.4 Molekularpathologie

In der Literatur sind bereits Adenokarzinome mit MET-Exon-14-Mutation als
eigenstandige Subgruppe der nicht-kleinzelligen Lungenkarzinome beschrieben
worden. Die MET-Exon-14-Mutation gilt dabei als frihes Ereignis der
Karzinogenese, wahrend die MET-Amplifikation ein spates Ereignis ist. (Zheng
et al. 2016; Castiglione et al. 2019) Unsere Zahlen bestatigen die
Eigenstandigkeit der MET-Exon-14 Mutation, die in 82 % der Falle allein auftrat.
Diese Feststellung lasst sich nicht auf Karzinome mit anderen MET-Mutationen
Ubertragen. Auch hier Uberwogen die Adenokarzinome als haufigster
histologischer Subtyp (80 %), allerdings waren sie in nur der Halfte der Féalle
(50 %) die einzige potenzielle Treibermutation (p=0,015). Mutationen in den
Exonen 16-19 machen immerhin ein Finftel der MET-Mutationen aus. Innerhalb
dieser Gruppe sind Differenzierungen wegen der kleineren Fallzahlen schwierig.
In Anbetracht der vorliegenden Daten muss aber davon ausgegangen werden,
dass Exon-17-mutierte NSCLC eher keine eigenstandige Subgruppe sind, da sie
besonders haufig mit Komutationen, vor allem PIK3CA und KRAS, auftraten. Bei
NSCLC mit Mutationen in den Exonen 16, 18 und 19 ist dies nicht aufgefallen.
Damit sind sie mdglicherweise einer gegen MET gerichteten Therapie
zuganglich.

Die Literatur weist darauf hin, dass eine MET-Exon-14-Mutation bzw. ein Exon-
14-Skipping mit erhdhter MET-Expression einhergeht. (Zheng et al. 2016; Tong
et al. 2016; Gow et al. 2017) Wie in der Einleitung angesprochen, scheint sich
der Mutationstyp auf das Expressionsmuster und die Aktivitat auszuwirken. (Qiu
et al. 2018) Diese Punkte waren anhand unserer Daten nicht Uberpriufbar, was
priméar daran liegt, dass sie unter den Bedingungen klinischer Erfordernisse
erhoben wurden. Die Quantifizierung der MET-Expression ist offensichtlich nicht
priorisiert worden. Stattdessen wurden haufig die Expressionen von ALK und PD-
L1 getestet. Letzterer war héaufig positiv (76,5 %).

Autoren haben auch eine Assoziation von MET-Exon-14-Mutationen mit
bestimmten Amplifikationen und Translokationen beschrieben. Diese
beinhalteten MDM2- und CDK4-Amplifikationen (Schrock et al. 2016) sowie
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EGFR- und/oder HER2-Amplifikationen (Zheng et al. 2016). Die Uniklinik K&In
fuhrte im Testzeitraum vor allem FISH zur Detektion von ALK-, ROS1- und RET-
Translokationen durch. Hier gibt es jedoch keine Assoziationen, im Gegenteil:
alle getesteten Proben waren negativ (s. Tabelle 25). Nur 3 Proben wurden
(negativ) auf HER2-Amplifikation getestet, allerdings zeigten 3 von 7 (43 %) in

der IHC angefarbten Proben eine Uberexpression von HER2.

Tabelle 25: Amplifikationen und Translokationen unserer Kohorte.

Gen getestet n (% von 70) positiv n (% der
Getesteten)
MET-Amp. 70 (100) 14 (20)
ALK-Transl. 34 (48,6) 0
ROS-Transl. 46 (65,7) 0
RET-Transl. 45 (64,3) 0
FGFR1-Amp. 6 (8,6) 0
HER2-Amp. 3(4,3) 0

Die Haufigkeit von MET-Amplifikationen bei MET-Exon-14-Mutationen wird in der
Literatur mit 14,6 — 33 % angegeben. Sie treten dabei haufiger auf als bei
Lungenkarzinomen ohne MET-Mutation. (Schrock et al. 2016; Zheng et al. 2016)
Die 20 %, die wir in unserer Population fanden, fallen in diesen Rahmen.
Allerdings waren nur etwa 10 % hochgradig amplifiziert.

4.5 Uberleben

Die mediane Uberlebenszeit ist mit 8 Monaten ab Eintritt in Stadium 11I1B oder IV
weder auffallig lang noch auffallig kurz. Es zeigt sich kein Unterschied zwischen
Mutationen unterschiedlicher Lokalisation. In der Literatur wurde fur MET-Exon-
14-Mutationen ein vergleichsweise schlechtes Uberleben beschrieben, die
Zahlen sind jedoch nicht direkt vergleichbar. (Lee et al. 2017; Vuong et al. 2018)
In der vorliegenden Arbeit nicht untersucht wurden Effekte unterschiedlicher
Exon-14-Mutationen, wie sie von Qiu et al. (2018) beschrieben wurden. Demnach
fuhren Deletionen und Insertionen eher zur cytoplasmatischen Anreicherung von

MET, was fir eine erhohte MET-Aktivitat sprechen kann und folglich potenziell
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Auswirkungen auf das Uberleben und das Ansprechen auf MET-spezifische
Therapeutika haben kann.

In der Frage nach der Wirksamkeit verschiedener Therapie-Regime bei
Bronchialkarzinomen mit MET-Mutation zeichnen sich Tendenzen ab. Auffallig
und statistisch signifikant ist das sehr kurze Uberleben der Patienten, die nicht
mehr systemisch behandelt wurden im Vergleich zu den Patienten, die eine
Chemotherapie erhielten. Dies scheint zun&chst daflr zu sprechen, dass
Patienten unbedingt systemisch behandelt werden sollten. Allerdings deuten
Arztbriefe aus der Gruppe der nicht systemisch behandelten Patienten darauf
hin, dass diese Patienten aufgrund ihres fortgeschrittenen Tumorleidens bereits
in einem zu schlechten Allgemeinzustand waren, sodass eine zytostatische
Therapie nicht mehr durchzufiihren oder nicht mehr erfolgversprechend war. Der
ECOG-Score zur Abschatzung des Allgemeinzustandes wurde in den Kliniken
nicht systematisch erhoben, respektive dokumentiert. Damit ist die Annahme,
dass nicht-systemisch behandelte Patienten bei Diagnosestellung generell
gebrechlicher waren als systemisch behandelte zwar plausibel, aber nicht
nachzuweisen.

Zu diskutieren ist das anfanglich beobachtete langere Uberleben der Patienten,
die mit Immuncheckpointinhibitoren (ICI) behandelt wurden. Im Vergleich zu
jenen, die systemisch ohne Immuntherapie behandelt worden waren, lebten sie
mit median 23 Monaten ein Jahr langer als die nicht-Immuntherapierten (10
Monate, p=0,112).

Allerdings sind die meisten Immuntherapien spater im Krankheitsverlauf —
meistens in der zweiten Linie — verabreicht worden. Im Vergleich der
Zweitlinientherapie mit ICI (n=8) mit konventioneller Chemotherapie (n=7) war
der scheinbare Uberlebensvorteil der Immuntherapie nicht zu bestatigen.
Erklarend fiir den anfanglich gesehenen Uberlebensvorteil kann sein, dass ICI
erst gegen Ende des Beobachtungszeitraums Verbreitung fanden. Damit
konnten — logischerweise — nur Patienten damit therapiert werden, die in der
spateren Halfte der Beobachtungszeit noch lebten, was das mediane Uberleben

falschlich erhdhte.
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Auch in der Literatur wurde bislang kein Nutzen von Immuntherapien beobachtet.
Von MET-Exon-14-mutierten NSCLC wurde ein schlechteres Ansprechen auf ICI
berichtet. (Sabari et al. 2017) Insgesamt gelten MET- und viele andere
Treibermutationen als negativ pradiktiv fur den Erfolg einer Immuntherapie,
weswegen Tumoren mit nachgewiesener Treibermutation haufig von Phase-III-
Studien fur ICl ausgeschlossen wurden. (Mhanna et al. 2019) Eine neuere Arbeit
zeigt hingegen eine Ansprechrate MET-mutierter NSCLC von 36 % auf ICI, was
aus Sicht der Autoren ein ahnlicher Outcome wie bei nicht-selektierten NSCLC
ist. (Guisier et al. 2020) Die Entwicklung der Immuntherapien und ihr zukinftiger
Stellenwert bleiben abzuwarten.

Die Ergebnisse jungster Phase-1I-Studien zu MET-spezifischen TKI (vgl. Kapitel
1.3.4) deuten einen Vorteil der gezielten Therapie an. Im Falle Capmatinibs und
Tepotinibs erachtete die FDA die Ergebnisse als ausreichend fir eine

beschleunigte Zulassung fur die Therapie MET-Exon-14-mutierter NSCLC.
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4.6 Ausblick

An einer Kohorte von 70 in der Routinediagnostik des Netzwerk Genomische
Medizin identifizierten Patienten mit MET-mutiertem NSCLC konnten wir
bestatigen, dass Tumoren mit MET-Exon-14-Mutationen eine eigenstandige
Subgruppe des NSCLC darstellen und haben diese klinisch und molekular
beschrieben. Mittlerweile stehen fir diese Tumoren mit Capmatinib und Tepotinib
zugelassene oder sich im Zulassungsprozess befindende spezifische TKI zur
Verfigung. Exon-17-Mutationen waren hingegen fast immer mit anderen
Treibermutationen vergesellschaftet und sind daher eher als Komutationen im
Sinne von ,passenger mutations“ zu werten. Andere non-Exon-14-Mutationen

haben durchaus das Potential, einer gezielten Therapie zuganglich zu sein.

Forschungsansatze fir die Zukunft umfassen

a) Die Performance unterschiedlicher Mutationstypen wie Indels und
Punktmutationen in Exon 14. Hier ware eine prospektive Studie
winschenswert, in der fur MET-mutierte NSCLC regelhaft auch eine
Expressionsanalyse durchgefuihrt und mit dem Kklinischen Outcome
verglichen wird.

b) Der Einsatz der verfigbaren und mitunter bereits beschleunigt
zugelassenen MET-spezifischen TKI beim MET-Exon-14-mutierten
NSCLC wird in zukunftigen klinischen Studien weiter evaluiert werden.

c) Wir fanden Hinweise dafir, dass Exon-17-Mutationen keine eigenstandige
Subgruppe sind, andere non-Exon-14-Mutationen aber schon. Diese
These kann in einer weiteren Kohortenstudie tUberprift werden.

Im Hinblick auf die Seltenheit von non-Exon-14-Mutationen durften
epidemiologische Studien in einem regionalen Rahmen kaum sinnvoll zu
bewerkstelligen sein. Hierzu bedarf es globaler Studien.

d) Die Wirksamkeit MET-spezifischer TKI bei MET-non-Exon-14-Mutationen

wird zu priifen sein.
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4.7 Kritik

Diese  Arbeit verdeutlicht den Wert einer breit aufgestellten
molekularpathologischen Testung in der onkologischen Routine. Nicht nur bietet
sie dem einzelnen Patienten Zugang zu modernen Therapien, sondern sie stellt
auch das wissenschaftliche Fundament fur die Erprobung solcher zielgerichteter
Therapieregime. Wir schlisseln Krebserkrankungen nach ihren genomischen
Ursachen immer weiter auf und finden dabei immer feinere Unterschiede.
Standen am Anfang dieser Entwicklung noch die haufigen Treibermutationen wie
EGFR beim Lungenkrebs, identifizieren wir nun immer kleinere Subgruppen mit
immer weniger Patienten. Das MET-mutierte Lungenkarzinom ist ein Beispiel
dafir.

Eine immer breite angelegte, routineméfige molekulare Testung bedeutet fur die
Entwicklung personalisierter Therapien einen Effizienzgewinn, weil auch seltener
auftretende potenzielle Targets mit geringem Aufwand in die Routinediagnostik
integriert werden kénnen.

Wie oben beschrieben, bedarf die weitere Entwicklung der personalisierten
Onkologie einer Veranderung der Strukturen, um ein effektives Screening der
Patienten zu ermdglichen, das eine fur wissenschaftliche Zwecke ausreichende
Datenerhebung ermdglicht. Dem deutschen Gesundheitssystem angemessen
ware eine Netzwerkstruktur mit einer zentralisierten molekularen Diagnostik,
Empfehlung und Qualitatssicherung, jedoch einer dezentralen, heimatnahen
Behandlung. Ein solcher Ansatz wird fur das fortgeschrittene Lungenkarzinom in
Deutschland seit April 2018 im Rahmen des von der Deutschen Krebshilfe und
den Krankenkassen untersitzten nationalen Netzwerks Genomische Medizin
(nNGM) umgesetzt.

Die differenzierte Therapie von Krebserkrankungen konnte allerdings aufgrund
der zunehmenden Komplexitat durch niedergelassene Onkologen bald nicht
mehr zu leisten sein. Gerade fir die kleinen Subgruppen kénnte eine Behandlung
an spezialisierten Zentren erforderlich werden — ein Trend, der mit der Griindung
universitarer Krebszentren wie dem Centrum fur Integrierte Onkologie Aachen,
Bonn, Koln, Dusseldorf (CIO ABCD) bereits begonnen hat. Zu welchen

berufspolitischen Konflikten dies fuhren konnte, ist nicht Gegenstand dieser
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Arbeit. Netzwerkstrukturen wie im (n)NGM mit zentralisierter Diagnostik und
Beratung, aber dezentraler Behandlung kénnen eine verséhnliche Perspektive

bieten.
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5 Zusammenfassung

Einleitung: Lungenkrebs ist die fuhrende Ursache krebsbezogenen Todes
weltweit. In den letzten Jahren sind MET-Mutationen als Target gezielter
Therapien bekannt geworden. Sie machen etwa 1-3 % aller NSCLC aus. MET-
Exon-14 Mutationen treten nicht gemeinsam mit anderen Treibermutationen auf.
Insbesondere Adenokarzinome mit Exon-14-Mutation sind als distinkte
Subgruppe des NSCLC beschrieben worden. Seit 2020 stehen mit Crizotinib,
Capmatinib und Tepotinib erprobte Wirkstoffe fur diese Gruppe zur Verfiigung,
wobei nur Capmatinib und Tepotinib fir diese Indikation zugelassen sind. Die
Patienten sind alter, h&aufiger Frauen und seltener Raucher als andere
Lungenkrebspatienten. Wir fiihrten eine retrospektive Studie an européaischen
Patienten durch.

Methoden: Wir identifizierten 70 Patienten mit MET-mutiertem NSCLC aus dem
Netzwerk Genomische Medizin. Sie umfassen Mutationen in den Exonen 14, 16,
17, 18 und 19. Die Tumorproben waren mittels NGS gensequenziert worden. Der
Amplifikationsstatus von MET, FGFR1 und HER2 sowie Translokationen von
ROS1 und RET konnten mit FISH erhoben werden. Zur Expressionsanalyse
wurde IHC genutzt.

Ergebnisse: Die Patienten waren im Median 75 Jahre alt, 41 % haben nie
geraucht. 70 % wurden in Stadium IV erstdiagnostiziert. 90 % der Tumoren
waren Adenokarzinome. 82 % der MET-Mutationen waren in MET-Exon 14
lokalisiert, der Rest verteilt sich auf die Exone 16 bis 19. Haufigste Komutation
war TP53 (30 %), die haufigsten Treibermutationen waren KRAS (8,6 %) und
PIKSCA (5,7 %). Bei Exon-14-Mutationen traten signifikant seltener
Komutationen auf als bei Mutationen in den Exonen 16-19 (p=0,015). MET-Exon-
17-Mutationen gingen besonders haufig mit weiteren Treibermutationen einher.
20 % wiesen eine MET-Amplifikation auf, andere Amplifikationen wurden nicht
entdeckt. Bei etwa der Halfte der Falle wurde eine Testung auf PD-L1-Expression
durchgefuhrt, davon waren 76,5 % positiv.

Die mittlere Uberlebenszeit betrug 8 Monate. Patienten, die eine systemische

Therapie erhielten, lebten langer als Patienten ohne systemische Therapie (10
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gegen 3 Monate, p<0,001). Ein Vorteil fir Immuntherapien bestand nicht. Bei
Plattenepithelkarzinomen war die Uberlebenszeit deutlich kiirzer als bei anderen
histologischen Typen (4 gegen 8 Monate, p=0,054, nicht signifikant). Keine
Unterschiede gab es bei Aufschlisselung nach Geschlecht, Raucherstatus, Ort
der MET-Mutation, MET-Amplifikationsstatus sowie Platingehalt der
Chemotherapie.

Diskussion: Die Ergebnisse bestatigen die bisherigen Erkenntnisse uber die
epidemiologischen, klinischen und molekularen Merkmale des MET-Exon-14-
mutierten NSCLC. Zusatzlich werfen sie ein Licht auf NSCLC mit Mutationen in
den Exonen 16-19. Diese machen ein Funftel der MET-Mutationen aus und
waren haufig die einzige identifizierte potenzielle Treibermutation — dies gilt aber
nicht far Exon-17-Mutationen. Diese werten wir als Komutation anderer
Treibermutationen. Weitere Forschung ist nétig, um zu klaren, ob es sich bei den
Ubrigen um eine molekulargenetisch definierte Subgruppe ahnlich den Exon-14-
mutierten NSCLC handelt. Die Seltenheit dieser Mutationen Ilasst eine
Ausweitung der routinemafdigen molekularpathologischen Testung auf nationaler
Ebene ratsam erscheinen. Phase-IlI-Studien mit den neuen spezifischen MET-
TKI werden notwendig sein, um fir MET-Exon-14-mutierte NSCLC gezielte
Therapien zu evaluieren. Die zukinftige Rolle der Immuntherapien ist noch nicht
abzusehen. Ob non-Exon-14-Mutationen als Targets einer gezielten Therapie in

Frage kommen, wird zu prifen sein.
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