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2 Einleitung

2.1 Lungenkarzinome

2.1.1 Epidemiologie

Lungenkrebs gehort weltweit zu den hdufigsten malignen Tumorerkrankungen und stellt eine
filhrende Todesursache dar. So erkrankten 2012 laut Berichten der WHO insgesamt ca. 1,8
Millionen Menschen, was mit einer Inzidenz von 13 % dem groften Anteil bei den
Tumorerkrankungen entsprach (bezogen auf jedes Alter und Geschlecht).” In den USA prisentiert
sich das Lungenkarzinom neben dem Prostata- bzw. Mammakarzinom als zweithdufigste
Tumorentitét beider Geschlechter und weist die hochste krebsbezogene Mortalitdt auf: Ménner
iiber 40 und Frauen iiber 60 Jahren versterben hiufiger an Lungenkrebs als an Brust-, Prostata-
und kolorektalem Karzinom gemeinsam.®’ In Deutschland zeigt sich ein dhnliches Bild. 2013
erkrankten laut Berichten des Robert-Koch-Instituts insgesamt 53.500 Menschen an
Lungenkrebs, 2016 waren es 57.500 Erkrankungen.®’ Die ungiinstige Prognose und hohe
Mortalitit spiegeln sich hierzulande in einer relativen 5-JUR (5-Jahres-Uberlebensrate) von 21 %
bei Frauen und 15 % bei Minnern wider.® Da das Lungenkarzinom kaum Friithsymptome
aufweist, werden weit mehr als die Hailfte der Patienten erst in fortgeschrittenem Stadium
diagnostiziert und weisen nur noch eine relative 5-JUR von 6 % auf.'

Hauptrisikofaktor fiir die Entstehung von Lungentumoren ist der Tabakkonsum''""; so sind in
Deutschland bei Ménnern 9 von 10 und bei Frauen 6 von 10 Lungenkarzinomen auf das Rauchen
zuriickzufiihren.® Die enge Verflechtung zwischen Tabakexposition und Lungenkrebs bedingt
eine beeindruckende historische Entwicklung, in welcher das Lungenkarzinom von einer sehr
seltenen Erkrankung - mit einem geringen Anteil von nur 1 % aller Tumorarten Ende des 19.
Jahrhunderts — zu der zweithdufigsten krebsbedingten Todesursache in den 1940er Jahren
heranwuchs.'* Nachdem 1929 erstmals eine Assoziation zwischen der Inhalation von Tabak und
der Entstehung von Lungentumoren hergestellt wurde und seit den 1960er Jahren mehr
Aufklirung diesbeziiglich herrscht, zeigt sich nun ein Riickgang in der Inzidenz."* Wihrend die
altersstandardisierte Erkrankungs- und Sterberate in Deutschland seit den 1990er Jahren bei
Mainnern abnimmt, zeigt sich dem gegeniiber eine ansteigende Kurve bei Frauen, was durch ein
zeitlich verschobenes Rauchverhalten zu erkldren ist.® In einigen Lindern, wie beispielsweise den
USA, zeigt sich aber auch schon eine riickliufige Tendenz bei Frauen.® Als Konsequenz der
globalen Senkung der Raucherprivalenz ist nun jedoch ein Anstieg von Nicht-Tabak-assoziierten

Lungenkarzinomen bei beiden Geschlechtern zu verzeichnen.*'> Da das Adenokarzinom die



vorherrschende histologische Differenzierung bei Nierauchern darstellt, ist demnach vor allem

eine Zunahme dieses Subtyps zu beobachten.'®

2.1.2 Klassifikation

Das Lungenkarzinom wird durch die World Health Organization (WHO) und die International
Association for the Study of Lung Cancer (IASLC) Kklassifiziert.'"'® Es ldsst sich in zwei
Hauptgruppen einteilen: das kleinzellige Lungenkarzinom (Small Cell Lung Cancer, SCLC) und
das nicht-kleinzellige Lungenkarzinom (Non Small Cell Lung Cancer, NSCLC). Das kleinzellige
Lungenkarzinom ist zumeist neuroendokrin aktiv und weist aufgrund seines schnellen
Tumorwachstums und frither Metastasierung eine besonders schlechte Prognose auf.'’ Das
NSCLC umfasst neben seinen haufigsten Vertretern — dem Adeno- sowie dem
Plattenepithelkarzinom — noch weitere Subtypen, wie das adenosquamdse und das groBzellige
Lungenkarzinom.” In dieser Arbeit ist vor allem das Adenokarzinom von Bedeutung, welches mit
42 % die am hdufigsten vertretene histologische Tumordifferenzierung der Lunge darstellt.
Daneben machen das Plattenepithelkarzinom ca. 25 % und das kleinzellige Karzinom ca. 20 %

aller Lungenkarzinome aus.®

Die Bedeutung einer umfangreichen Diagnostik beim NSCLC hat in den letzten Jahren
dramatisch zugenommen. Dies basiert auf der Beobachtung, dass die Senkung der
Gesamtmortalitéit vor allem auf einem besseren Uberleben der Patienten mit NSCLC beruht. Hier
konnte bei steten Inzidenzraten von 2009 bis 2016 ein Anstieg der relativen 2-Jahres-
Uberlebensrate von 34 % auf 42 % verzeichnet werden.® Dieser bemerkenswerte Fortschritt ist
durch die Entwicklung personalisierter Therapieansitze (siche Kapitel 2.1.4.3 Zielgerichtete
Therapien) und die dafiir erforderliche verbesserte Diagnosestellung und Modifikation der
Klassifikation bedingt, was vor allem in fortgeschrittenen Stadien zum Tragen kommt,'>!7-22!
Vor der Anderung der WHO-Klassifikation im Jahre 2015 war der Anteil von NOS (Not-
Otherwise-Specified)-Karzinomen mit einem Anteil von 30 —50 % aller NSCLC relativ hoch."
Dies dnderte sich mit der neuen Klassifikation, in der standardisierte Kriterien fiir die Auswertung
von kleinen Tumorbiopsien und Zytologien sowie fiir die Anwendung immunhistochemischer
und molekularer Analysen empfohlen wurden. %

Dementsprechend erfolgt die heutige standardisierte Kategorisierung anhand von

mikroskopischen, histologischen, immunhistochemischen und genetischen Untersuchungen.
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2.1.3 Stadieneinteilung

Die Stadieneinteilung erfolgt anhand der TNM-Klassifikation sowie der UICC-Kriterien. Seit
dem 1. Januar 2017 ist hierbei die 8. Version nach IASLC/UICC giiltig, die auch als Basis fiir die

Klassifizierung der untersuchten Patientenkohorte dieser Arbeit diente.” Im Rahmen dieser

Untersuchung ist vor allem die Relevanz der fortgeschrittenen Stadien UICC IIIB/IV

hervorzuheben, die bei Erstdiagnosestellung in zwei Drittel der Fille aller Lungentumoren

vorliegen.'*?
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Abbildung 1: Beschreibung der TNM-Stadien nach IASLC Lung Cancer Staging Project 3
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Kategorie Stadium Kurzbeschreibung

T (Tumor) Tis Carcinoma in situ
Tl GroRter Durchmesser <3cm, Hauptbronchus nicht beteiligt
T1(mi) Minimal invasives Adenokarzinom
Tla GroRter Durchmesser < 1cm
Tib GroBter Durchmesser > 1cm und < 2cm
Tlc GroRter Durchmesser > 2cm und < 3cm
T2 GroRter Durchmesser >3cm und < 5cm oder

Infiltration des Hauptbronchus ohne direkte Invasion der Karina
Infiltration der viszeralen Pleura
Tumorbedingte partielle Atelektase oder obstruktive Pneumonie

T2a . .
T2b GroRter Durchmesser > 3cm bis < 4cm
GroRter Durchmesser > 4cm bis < 5¢cm
T3 GroBter Durchmesser > 5cm aber < 7cm oder
Infiltration von Thoraxwand, N. phrenicus, parietalem Perikard oder
zusatzlicher Tumorknoten im selben Lungenlappen wie der Primdrtumor
T4 GroRter Durchmesser > 7cm oder direkte Infiltration von Diaphragma, Mediastinum, Herz, GeféRen, Trachea, N. laryngeus recurrens,
Osophagus, Wirbelkérper, Karina oder
zusétzlicher Tumorknoten in einem anderen ipsilateralen Lungenlappen
N (Lymphknoten) NO Keine Lymphknotenmetastasen
N1 in ipsil peribronchialen und/oder ipsilateralen hilédren Lymphk und/oder intrap len Lymphk oder
direkte Invasion dieser Lymphknoten
N2 Metastase in ipsilateralen mediastinalen und/oder subkarinalen Lymphknoten
N3 Metastase in kontralateralen mediastinalen, kontralateralen hilaren, ipsi- oder kontralateral tief zervikalen, supraklavikuldren Lymphknoten
M (Metastase) MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen
Mila - separater Tumorknoten in einem kontralateralen Lungenlappen, Pleurabefall, maligner Pleuraerguss, maligner Perikarderguss
M1b - Isolierte Fernmetastase in einem extrathorakalen Organ
M1c - Mehrere Fernmetastasen in einem oder mehreren Organen

Abbildung 2: Klassifikation der Tumorstadien nach UICCS 3

Die Tumorklassifikation im TNM-System ermoglicht die Entscheidung fiir das jeweilige
therapeutische Vorgehen. Allgemein lédsst sich sagen, dass in frithen Stadien ein kurativer
Therapieansatz mit operativer Resektion und eventueller neoadjuvanter und/oder adjuvanter
Therapie aus Radiatio und/oder systemischen Therapieansidtzen verfolgt wird. In
fortgeschrittenen Stadien kommt zumeist nur noch ein palliativer systemischer Therapieansatz in

Frage.

2.1.4 Therapieansitze in fortgeschrittenen Stadien

2.1.4.1 Chemotherapie

Der Einsatz einer palliativen Chemotherapie anstatt eines alleinigen Best-Supportive-Care-
Konzeptes war trotz zahlreicher durchgefiihrter Studien jahrzehntelang stark umstritten. Ursachen
dafir waren kontroverse Studienergebnisse mit teils grenzwertiger Signifikanz und
unterschiedlichen Empfehlungen hinsichtlich der Etablierung einer zytostatischen Therapie als

Standardtherapie.**2¢

Erst eine Metaanalyse durch die Non-Small Cell Lung Cancer
Collaborative Group im Jahr 1995 von 52 Studien mit insgesamt mehr als 10.000 Patienten zeigte
einen signifikanten klinischen Nutzen von Cisplatin-haltigen Chemotherapien.”’ Der dort

aufgezeigten Verbesserung der 1-JUR um 10 % steht jedoch eine nicht zu vernachlissigende
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Toxizitit der Platinderivate gegeniiber.> Hiufige und potenziell therapielimitierende
Nebenwirkungen umfassen Emesis, Myelosuppression, Oto-, Hepato-, Nephro- und periphere
Neurotoxizitit und kdnnen zu der Notwendigkeit einer Dosisreduktion mit entsprechend
schlechterem Tumoransprechen fiihren.”®** Chemotherapeutika der 3. Generation (Gemcitabin,
Paclitaxel, Docetaxel, Vinorelbin, Pemetrexed), die in Kombination mit den Platinderivaten nicht
nur deren toxische Effekte reduzieren und somit auch einen Benefit fiir Patienten mit niedrigerem
Performance Status darstellen, zeigen im Vergleich ein verbessertes Uberleben.® So ist nach
aktuellen Leitlinien beim NSCLC ohne vorliegende Treibermutationen und negativem PD-L1-
Status je nach Komorbiditidten und ECOG-Status stets eine Kombinationstherapie mit Cis- oder
Carboplatin und einem Zytostatikum der 3. Generation in Kombination mit -einer

Immuncheckpoint-Blockade (ICB)-Therapie anzustreben.*

2.1.4.2 Immuntherapie

Durch die Entwicklung eines weitreichenderen Verstindnisses der Atiologie und
Pathophysiologie von Neoplasien kristallisierte sich zudem eine neue Sichtweise auf die
Interaktion zwischen korpereigenem Immunsystem und malignen Tumoren heraus. Die lange Zeit
vorherrschende Hypothese der Immunosurveillance, die die Interaktion zwischen Tumor- und
Immunzellen in einem homdostatischen Kreislauf sieht, wurde durch die neue Annahme des
Immunoediting erginzt.*'** Diese beschreibt immunsuppressive Wirkungen der Tumorzellen, die
die Prasentation ihrer Antigene an MHC-I-Molekiilen herunter- und die Expression von T-Zell-

inhibierenden Molekiilen hochregulieren konnen.****

Wichtig hierfiir sind die sogenannten Immune-Checkpoints, die korpereigene Rezeptoren
darstellen und als Ko-inhibierende Signale fungieren. Wichtige Beispiele sind CTLA-4 (cytotoxic
T-lymphocyte antigen-4) und PD-1 (programmed cell death-1).*****° Im Rahmen dieser Arbeit
ist besonders die PD-1-/PD-L1-Achse von Bedeutung, die neben dem NSCLC auch die
Immunantwort anderer Tumore, wie dem Ovarial-, Nierenzell- und hepatozelluliren Karzinom

sowie dem malignen Melanom beeinflusst.**~’

Eine Expression des PD-1-Liganden ist in ca. 60% aller NSCLC zu finden®® und wird anhand des
Tumor Proportion Score, der den Prozentsatz membrands positiver Tumorzellen in der
immunhistochemischen Anfirbung angibt, niher betrachtet.*® Pembrolizumab und Nivolumab
sind PD-1-spezifische Antikdrper und seit 2014 bzw. 2015 von der FDA fiir Adenokarzinome
und Plattenepithelkarzinome der Lunge ohne bekannte Treibermutationen und mit vorheriger

erfolgter Standardchemotherapie in den USA zugelassen.*** PD-L1-spezifische Antikérper sind
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Atezolizumab, Durvalumab und Avelumab.** Nachdem die KEYNOTE-024-Studie zeigte, dass
eine Pembrolizumab Monotherapie bei einem PD-L1-Score > 50 % einer Chemotherapie in der
Erstlinie liberlegen ist (medianes Progression Free Survival (PFS) 10,3 Monate vs. 6 Monate),
wurde diese als Erstlinientherapie zugelassen und definierte erstmals fiir Treibermutations-
negative NSCLC Patienten einen Chemotherapie-freien Standard.”*'*? Neuere Ergebnisse
randomisierter Studien, z.B. der KEYNOTE-189-Studie, legen die Kombinationstherapie aus
Immuncheckpoint-Blockade und Platin-basierter Kombinationstherapie fiir Treibermutations-
negative Patienten mit einem PD-L1-Level < 50% sowie fiir Patienten mit negativer Expression

fest 41-44

2.1.4.3 Zielgerichtete Therapien

Als weitere Therapiemodalitét stehen die sogenannten targeted therapies, die ihren Durchbruch
erstmalig 2004 mit der Entdeckung von aktivierenden EGFR-Mutationen erlebten, zur
Verfiigung.*® Thr Wirkmechanismus beruht auf der Beobachtung der Oncogene Addiction, ein
Terminus, der 2002 von Bernard Weinstein geprigt wurde.***” Das Konzept beschreibt die
Tumorentstehung als mehrstufigen Prozess, der von aktivierenden Mutationen in Onkogenen oder
inaktivierenden Mutationen in Tumorsuppressor-Genen abhéngig ist. Bei stattgehabter Mutation
erfolgt dann eine Selektion nach der Zellpopulation, die diese Treibermutation aufweist und dann

zur Aufrechterhaltung des malignen Phinotyps bendtigt wird.***

Das Vorkommen sogenannter Treibermutationen ist von klinischen Variablen wie Raucherstatus,
Geschlecht und Ethnizitdt sowie von tumorassoziierten Variablen wie Histologie und
Tumorstadium abhéngig. Solche genetische Tumoralterationen finden sich bei ca. 60 % aller
nicht-kleinzelligen Lungenkarzinome®’, wobei Treibermutationen zumeist in Abwesenheit
anderer Treibermutationen auftreten. Hinsichtlich der Mutationsmuster zeigt sich ein enormer
Unterschied zwischen Plattenepithel- und Adenokarzinomen, wobei letztere deutlich héufiger
durch Treibermutationen definiert sind und sich demnach besonders gut als Ziel fiir
personalisierte Therapien eignen.”'**** Folglich sollte vor Beginn einer Therapie immer eine
molekularpathologische Untersuchung auf die hdufigsten Alterationen erfolgen. Diese umfassen
unter anderem die EGFR-, BRAF-, KRAS- und HER2/ERBB2-Mutationen bzw. -Amplifikationen
sowie ALK-, ROSI-und RET-Translokationen. Aufgrund neuerer Kenntnisse haben sich ebenfalls

die NTRK-Translokationen sowie die MET-Alterationen als wichtig herausgestellt.*>*!-2

Therapiert wird entweder mit monoklonalen Antikérpern oder héufiger mit Kinase-Inhibitoren

wie Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKI), die die Lebensqualitit und das Uberleben der Patienten
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gegeniiber chemotherapierten Patienten deutlich verbessern.’®**** Als Muster dient die Therapie
mit EGFR-Inhibitoren, die bei vorliegenden Exon-19- oder Exon-21-Mutationen als
Erstlinientherapie angewandt werden.”® Beispiele hierfiir sind die reversiblen Erstgenerations-
TKI Gefitinib und Erlotinib, die 2009 bzw. 2011 in Europa als Erstlinientherapie zugelassen
wurden®**, die irreversiblen (kovalent bindenden) Zweitgenerations-TKIs wie Afatinib und

Dacomitinib sowie der Drittgenerations-TKI Osimertinib, ebenfalls ein irreversibler Inhibitor.>

Neben EGFR-Inhibitoren existieren bereits bei anderen Mutationen weitere zugelassene
Medikamente. Hier sind besonders der Multikinase-Inhibitor Crizotinib, der bei ALK- und ROS-

3738 wurde, sowie der spezifische MET-TKI Capmatinib zu erwéihnen,

Translokationen zugelassen
der laut 2021er ASCO-Empfehlung Patienten mit MET-Exon-14-Skipping-Mutationen als Erst-

oder Zweitlinientherapie angeboten werden sollte.*’

2.2 MET

2.2.1 MET-Protein in seiner Struktur

c-MET ist eine Rezeptor-Tyrosinkinase und wird auch als
Hepatozyten-Wachstumsfaktor-Rezeptor (HGFR)
bezeichnet.* Das MET-Protein wird durch das zugehérige
MET-Gen kodiert und ist — ebenso wie sein Ligand — ein
Heterodimer, verbunden {iiber eine Disulfidbriicke. Es

entsteht durch proteolytische Spaltung aus einem

einstrangigen Vorlduferprotein und weist folglich eine a-

und eine B-Kette auf. Wahrend die a-Kette nur extrazellulér

Ser975

liegt, umfasst die B-Kette einen extrazelluldren, einen |}i| Tyriz
transmembrandsen sowie einen intrazelluliren Anteil.> Der e
intrazellulidre Anteil der B-Kette besteht aus drei Regionen: ::2::

dem juxtamembranésen Segment, der Tyrosinkinase— Abbildung 3: Aufbau des MET-Proteins

nach Gentile *

Region und der C-terminalen Region. Die Tyrosinkinase-

Region ist die katalytische Region und bewirkt bei Aktivierung und Dimerisierung des Rezeptors
eine Transphosphorylierung, wodurch nachgeschaltete Signalwege mit einem breiten Spektrum
an biologischer Aktivitit aktiviert werden.* Von pathophysiologischer Wichtigkeit hat sich auch
das juxtamembrandse Segment herausgestellt. Dieses ist fiir die Regulierung der
Rezeptoraktivitit verantwortlich und bewirkt durch Bindung verschiedener Liganden eine

Downregulation, Polyubiquitination, Endozytose und Degradation des Rezeptors.”
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Pathologische Wichtigkeit zeigt es bei Mutationen im dafiir kodierenden Exon-14 des MET-

Gens.%

2.2.2 MET-Signalweg
2.2.2.1 Physiologische Funktion

c-MET wird in epithelialen und endothelialen Zellen exprimiert und mittels parakriner Schleife
durch HGF/SF, welches in benachbarten mesenchymalen Zellen exprimiert wird, aktiviert. Die
wichtigsten nachgeschalteten Signalwege von c-MET sind der ERK/MAPK- sowie der
PI3K/AKT-Signalweg.’

Die Interaktion des c-MET-Rezeptors mit seinem Liganden HGF/SF bewirkt multiple pleiotrope
biologische Aktivititen, die essenziell an der Organformation in der Embryonalentwicklung
beteiligt sind. So vermittelt sie wichtige Einfliisse auf die Gastrulation, die epitheliale
Morphogenese sowie die Angiogenese. Weiterhin ist der MET-Signalweg an migratorischen
Prozessen beteiligt, wie beispielsweise der Myoblastenmigration und der Nervensprossung.>*
Aber auch in adulten Zellprozessen findet der Signalweg seine Wichtigkeit und ist dort
verantwortlich fiir die Regeneration der Leber, die kutane Wundheilung sowie die Wundheilung

nach akuten Gewebsverletzungen, besonders an Nieren, Leber und Herz.>*¢!6?

N-WASP pRB uPA Paxillin
Arp2/3 Cdk6 MMPs FAK Caspase-9
Cadherine p27 Fibronektin Integrine

Proliferation, Zelladhision,

Zellzyklus Progression Migration, Invasion Zelliiberleben

Zellpolaritit, Zytoskelett, Motilitit

Verzweigungsmorphogenese

Abbildung 4: MET-Signalweg nach Birchmeier °
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2.2.2.2 Pathologische Bedeutung

Das MET-Gen liegt auf Chromosom 7q21-7g31, ist 25 KB lang und besitzt 21 Exons.? Als
Onkogen wurde es erstmalig in Form des TPR-MET (translocated promoter region fused to MET)
in den 1980er Jahren entdeckt. Dafiir wurde das MET-Gen einer Osteosarkom-Zelllinie in vitro
mutagenisiert, wodurch eine Fusion aus Chromosom 1 und Chromosom 7 entstand und
phénotypisch der Tyrosin-Rest Y1003, ein Bestandteil des juxtamembrandsen Segments von c-
MET, fehlte. Spéter wurde es in Magenkarzinomen gefunden.* Weitere Bedeutung erlangte MET
durch den Fund inhdrenter sowie somatischer Misssense-Mutationen in papilldren
Nierenzellkarzinomen.®* Heute ist bekannt, dass ein dysregulierter MET-Signalweg an der
Onkogenese zahlreicher maligner Tumorerkrankungen beteiligt ist. So spielt er unter anderem
eine Rolle in Kolon-, Magen-, Nieren-, Leber-, ZNS- und Lungenkarzinomen sowie in

himatologischen Malignititen und in CUP-Lisionen.>**

Eine Dysregulation mit konstitutiver Uberaktivierung des MET-Rezeptors kann durch
verschiedene Mechanismen zustande kommen: durch verstirkte parakrine Aktivierung, einer
Entbindung dieses Mechanismus mit Entwicklung von autokrinen Aktivierungsschleifen, einer
Uberexpression von ¢-MET und/oder HGF/SF sowie durch genetische Aberrationen, wie
Gentranslokationen, Mutationen und Amplifikationen.®** Dementsprechend ergeben sich
Verianderungen auf Transkriptions- oder auf genetischer Ebene, was zu oncogene expedience
beziehungsweise oncogene addiction fiihren kann.*** Eine vermehrte MET-Aktivierung fiihrt
zum sogenannten invasive growth program.** Dieses beschreibt notige Attribute, um eine Stamm-
und Vorlduferzellfdhigkeit zu erlangen, und beinhaltet Zellverbreitung, Zell-Zell-Dissoziation,
Motilitdt, Migration, Adaptation, Proliferation, Anti-Apoptose, Generierung neuer tubulérer

Strukturen und epitheliale-mesenchymale-Transition (EMT). 246364

Zusammenfassend befdhigt eine verstirkte MET-Aktivierung die Zellen durch verstérkte
Proliferation und Angiogenese zum Tumorwachstum und durch die Produktion von Proteasen mit
konsekutiver Invasion der Extrazelluldrmatrix zur Tumorprogression. Weiterhin ermdglicht sie
eine Zelldissoziation und hilft den Zellen, die Blutzirkulation zu erreichen und der Apoptose zu
entgehen, wodurch die Migration und die Ausbildung von neuen Tumorzellnestern in Form von

Metastasen gefordert werden.*®
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2.2.3 MET-Aberrationen im NSCLC
2.2.3.1 MET-Uberexpression

Eine verstirkte c-MET-Expression ist in vielen Fallen von NSCLC beschrieben worden, wobei
die beobachtete Privalenz deutlich schwankt und einen Bereich von 5 % bis zu 75 % umfasst.
Dominierend ist sie in Adenokarzinomen, jedoch weisen auch bis zu 40 % der
Plattenepithelkarzinome eine Proteiniiberexpression auf.®*” MET-iiberexprimierende NSCLC
sind mit einem fortgeschrittenem Stadium und einer schlechten Prognose assoziiert und zudem
ein hiufiges Ereignis in Hirnmetastasen.’>**%*® Eine Objektivierung des Expressionsgrades
erfolgt mittels Immunhistochemie (IHC), in welcher die Anfarbung qualifiziert und quantifiziert
wird, und im Ergebnis als 0, 1+, 2+ oder 3+ angegeben wird. Als MET-IHC-positiv gelten
Tumore mit einem H-Score von 2+ und 3+, was bedeutet, dass mindestens 50 % der Tumorzellen
eine moderate oder starke Intensitit in der Anfirbung zeigen miissen.’® Hervorgerufen wird eine
verdnderte Expression unter anderem durch MET-Amplifikationen und -Mutationen, wobei nicht
immer eine Korrelation zueinander besteht. Weiterhin ist zu konstatieren, dass eine c-MET-
Uberexpression nicht notwendigerweise ein biologisches Korrelat aufzeigt.®® Dies wird dadurch
verdeutlicht, dass bei vorliegender Uberexpression pAKT (Marker fiir die Aktivierung des
PI3K/AKT-Signalweges) und pERK (Marker fiir den MAPK-Signalweg) nur in Abwesenheit von

anderen Treibermutationen in signifikanter Menge nachweisbar sind.”

2.2.3.2 MET-Exon-14-Skipping-Mutationen

MET-Mutationen wurden erstmalig in Lungenkarzinomen entdeckt und treten in bis zu 5 % aller
Adenokarzinome der Lunge auf>**""' Am hiufigsten treten Verinderungen im Exon-14 auf,
welches fiir die juxtamembrandse Domédne von c-MET kodiert, und folglich maBgeblich an der
Herunterregulierung des Rezeptors beteiligt ist. So fithren Deletionen, Punktmutationen oder
auch alternative Splice-Varianten (Exon Skipping) zu einem Verlust dieser Region mit daraus
resultierender verlingerter Aktivierung des Signals.®*’* Da besonders MET-Exon-14-Skipping-
Mutationen in Abwesenheit anderer Treibermutationen auftreten und sich als unabhéngiger
negativer prognostischer Faktor herausgestellt haben, konnen sie als pradiktiver Biomarker fiir
zielgerichtete Therapien genutzt werden.’>”*”> Auffillig ist, dass sie im Vergleich zu anderen
Treibermutationen, wie beispielsweise EGFR und KRAS, bei signifikant &lteren Patienten
auftreten und eher Frauen und Nieraucher betreffen.>’> Zudem zeigt sich eine enge Assoziation
zum histologischen Subtyp, sodass neben Adenokarzinomen vor allem ein vermehrtes Auftreten
in sarkomatoiden Lungentumoren zu beobachten ist.”*® Diagnostiziert werden MET-Mutationen

zunehmend mittels Next-Generation-Sequencing (NGS).”
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MET-Exon-14-Mutationen gelten im Vergleich zu MET-Amplifikationen als frithes Ereignis der
Karzinogenese und somit als primére Treibermutationen. Da beobachtet wurde, dass diese
Alterationen hdufig gemeinsam miteinander auftreten wund in fortgeschrittenen
Erkrankungsstadien zudem eine hohere MET/CEN7-Ratio vorliegt, besteht die Moglichkeit, dass
MET-Amplifikationen zu einem aggressiveren klinischen Phénotypen von MET-mutierten

NSCLC fiihren konnten.”?

2.2.3.3 MET-Amplifikationen

2.2.3.3.1 Prdvalenz und Charakteristika

MET-Amplifikationen treten in bis zu 5 % aller NSCLC auf, wobei die Pravalenz abhingig von
der diagnostischen Schwelle sowie der Hohe des Amplifikationslevels ist und sich zu diesem
gegensitzlich verhilt.®”’® Sie konnen in Plattenepithel- und Adenokarzinomen auftreten sowie
alleine oder in Kombination mit anderen Treibermutationen wie EGFR und KRAS.%® Auffillig ist,
dass High-Level-Amplifikationen vorwiegend in Abwesenheit anderer Treibermutationen
auftreten.’>’! Eine Ausnahme stellen hierbei die MET-Exon-14-Mutationen dar. Vergleichbar zu
diesen treten Amplifikationen mit einer hohen Kopienanzahl vor allem in schlecht differenzierten
Adenokarzinomen und in sarkomatoiden Lungenkarzinomen auf.’*’' Klinische Daten zeigen,
dass High-Level-Amplifikationen einen unabhéngigen negativen prognostischen Faktor mit

schlechterem Gesamtiiberleben in NSCLC darstellen,’>¢¢-657!

2.2.3.3.2 MET als Resistenzmechanismus

MET-Amplifikationen haben sich als Resistenzmechanismus nach erfolgter EGFR-
inhibitorischer Therapie herausgestellt und sind hierbei in ca. 20 % der Fille verursachend.®®’87
Die erworbene Resistenz wird vorwiegend durch Aktivierung der nachgeschalteten MAPK- und
PI3K/AKT-Signalwege bedingt und stellt somit einen Bypass-Mechanismus zur TKI-Inhibition
dar.”® In-vitro- und in-vivo-Studien zeigen, dass eine zielgerichtete Therapie mit MET-Inhibitoren
die Resistenz widerrufen und eine erneute Sensitivitit gegeniiber EGFR-TKI herstellen kann.”**
Zudem deuten neuere Daten darauf hin, dass MET-aktivierte Zellen auch eine Resistenz
gegeniiber Drittgenerations-EGFR-TKI verursachen konnen und die Kombination aus

Osimertinib und MET-Inhibitor einen Lsungsansatz darstellen konnte.”*85!

Dariiber hinaus geben priklinische Studien Hinweise darauf, dass MET-Amplifikationen nicht

nur eine Resistenz gegeniiber zielgerichteten Therapien hervorrufen, sondern ebenfalls eine Rolle
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in der Resistenz gegeniiber Chemotherapeutika spielen und MET-Inhibitoren synergistisch zu

zytostatischen Therapieregimen genutzt werden konnten.*

2.2.3.3.3 Diagnostik

Die Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung (FISH) hat sich als Standarddiagnostikum fiir MET-
Amplifikationen etabliert.*> Als wichtige Parameter gelten die Genkopienzahl pro Zelle (GCN),
der Prozentsatz von Tumorzellen mit einer bestimmten Anzahl von MET-Signalen sowie die
MET/CEN7-Ratio, welche das Verhiltnis zwischen dem MET-Gen und dem zentromeren Teil
von Chromosom 7 wiedergibt. Unterschieden wird zwischen der Polysomie, bei der die
Kopienanzahl beider identisch und gesteigert ist, und der echten Amplifikation, bei der das MET-
Gen isoliert vervielfacht ist und somit die Ratio angehoben wird.**** Da das Tumorgewebe in den
meisten Fillen heterogen ist und amplifizierte Tumorklone fleckenférmig vor dem Hintergrund
nicht-amplifizierten Gewebes auftreten, ist die Untersuchung der gesamten Tumorprobe
obligat.®**  Hinsichtlich der MET-Positivitit und der Einteilung in Subgruppen wurden
verschiedene Auswertungsalgorithmen entwickelt, jedoch besteht weiterhin kein Konsens
diesbeziiglich.* Eine einheitlich definierte Schwelle ist fiir die Vergleichbarkeit zwischen den
Studien sehr wichtig und beeinflusst die Aussagekréftigkeit von MET als pradiktivem Biomarker.
So sind zum Beispiel die wichtigsten FISH-Auswertungskriterien zur Evaluierung einer MET-
positiven Probe das Cappuzzo Scoring System (GCN > 5) und das PathVysion Kit (MET/CEN7 >
2).85

2.2.3.3.4 Einteilung in verschiedene Amplifikationslevel
Die Einteilung von MET-positiven NSCLC kann anhand von verschiedenen Kriterien erfolgen
und variiert von Studie zu Studie. Fiir ein besseres Verstindnis werden hier beispielhaft zwei

Studien mit dem Fokus auf ihren Einteilungssystemen erléutert:

Tong et al. nutzten in ihrer retrospektiven Studie mit insgesamt 687 Patienten eine Kombination
aus den zwei verschiedenen Scoring Systemen, Cappuzzo Scoring System und PathVysion Kit,
um MET-positive NSCLC-Patienten herauszufiltern.’”” Zur weiteren Klassifizierung der 29
gefundenen positiven Patienten teilten sie diese in vier verschiedene Subgruppen ein, welche
High-Level-Amplifikationen (MET/CEN7 > 5), eine reine Polysomie (GCN > 5, ohne
Genamplifikation), Low-Level-Amplifikationen mit hoher Genkopienzahl (2 < MET/CEN7 < 5;
GCN > 5) sowie Low-Level-Amplifikationen mit niedriger Genkopienzahl (2 < MET/CEN7 < 5;

GCN < 5) umfassten.*?
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Schildhaus et al. evaluierten in ihrer retrospektiven Studie mit insgesamt 693 Patienten ebenfalls
die MET/CEN7-Ratio sowie die durchschnittliche Genkopienzahl pro Zelle.®® Zudem untersuchen
sie den Prozentsatz der Zellen mit >4, > 5 und > 15 MET-Signalen. Eine Einteilung erfolgte dann

je nach Amplifikationslevel bzw. nach Level der Genkopienzahl und definierte sich, wie folgt:®®

1. High-Level-Amplifikation

a. MET/CEN7-Ratio > 2 oder

b. durchschnittliche Genkopienzahl pro Zelle > 6 oder

c. >10% der Tumorzellen weisen > 15 MET-Signale auf
2. Intermediate-Level-Vervielfachung der Genkopienzahl

a. >50% der Tumorzellen weisen > 5 MET-Signale auf und

b. Kriterien der High-Level-Amplifikation werden nicht erfiillt
3. Low-Level-Vervielfachung der Genkopienzahl

a. >40% der Tumorzellen weisen > 4 MET-Signale auf und

b. Kriterien der High-Level-Amplifikation und der Intermediate-Level-Vervielfachung

der Genkopienzahl werden nicht erfiillt

4. alle anderen Tumoren werden als MET-negativ eingestuft

2.2.4 MET als Target

Es gibt verschiedene Ansatzmoglichkeiten, den MET-Signalweg zu inhibieren. Dies kann
einerseits auf der Ebene der Rezeptor/Ligand-Interaktion mit antagonisierenden monoklonalen
Antikorpern gegen c-MET oder HGF/SF und andererseits auf der Ebene der TK-katalytischen
Aktivitit mittels Tyrosinkinase-Inhibitoren erfolgen.®® Man unterscheidet zwischen MET-
unspezifischen TKI (Crizotinib) und MET-spezifischen TKI (Capmatinib, Tepotinib,

Savolitinib).*¢

Nachdem sich MET-Exon-14-Skipping-Mutationen als unabhéngiger negativer prognostischer
Faktor herausgestellt haben, bestitigten mehrere Studien ihre Aussagekriftigkeit als pradiktiver
Biomarker mit einem Tumoransprechen auf zielgerichtete Therapien.**’ So zeigte beispielsweise
die PROFILE-1001-Studie die Wirksamkeit einer Therapie mit Crizotinib bei NSCLC mit MET-
Exon-14-Skipping-Mutationen.®® Allerdings kam es letztlich zu keiner Zulassung von Crizotinib
in dieser Indikation, in den USA wie auch in Europa ist Crizotinib bisher nur fiir ROSI- und ALK-
positive Patienten zugelassen.”” Nach positiver GEOMETRY-mono-1-Studie wurde 2020
Capmatinib durch die FDA in den USA fiir MET-Exon14-Skipping-Mutationen zugelassen, die

Zulassung in Europa steht noch aus.’”® Ein weiterer zugelassener Tyrosinkinase-Inhibitor ist
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Tepotinib, welcher auf Basis der VISION-Studie im Februar 2021 ebenfalls in den USA
zugelassen wurde.””®! In Europa wurde es im Dezember 2021 durch die EMA fiir Patienten mit

fortgeschrittenem NSCLC mit MET-Exon-14-Skipping-Mutationen in Zweitlinie zugelassen.’*

Bisher gibt es keine zielgerichteten Therapien, die fiir MET-Amplifikationen zugelassen sind. Es
befinden sich jedoch zahlreiche Therapeutika in klinischen Studien, zumeist Phase-II-Studien.
Hervorzuheben ist hierbei die PROFILE-1001-Studie. Diese teilte die Amplifikationslevel in
verschiedene Arme auf und zeigte besonders bei den High-Level-Amplifikationen (MET/CEN7-
Ratio > 4) eine gute Wirksamkeit von Crizotinib (ORR 40 %, PFS 6,7 Monate).”” Weiterhin ist
Capmatinib als vielversprechend anzusehen und zeigte in der GEOMETRY-mono-1-Studie eine
ORR von 29 % bei vortherapierten und 40 % bei Therapie-naiven Patienten mit einer
Genkopienzahl > 10 pro Zelle.*” Obwohl diese beiden Studien eine unterschiedliche Einteilung
ihrer Subkohorten vornahmen und High-Level-Amplifikationen nicht einheitlich definierten, ist
dennoch ersichtlich, dass eine hohe Genkopienzahl mit dem Therapieansprechen korreliert.”
Demnach nehmen sie eine Sonderstellung unter allen Amplifikationsleveln ein, was Hinweise

darauf gibt, dass sie als pradiktiver Biomarker genutzt werden kénnen.
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TKI-Studien zu de novo-MET-Amplifikationen

Studie Phase

Crizotinib

METROS

NCT02499614 el

AcSé Programm

NCT02034981  "nasell

PROFILE1001

NCT00585195 AzEEsD

Kohorten

Kohorte A: (N=26)
ROS1-Translokationen

Kohorte B:
MET-Exon-14-Mutationen
(N=9)
oder
MET-Amplifikationen
(N=16)

Kohorte A: (N=25)
MET-Amplifikationen

Kohorte B: (N=28)
MET-Mutationen in Exon
14, 16-19

Kohorte C: (N=37)
ROS1-Translokationen

Kohorte A: (N=3)
Low-Level-
Amplifikationen

Kohorte B: (N=14)
Intermediate-Level-
Amplifikationen

Kohorte C: (N=21)
High-Level-
Amplifikationen

MET-Kriterien

Camidge-Kriterien:

Intermediate-Level
MET/CEN7-Ratio
22,2<5

High-Level
MET/CEN7-Ratio > 5

Alle Amplifikationen
GCN26

Hohe Polysomie
MET/CEN7-Ratio < 1.8

Low-Level
MET/CEN7-Ratio
218<2.2

Intermediate-Level
MET/CEN7-Ratio
>2,2<5

High-Level
MET/CEN7-Ratio 2 5

Low-Level
MET/CEN7-Ratio
21,8<22

Intermediate-Level
MET/CEN7-Ratio
>2,2<4

High-Level
MET/CEN7-Ratio 2 4

Capmatinib

Kohorte 1a: (N=69)

GEOMETY-mono-1 MET-Amplifikationen GCN 2 10, vortherapiert

NCT02414139 R

Kohorte 1b: (N=42)
MET-Amplifikationen GCN 6-9, vortherapiert
-geschlossen bei fehlender Signifikanz-

Kohorte 2: (N=54)
MET-Amplifikationen GCN 4-5, vortherapiert
-geschlossen bei fehlender Signifikanz-

Kohorte 3: (N=30)
MET-Amplifikationen GCN <4, vortherapiert
-geschlossen bei fehlender Signifikanz-

Kohorte 4:
MET-Exon-14-Skipping-Mutationen, vortherapiert

Kohorte 5a: (N=15)
MET-Amplifikationen GCN 2 10, Therapie-naiv

Kohorte Sb: (N=28)
MET-Exon-14-Skipping-Mutationen, Therapie-naiv

Kohorte 6: (N=34)
MET-Amplifikationen 2 10 oder —Exon-14-Skipping-
Mutationen, vortherapiert

Kohorte 7: (N=23)
MET-Exon-14-Skipping-Mutationen, Therapie-naiv
Tepotinib

Kohorte A:
MET-Exon-14-Skipping-Mutationen

VISION Phase Il

Kohorte B: (N=24)
MET-Amplifikationen

1L (N=7)
Erstlinientherapie
2L (N=19)
Zweitlinientherapie
3L (N=7)
Drittlinientherapie

ORR mOS mPFS Referenz
B: B:
B:27% 5,4 Monate 4,4 Monate Landi 2019
[98]
A:16 % A: A Moro-Sibilot
7,7 Monate 3,2 Monate 2019
[99]
A
A:33,3% n/a 1,8 Monate Camidge
2021
B
1,9 Monate [93]
B:14,3%
©
6,7 Monate
C:38,1%
1a:29% la:
n/a 4,1 Monate Wolf 2020
1b:12 % 1b: [89]
2,7 Monate
2:9% 2
2,7 Monate
3:7% 33
3,6 Monate
4:41% 4:
5,4 Monate
5a: 40 % Sa:
4,2 Monate
5b: 68 % Sb:
12,4 Monate
6:38% 6:
6,7 Monate
17
7: laufend laufend
A: 46,5 % A: A: Paik 2020
17,1 Monate 8,6 Monate
[87]
B Gesamt: n/a B Gesamt:
42 % 4,2 Monate
1:71% 1L: n/a
2L:30% 2L:n/a
3L:29% 3L: 1,4 Monate

Tabelle 1: TKI-Studien zu MET-Amplifikationen
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2.3 Zielsetzung dieser Arbeit

Lungenkrebs ist eine schwerwiegende Erkrankung, die hdufig erst im fortgeschrittenen Stadium
entdeckt wird, somit zumeist unheilbar ist und oft auch rasch tddlich verlduft. Als
vielversprechend haben sich personalisierte Therapieansitze herausgestellt, die aufgrund ihrer
besseren Vertriglichkeit und einem deutlich verlingertem Uberleben bereits fester Bestandteil
der Standardtherapien einiger NSCLC-Subtypen sind. Dennoch gilt besonders die genetische
Heterogenitit der Adenokarzinome als grofle Herausforderung und erfordert weitere Studien zu
potenziellen Treibermutationen und Resistenzmechanismen. Die bisherige Forschung zu MET-
Amplifikationen deutet darauf hin, dass MET sowohl als primérer onkogener Treiber als auch als
sekundérer Resistenzmechanismus fungieren kann. Da Patienten mit NSCLC héaufig MET-
Amplifikationen verschiedener Level zeigen und eine besonders schlechte Prognose aufweisen,

besteht die Dringlichkeit einer eingehenden Untersuchung dieser Patientengruppe.

In dieser Arbeit werden die Ergebnisse einer Real-World-Kohorte mit dem Fokus auf folgende

Fragestellungen vorgestellt:

e Welche demographischen und molekularpathologischen Eigenschaften weisen MET-
amplifizierte Patienten mit NSCLC auf? Wie unterscheiden sich diese nach
Amplifikationslevel?

e Welche genetischen Begleitaberrationen treten bei den  verschiedenen
Amplifikationsleveln auf?

e  Wie verhilt sich das Gesamtiiberleben (OS) dieser Patienten und wo liegen Unterschiede
hinsichtlich Amplifikationslevel und dem verabreichten systemischen Therapieregime?

e Wie présentiert sich das Tumoransprechen (ORR) auf zytostatische Therapien im
Vergleich zu Immuntherapien? Gibt es Unterschiede zwischen den Subkohorten?

e Stellen MET-Amplifikationen einen unabhéngigen negativen prognostischen Faktor dar

und kdnnen sie als potenzieller priadiktiver Biomarker dienen?
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3 Material und Methoden

3.1 Form der Datenerhebung

3.1.1 Netzwerk Genomische Medizin

Die Patientendaten wurden im Rahmen einer Datenanalyse des Netzwerks Genomische Medizin
(NGM) Lungenkrebs der Universititsklinik Koln erhoben. Ziel des Netzwerks ist die
Implementierung einer flichendeckenden umfassenden molekularen Diagnostik und des Zugangs
zu personalisierter Therapie flir alle Patienten mit fortgeschrittenem Lungenkrebs in
Deutschland.”*”* Nach erfolgter schriftlicher Einwilligung der Patienten zur Verarbeitung ihrer
Daten zu wissenschaftlichen Zwecken werden umfassende Analysen des eingesendeten oder vor
Ort entnommenen Tumormaterials auf molekulargenetische Verinderungen durchgefiihrt. Bei
Nachweis  therapeutisch  relevanter = Mutationen werden Behandlungsempfehlungen
ausgesprochen bzw. aktuelle klinische Studien empfohlen. Die Behandlung findet vor Ort oder

dezentral bei den Netzwerkpartnern statt.”*

3.1.2 Datenerfassung und -verarbeitung

Die Selektion der Patienten erfolgte auf Basis der molekularen Tumorverédnderungen, die in den
Jahren 2015 bis 2018 untersucht wurden. Die Patientenverldufe wurden mittels Follow-Up-Bogen
bei den Aarztlichen Behandlern erfragt, insbesondere demographische und klinische
Charakteristika sowie Therapieverlaufe und gegebenenfalls Todeszeitpunkt. Das
Gesamtiiberleben (Overall Survival, OS) errechnet sich vom Zeitpunkt des erstmalig
diagnostizierten fortgeschrittenen Stadiums (ab Stadium IIIB) bis zum Tod. Bei lebenden

Patienten zum Ende des Follow-Up Zeitraumes wurde ein Zensor verwendet.

Die Daten wurden in eine FileMaker-Datenbank (FileMaker, Claris International Inc., Cupertino,
USA) zur internen Datenverarbeitung eingespeist. Die hier vorliegende Untersuchung entspricht
einer retrospektiven Studie einer Real-World-Kohorte und wurde entsprechend vorgeschriebener
Leitlinien®® durchgefiihrt und von der zustindigen Ethikkommission im Rahmen des NGM- und

nNGM-Votums begutachtet und genehmigt.
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3.1.3 Tumortypisierung durch die Pathologie der Uniklinik K6ln
3.1.3.1 NGS und LUN Panel

Die Gensequenzierung erfolgte mittels NGS und wurde an Formalin-fixierten, Paraffin-
eingebetteten = Gewebeproben  vorgenommen, um  MET-Alterationen und andere
Treibermutationen zu ermitteln. Zur Analyse wurden zwei verschiedene validierte Panels genutzt:
LUN3 und LUN4. Molekularpathologische Untersuchungen bis 2015 wurden mit Hilfe von
AmpliSeq Chemistry und dem LUN3-Panel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
vorgenommen, welches 19 Gene umfasste. In den Jahren nach 2015 wurde GeneRead Chemistry
und das LUN4-Panel (Qiagen, Hilden, Deutschland) genutzt, welches entweder 17 oder 19 Gene
umfasste. Genetische Aberrationen wurden nach klinikinternen Algorithmen herausgefiltert und
ebenfalls mittels der FileMaker-Datenbank prozessiert. Als Cut-Off-Wert wurde ein Prozentsatz

von 5 % aller Tumorzellen mit der jeweiligen genetischen Verédnderung definiert.

LUN3 LUN4
Gene Exone
AKT1 4
ALK 21-25
ARAF 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
FGFR2 8-10, 12
FGFR3 7,10, 15
KEAP1 2-6
KRAS 2,3 24
MAP2K1 2 2
MET 14 14, 16-19
NFE2L2 2
NRAS 2,3 2-4
PIK3CA 9,20 9,20
PTEN 1-8 1-8
TP53 4-8 5-8
Tabelle 2: Verwendete Gen-Panel in der NGS-Diagnostik
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3.1.3.2 Nachweismethode der Amplifikation

Zum Nachweis der MET-Amplifikationen wurde NGS angewandt, um die Genkopienzahl pro
Zelle zu bestimmen. Anschliefend wurde eine FISH angeschlossen und die MET/CEN7-Ratio
bestimmt. Mittels dieser Werte erfolge dann eine Einteilung in verschiedene Amplifikationslevel

angelehnt an Schildhaus et al. (siche Kapitel 3.2.2 Einteilung der Kohorte).*®

3.1.3.3 PD-L1-Status Bestimmung

Der PD-L1-Status wurde mittels Immunhistochemie erhoben und erfolgte auf Leica Bond mit
Hilfe des Primary Antibody Clone 28-8 (Abcam, Cambridge, Vereinigtes Konigreich). Die
Interpretation folgte den Dako-PD-L1-22C3-pharmDx-Richtlinien®” und eine Objektivierung der
Ergebnisse erfolgte mittels des Tumor Proportion Score. Eine regelhafte Analyse der MET-

Proteinexpression ist in der IHC nicht vorgenommen worden.

3.2 Patienten

3.2.1 Auswahlkriterien des Patientenkollektivs

Wie beschrieben, erfolgte der Einschluss in die hier durchgefiihrte Analyse ausschlieBlich auf
Basis von molekularpathologischen Untersuchungen und ohne weitere Selektionskriterien. Bei
vorliegender MET-Alteration erfolgte eine weitere Prifung hinsichtlich Ein- und
Ausschlusskriterien fiir die hier durchgefiihrte Studie. Neben einer diagnostizierten MET-
Aberration  galten als  weitere  obligate  Einschlusskriterien eine  vorliegende
Einwilligungserkldrung sowie ein fortgeschrittenes Tumorstadium ab Stadium IIIB. Als
Ausschlusskriterium galt eine vorliegende EGFR-Mutation, da kein Bezug der Amplifikationen
auf das entsprechende Resistenzsetting genommen werden sollte. Andere Treibermutationen, wie

ALK oder KRAS, wurden nicht exkludiert.
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Molecular analysis of patients with St. llIB/IV

NSCLC 2015-2018 (EGFR mutations excluded)

337 MET dysregulated patients
All patients (100%): NGS

4 \

59 MET Exon 14- 278 MET-amplified

mutated patients patients

Figure 1. Analytical workflow: patients were analyzed be-
tween 2015 and 2018 within the Network Genomic Medicine.
Subsequently, IHC for PD-L1 and FISH for the detection of
rearrangements or amplifications were performed, if
possible. FISH, fluorescence in situ hybridization; IHC,
immunohistochemistry; NGS, next-generation sequencing;
PD-L1, programmed death-ligand 1; St, stage.

Abbildung 5: Flussdiagramm der
molekularpathologischen Diagnostik !

3.2.2 Einteilung der Kohorte

Die Kohorte umfasste insgesamt 337 Patienten, von denen 278 Patienten eine MET-Amplifikation
und 59 Patienten eine MET-Exon-14-Skipping-Mutation aufwiesen. Bei simultanem Vorkommen
beider Aberrationen erfolgte eine Zuordnung in die Gruppe der Mutationen. Von den 278
Patienten mit Amplifikationen wiesen 269 Patienten Uberlebensdaten mit einem mindestens 1-
monatigen Follow-Up-Zeitraum auf. Da der Fokus dieser Arbeit auf den Amplifikationen liegt,

wird ausschlielich die weitere Unterteilung dieser Gruppe hier néher erldutert.

Patienten mit MET-Amplifikationen wurden nach zwei Kriterien unterteilt; nach der Auspriagung
ihres Amplifikationslevels und der ihnen verabreichten Therapie. Wie bereits oben erwihnt,
erfolgte die Klassifizierung des Amplifikationsgrades in verschiedene Level nach dem Vorbild

von Schildhaus et al.®® in Low-, Intermediate- und High-Level, wobei alle Patienten mit einer

28



MET/CEN7-Ratio > 2 oder einer GCN > 6 als High-Level-amplifiziert gewertet wurden.
Abweichend zu Schildhaus et al. nahmen wir eine weitere Unterteilung dieser Subgruppe anhand
der Genkopienzahl pro Zelle vor. Hierbei ergaben sich drei Subgruppierungen, die sich definieren,

wie folgt:

1. Low-Level-Amplifikationen (METamp LL): GCN <4

2. Intermediate-Level-Amplifikationen (METamp IL): GCN 4-5

3. High-Level-Amplifikationen (METamp HL):
a. Gruppe I (METamp HL I): MET/CEN7-Ratio > 2 und GCN < 6
b. Gruppe II (METamp HL II): GCN 6-9
c. Gruppe I (METamp HL III): GCN > 10

Aufgrund der herausragenden Stellung der High-Level-Amplifikationen der Gruppe III mit einer
GCN > 10 erfolgte die Uberlebensanalyse anschlieBend nur im Vergleich zu MET-amplifizierten

Patienten mit einer GCN <10.

Bei der Einteilung nach Therapieregimen wurde zwischen Chemo- und Immuntherapien
unterschieden. Bei Patienten, die eine Immuntherapie nicht in Erstlinie erhalten haben, wurde im
Falle einer vorangegangenen Chemotherapie dennoch eine Zuteilung in die Subgruppe der
Immuntherapien vorgenommen. Grund hierfiir war die Fragestellung, ob Immuntherapien,
unabhéngig von der Therapiclinie, einen Einfluss auf das Uberleben im Vergleich zur

ausschlieBlichen Chemotherapie haben.

3.2.3 Statistische Analyse

Die Statistische Analyse erfolgte mit Hilfe des Software-Programmes SPSS 24 (IBM, Armonk,
NY, USA). Qualitative Unterschiede von Merkmalen zwischen den verschiedenen Gruppen
wurden mittels Chi-Quadrat-Test und exaktem Fischer-Test ermittelt. Eine Uberlebensanalyse
nach den verschiedenen Therapiemodalititen wurde nach Kaplan-Meier durchgefiihrt, in
medianem Gesamtiiberleben (median overall survival, mOS) ausgedriickt und mittels Log-Rank-
Test untereinander verglichen. Um potenzielle Storfaktoren anzupassen, erfolgte eine
Modellierung der Uberlebenszeit mittels Cox-Regression. Als deskriptives Maf dienten Hazard
Ratios (HR), welche mit einem 95%igen Konfidenzintervall (CI) wiedergegeben wurden. Als

statistisch signifikant wurden P-Werte < 0.05 gewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 Beschreibung der Kohorte
4.1.1 Klinische Charakteristika

Insgesamt wurden 278 Patienten untersucht, von denen der iiberwiegende Anteil ménnlich (63,3
%) war. Mehr als 90 % wiesen eine positive Raucheranamnese auf, davon waren 52,9 % aktive
Raucher und 39,6 % ehemalige Raucher. Der Anteil der Nieraucher lag bei 4,3 %. Das mediane
Erkrankungsalter lag bei 65 Jahren und umfasste einen Bereich von 36 bis 86 Jahren. Zum
Zeitpunkt der Erstdiagnose wies der gro3te Anteil der Patienten (84,2 %) ein fortgeschrittenes
Stadium (UICC-Stadium > IIIB) auf. 129 Patienten hatten einen ECOG-Status von 1 und 67
Patienten von 0, sodass sich insgesamt 70,5 % der Patienten in einem guten physischen Zustand
befanden. 124 der Patienten (47,1 %) erhielten eine alleinige Chemotherapie. Demgegeniiber
erhielten 87 Patienten eine Mono-Immuntherapie und 11 Patienten eine kombinierte

Immunchemotherapie. Die klinischen Charakteristika sind in Tabelle 3 zusammengefasst.'
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Table 1. Clinical Characteristics of the Patients

Baseline Patient Characteristics Total Cohort, n (%) METex14, n (%) METamp, n (%)
Sex 337 (100) 59 (17.5) 278 (82.5)
Male 207 (61.4) 31 (52.5) 176 (63.3)
Female 130 (38.6) 28 (47.5) 102 (36.7)
Age at diagnosis (y)
Mean 67 77 65
Range 36-89 51-89 36-86
Histology
Nonsquamous 314 (93.2) 55 (93.2) 259 (93.1)
Squamous 15 (4.4) 4 (6.8) 11 (4.0)
W/ o differentiation 8(2.4) - 8 (2.9)
Smoking history
Never 33(9.8) 21 (35.6) 12 (4.3)
Former 133 (39.5) 23 (39.0) 110 (39.6)
Current 159 (47.2) 12 (20.3) 147 (52.9)
N/A 12 (3.5) 3 (5.1) 9 (3.2)
ECOG performance status
0 82 (24.3) 15 (25.4) 67 (24.1)
1 152 (45.1) 23 (39.0) 129 (46.4)
2 56 (16.6) 10 (16.9) 46 (16.5)
3 18 (5.4) 4 (6.8) 14 (5.0)
4 1(0.3) — 1(0.4)
N/A 28 (8.3) 7 (11.9) 21 (7.6)
Tumor stage at diagnosis
| A/B 18 (5.4) 5 (8.5) 13 (4.7)
Il A/B 16 (4.8) 2 (3.3) 14 (5.0)
A 19 (5.6) 3 (5.1) 16 (5.7)
IB/C 46 (13.6) 4 (6.8) 42 (15.1)
IVA/B/C 237 (70.3) 45 (76.3) 192 (69.1)
N/A 1(0.3) — 1 (0.4)
Treatment regimens 319 (94.7) 56 (94.9) 263 (94.6)
With ICl exposure 120 (37.6) 22 (39.3) 98 (37.3)
ICI mono
First-line 10 3 7
Second-line 79 14 65
Third-line 18 3 15
ICI/chemocombination
First-line 6 - 6
Second-line 7 2 5
Third-line — - —
Chemo/W/0 ICI exposure 144 (45.1) 20 (35.7) 124 (47.1)
First-line 144 20 124
Second-line 47 9 38
Third-line 10 — 10

amp; amplified; chemo, chemotherapy; ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; ex14, exon 14; ICl, immune checkpoint inhibitor; mono,monotherapy; N/
A, not applicable; W/0, without.

Tabelle 3: Klinische Charakteristika '

31



4.1.2 Molekularpathologische Charakteristika

Der iiberwiegende Anteil der Patienten (93,1 %) hatte ein Adenokarzinom in der histologischen
Untersuchung. Lediglich 4 % wiesen ein Plattenepithelkarzinom auf, und bei 2,9 % der Patienten
lag ein entdifferenzierter Tumor vor. Von den insgesamt 278 mit NGS untersuchten Patienten
erhielten 220 Patienten eine anschlieBende FISH-Untersuchung (86 %). Uberlebensdaten mit
einem Follow-Up-Zeitraum von mehr als einem Monat lagen bei 263 MET-amplifizierten
Patienten vor. Es konnten 148 Low-Level-amplifizierte Patienten (METamp LL: GCN < 4), 24
Intermediate-Level-amplifizierte Patienten (METamp IL: GCN 4-5) und insgesamt 106 High-
Level-amplifizierte Patienten (METamp HL: MET/CEN7 > 2 oder GCN > 6) identifiziert werden,
wovon 31 Patienten der Kategorie | (METamp HL I: MET/CEN7-Ratio > 2 und GCN < 6), 41
Patienten der Kategorie Il (METamp HL II: GCN 6-9) und 34 Patienten der Kategorie III
(METamp HL III: GCN > 10) zugeordnet wurden. Aufgrund von statistisch signifikanten
Unterschieden im Therapieansprechen und Uberleben wurde eine finale Unterteilung in zwei
Kohorten vorgenommen. Daraus ergab sich die Kohorte A (GCN < 10) mit 233 Patienten und die
Kohorte B (GCN > 10) mit 30 Patienten.
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Figure 2. (A) Definition of clinical cohorts underlying survival analyses. (B) Proportions of MET alterations detected in the
study cohort. ratio: MET/CEN7. AMP, amplification; FU, follow-up time; ICl, immune checkpoint inhibitor; GCN, gene copy
number; MET/CEN7, MET-to-CEN?7 ratio; ST., stage; w/o, without.

Abbildung 6: Die Verteilung der Amplifikationslevel und Definition der verschiedenen Patientenkohorten !

4.1.3 Muster der Ko-Alterationen

242 Patienten (87,1 %) der MET-amplifizierten Patienten wiesen Ko-Alterationen auf. Bei
keinem der Patienten konnte eine EGFR- (Exklusionskriterium), 4LK- oder ROSI-Alteration
nachgewiesen werden. Die hdufigsten simultan auftretenden Alterationen waren 7P53-, KRAS-
und KEAPI-Mutationen, deren Héufigkeit abhingig vom Amplifikationslevel war. Es zeigten
sich bei 76,5 % der High-Level-amplifizierten Patienten mit GCN > 10 eine 7P53- und bei
43,3 % eine KEAPI-Mutation. Letztere waren iiberwiegend inaktivierend. KRAS-Mutationen
wurden vor allem bei niedrig-Level-amplifizierten Patienten gefunden und zeigten sich bei

43,2 % der Low-Level- und bei 45,8 % der Intermediate-Level-Amplifikationen.
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Figure 3. (A) Heatmap visualizing the frequency of co-occurring mutations in the different MET-altered cohorts. (B) Com-
parison of percentages of patients without additional mutation in the METamp cohort and the METex14 cohort. (C) Bar plot
visualizing the different prevalences of KEAP1 and KRAS mutations in METamp (cohort A) as compared with top-level MET amp
(cohort B). AMP, amplification; amp, amplified; ex14, exon 14; HL, high-level.

. . 1
Abbildung 7: Muster der Ko-Alterationen

4.1.4 PD-LI1-Expression

Eine Immunhistochemie wurde bei 191 Patienten (69 %) aller MET-amplifizierten Patienten
durchgefiihrt. Dabei zeigte sich eine PD-L1-Expression von > 50 % bei 79 Patienten (34,8 %),
von welchen 74 Patienten Uberlebensdaten aufwiesen. Es konnten keine statistisch signifikanten
Unterschiede in der PD-L1-Expression zwischen den verschiedenen Amplifikationsleveln
gefunden werden. So zeigte sich beispielsweise ein Anteil von 32,4 % PD-L1-positiven Patienten
mit einer Expression > 50 % in der Low-Level-Kohorte und ein Anteil von 22,2 % in der High-

Level-Kohorte I11. Eine Ubersicht des Expressionsmusters findet sich in Abbildung 8.'
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Figure 4. Distribution of different PD-L1 expression levels measured by IHC of the different AMP levels in contrast to
METex14. AMP, amplification; ex14, exon 14; HL, high-level; IHC, immunohistochemistry; IL, intermediate-level; LL, low-
level; MUT, mutation; PD-L1 programmed death-ligand 1.

Abbildung 8: PD-L1-Expressionsmuster nach Amplifikationslevel !

4.2 Uberlebensanalyse

Es lagen Uberlebensdaten von 263 der insgesamt 278 MET-amplifizierten Patienten vor und der
mediane Follow-Up-Zeitraum betrug 34 Monate. Es konnte eine medianes Gesamtiiberleben von
12 Monaten (95 % CI 9,4 — 14,6) in Kohorte A (GCN < 10) und 4 Monaten (95 % CI 1,9 — 6,0)
in Kohorte B (GCN > 10) beobachtet werden, was ein signifikant schlechteres Uberleben der
High-Level-amplifizierten Patienten zeigt. Weiterhin wurde eine Analyse nach appliziertem
Therapieregime durchgefiihrt. Hier zeigte sich ein signifikant besseres Gesamtiiberleben nach
verabreichter Immuntherapie oder Immunchemotherapie im Vergleich zur alleinigen
Chemotherapie. Es konnte ein mOS von 19 Monaten (95% CI 15,8 — 22,2) zu 8 Monaten (95 %
CI 5,8 —10,2) in der Kohorte der Niedrig-Level-amplifizierten Patienten (GCN < 10) und von 36
Monaten (95% CI n/a) zu 4 Monaten (95 % 3,1 — 4,9) in der Kohorte der High-Level-
amplifizierten Patienten gezeigt werden. Eine Ubersicht der Uberlebensanalyse zeigt Abbildung
9.!
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Figure 5. Survival curves with median OS (Kaplan-Meier) and differences in log rank (p value) and Cox regression (HR).
Survival tables below the graphs reveal the number of patients alive at the respective time points, color-coded following the
curves. (A) Total cohort revealing different prognostic values of cohorts A, B, and C. (B) In METex14, differences in survival by
the addition of ICl to chemotherapy did not reach statistical significance. (C) Significant survival differences in cohort B
favoring the addition of ICI to standard chemotherapy. (D) Significant survival differences in cohort C favoring the addition of
ICl to standard chemotherapy. amp, amplified; Cl, confidence interval; ex14, exon 14; GCN, gene copy number; HL, high-
level; HR, hazard ratio; ICI, immune checkpoint inhibitor; mOS, median OS; OS, overall survival.

Abbildung 9: Uberlebensanalyse der verschiedenen Kohorten !

5 Diskussion

Diese Arbeit beschreibt die Analyse einer groBen Real-World-Kohorte, die insgesamt 337
Patienten mit fortgeschrittenem NSCLC und MET-Aberration umfasste. 278 Patienten wiesen
eine MET-Amplifikation auf, von 263 Patienten dieser Gruppe lagen Uberlebensdaten vor. Die
Untersuchung der Tumorproben erfolgte in den Jahren 2015 bis 2018 im Rahmen des NGM im
Institut fiir Pathologie der Uniklinik K6In und wurde mittels NGS und FISH durchgefiihrt. Als
diagnostische Kriterien dienten die durchschnittliche Genkopienzahl des MET-Gens pro Zelle
sowie die MET/CEN7-Ratio, die zum positiven Nachweis der Amplifikationen sowie zu einer
Unterteilung in Subgruppen herangezogen wurden. Aufgrund von statistisch signifikanten

Unterschieden in der Analyse des Therapieansprechens und des Gesamtiiberlebens wurde die
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initial getroffene Einteilung der Kohorte in Low-, Intermediate- und High-Level zu Gunsten einer
Unterteilung in nur zwei Subgruppen mit dem Cut-Off~Wert von 10 Genkopien pro Zelle (GCN
<10 vs. GCN > 10) verlassen.

Die High-Level-Gruppe mit GCN > 10 umfasste 34 Patienten, was einem Anteil von 10,1 % aller
MET-Alterationen und 12,2 % aller MET-Amplifikationen entsprach. Bei keinem der Patienten
mit MET-amplifiziertem NSCLC wurde eine EGFR-, ALK- oder ROSI-Alteration nachgewiesen,
wobei EGFR-Mutationen als Exklusionskriterium dienten. Insgesamt zeigten sich jedoch bei
mehr als 80 % der Amplifizierten simultan auftretende Mutationen, vorwiegend 7P53- und
KRAS-Mutationen mit einem vom Amplifikationslevel abhingigen Verteilungsmuster: Dem
abnehmenden Anteil der KRAS-Mutationen von Low- zu High-Level stand hierbei eine Zunahme
der TP53-Mutationen gegeniiber. Weiterhin zeigte sich eine dhnliche Zunahme bei den KEAPI-
Mutationen. Trotz fehlenden Unterschieds im PD-L 1-Positivitdtsmuster zeigte sich ein signifikant
besseres Ansprechen der High-Level-Gruppe auf Immuntherapien im Vergleich zu der Gruppe
mit GCN < 10. Weiterhin wies die Gruppe mit GCN > 10 ein deutlich kiirzeres Gesamtiiberleben
mit einer medianen Uberlebenszeit von 4 Monaten im Vergleich zur Gruppe mit GCN < 10 mit

einem mOS von 12 Monaten auf.

5.1 Stirken und Schwichen

Diese Arbeit untersucht in einer der bisher grofiten Real-World-Kohorten von 278 Patienten das
Ansprechen von MET-amplifiziertem NSCLC, differenziert nach Amplifikationsleveln und
anderen molekularen Charakteristika, auf nicht zielgerichtete systemische Therapien im
Vergleich.

Die Kohorte weist mit 34 Patienten einen groflen Anteil an High-Level-Amplifikationen auf.
Durch Nutzung verschiedener diagnostischer Nachweismethoden (NGS, FISH, IHC) bei dem
grofiten Anteil der Patienten ermoglicht diese Arbeit einen guten Einblick in das molekulare Profil
von MET-amplifizierten Patienten mit NSCLC. Durch Bestimmung mehrerer Parameter (GCN,
MET/CEN7-Ratio) konnte eine differenzierte Einteilung der Kohorte vorgenommen werden, die

auf Klassifikationen bisher publizierter Studien®®’'*

aufbaut, somit eine Vergleichbarkeit
gewihrleistet, diese aber gleichzeitig im Hinblick auf die Unterteilung von High-Level-
Amplifikationen weiterentwickelt.

Trotz Bestimmung der MET/CEN7-Ratio wurde diese nicht fiir eine weitere Einteilung
herangezogen, sondern nur als initialer Cut-Off-Wert fiir High-Level-Amplifikationen der Gruppe
I verwendet. Da weder eine hohe Ratio noch eine hohe GCN isoliert betrachtet eine
aussagekriftige Einstufung als High-Level ermoglichen®, wire eine Abbildung der Korrelation

zwischen diesen beiden Parametern von grolem Interesse. Weiterhin erfolgte keine Untersuchung
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der MET-Expression in der Immunhistochemie, wodurch hier keine Aussage zu der Korrelation

zwischen hohen Amplifikationsleveln und der Stirke der Expression getroffen werden kann.

5.2 Relation zum bisherigen Wissensstand

5.2.1 Epidemiologische und demographische Daten

In der hier durchgefiihrten Analyse erfolgte eine Selektion nach MET-Alterationen, daher kann
anhand der vorliegenden Daten keine Aussage zur Gesamtpridvalenz von MET-Amplifikationen
im NSCLC getroffen werden. Es zeigte sich jedoch eine deutliche Dominanz der identifizierten
MET-Amplifikationen gegeniiber MET-Exon-14-Skipping-Mutationen mit 82,5 % zu 17,5 %,

was bisherige Daten hinsichtlich der Hiufigkeit vorkommender MET-Alterationen stiitzt.%*

Die initial angewandte Definition, die Amplifikationen mit einer MET/CEN7-Ratio > 2 oder einer
GCN > 6 als High-Level-amplifiziert wertete, ergab einen Anteil von 31,5 % an High-Level-
Amplifikationen. Im Laufe der Analyse wurde eine weitere Unterteilung dieser Subgruppe
vorgenommen mit der Definition von MET-Amplifikationen mit einer Genkopienzahl > 10 als
High-Level Gruppe II1.”' Die Privalenz dieser Subgruppe war 10,1 %. Dies zeigt eine durch
unterschiedliche Klassifikationssysteme verursachte Diskrepanz in der Haufigkeit von
Subgruppen, resultierend in einer erschwerten Vergleichbarkeit verschiedener Studien. So wurde
beispielsweise eine vergleichbare Prévalenz der High-Level-Amplifikationen von 12,5 % in der
METROS-Studie beobachtet, jedoch erfolgte hier eine Definition nach der MET/CEN7-Ratio bei
einer kleinen Kohorte von nur insgesamt 16 amplifizierten Patienten.”® In der GEOMETRY-
mono-1-Studie konnten 84 von insgesamt 210 MET-amplifizierten NSCLC als High-Level
eingestuft werden, was einer Privalenz von 40 % entspricht und bei dem gleichen Cuz-Off-Wert
von GCN > 10 eine deutliche Divergenz zu den hier aufgefiihrten Daten darstellt.*” Zu dhnlichen
Ergebnissen kam eine Subanalyse der PROFILE-1001-Studie, in der sich eine 55-prozentige
Privalenz der High-Level-Amplifikationen zeigte. Eine Einteilung erfolgte hier jedoch nicht
nach der GCN, sondern der MET/CEN7-Ratio. Zudem wurde nur eine kleine Kohorte mit 38
Patienten untersucht.”® Im Vergleich dazu berichteten Overbeck et al. eine Privalenz ihrer Top-
Level Kategorie (GCN > 10) von 2,1 % — jedoch bezogen auf die gesamte Kohorte inkl. der MET-

negativ getesteten Patienten — was vergleichbar zu den Daten von Schildhaus et al. ist.*®"

Hinsichtlich der klinischen Eigenschaften stiitzen die Ergebnisse dieser Arbeit die bereits

beobachteten Charakteristika von Patienten mit MET-amplifiziertem NSCLC. So zeigte sich hier

das Adenokarzinom mit 93,1 % als dominanter histologischer Subtyp, was mit der Verteilung in
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anderen Studienkohorten vergleichbar ist.*****% Obwohl dies hier nicht weiter analysiert wurde,
deuten bisherige Untersuchungen darauf hin, dass es sich besonders in der High-Level-Gruppe
um schlecht differenzierte Adenokarzinome mit pleomorphen Eigenschaften handelt.”' Weiterhin
waren mit 63,3 % etwas mehr Ménner betroffen, was der Geschlechterverteilung anderer Studien
entspricht.®®”"**% Das mittlere Alter bei Erstdiagnose betrug 65 Jahre, wobei keine gesonderte
Analyse nach Amplifikationslevel erfolgte und somit keine Aussage fiir die High-Level-Gruppe
getroffen werden kann. Zum Vergleich beobachteten Camidge et al. ein mittleres
Erkrankungsalter von 66,5 Jahren und eine Zunahme mit steigendem Amplifikationslevel.”®
Auffillig war zudem die Assoziation mit einer positiven Raucheranamnese, da nur 4,3 % der
gesamten Kohorte Nieraucher darstellten. Dies entspricht einem kleineren Anteil als in bisherigen

Studien, wo sich ein Bereich von 7 % bis 42 % zeigte ****7>%%

5.2.2 Muster der Ko-Alterationen

Bei 87,1 % der MET-amplifizierten Patienten wurden Ko-Alterationen nachgewiesen. Da als
Treiber fungierende Alterationen bekanntlich allein auftreten, spricht dies gegen eine
Treiberfunktion. Zum Beispiel zeigte eine Studie des Lung Cancer Mutation Consortium, dass
bei 10 untersuchten Genen (EGFR, KRAS, ERBB2, AKTI, BRAF, MEKI, NRAS, PIK3CA, ALK
und MET) von mehr als 1000 Patienten nur ein Anteil von 3 % Treiberalterationen in mehr als
einem Gen aufwies und neben den hdufigeren PIK3CA-Alterationen vorwiegend MET-
Amplifikationen mit einem Anteil von 17 % als zusétzliche Ko-Alterationen zu einem priméren
Treiber vorlagen. Die molekularpathologische Untersuchung wurde hier jedoch mit
verschiedenen Methoden vorgenommen (SNapShot, PCR, Sequenom MassARRAY, Sanger-

Sequenzierung, Sanger-Sequenzierung mit PNA).”

Auffillig ist, dass die Haufigkeit sowie die Art der simultan auftretenden Alterationen nach
Amplifikationslevel variiert. Da High-Level-Amplifikationen als potenzielle Treiber und

pridiktive Biomarker beschrieben wurden *7'8%-%3

, ist ein besonderes Augenmerk auf diese
Kohorte zu legen. Jedoch zeigte sich auch hier, dass eine nicht-homogene Gruppe mit genetischer
Heterogenitdt vorliegt. So fanden sich vorwiegend koexistente 7P53-Mutationen und KEAPI-
Alterationen sowie in selteneren Fillen KRAS-Mutationen. Jedoch wies ein Anteil von 15 % gar
keine simultan auftretenden genetischen Aberrationen auf, zumindest beziiglich der in den

verwendeten NGS-Panel enthaltenen Gene.

Die Ergebnisse dieser Analyse widersprechen den bisherigen vorliegenden Daten und zeigen eine

héhere Rate an Ko-Alterationen in den Kohorten aller Level. So zeigte in einer retrospektiven
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Analyse von iiber 1000 Patienten, von denen 98 Patienten mit einer GCN > 5 oder einer
MET/CEP7-Ratio > 1.8 als MET-positiv eingestuft wurden, nur ein Anteil von 56 % bzw. 47 %
Ko-Alterationen. Zudem wurden dort EGFR-Mutationen inkludiert und beliefen sich auf einen
Anteil von 22 % bzw. 8 %. Daneben traten mit jeweils ca. 20 % viele KRAS-Mutationen auf, was
einem um etwa 50% hoheren Vorkommen entspricht, als in unserer Analyse gezeigt.* Camidge
et al. berichteten sogar nur eine Rate von 29,4 % an gleichzeitig auftretenden Treibern, welche zu
60 % aus EGFR-, zu 20 % aus BRAF- und zu 20 % aus KRAS-Mutationen bestanden.
Erwdhnenswert ist hier, dass lediglich eine kleine Kohorte von nur 38 Patienten untersucht wurde

und die Aussagekraft dementsprechend limitiert ist.”®

Zum Auftreten anderer Treiber als MET in der High-Level-Kohorte liegen bisher kontroverse
Daten vor.®*”"® Sieht man von dem bekannten Resistenzmechanismus des gemeinsamen
Auftretens mit EGFR-Mutationen ab, findet sich vorwiegend eine Ko-Existenz mit MET-Exon-
14- und KRAS-Mutationen.’”>’" Dies wirft die Frage auf, welchen Mechanismus MET-
Amplifikationen in diesen Kohorten spielen konnten. So beschrieben Schildhaus et al. eine KRAS-
MET-Korrelation von 0,4 % in Therapie-naiven Patienten und eine steigende Prdvalenz nach
Applikation von zielgerichteten Therapien mit KRAS-Inhibitoren, was auf einen mdoglichen
priméren sowie sekundédren Resistenzmechanismus hindeuten konnte. Unterstiitzend dazu dient
weiterhin die Beobachtung, dass eine groBere Uberlappung erzielt werden konnte, indem
niedrigere Level miteinbezogen wurden.® Somit wiirden MET-Amplifikationen in diesem Falle
nicht als primére Treiber fungieren. Da die dort aufgezeigte Korrelationsrate gering ist, konnte
dies fiir ein seltenes Phdnomen sprechen und eine Erklérung fiir einen eventuell fehlenden
Overlap zwischen MET und KRAS in kleineren Kohorten sein. Im Rahmen des gemeinsamen
Auftretens von MET-Exon-14-Skipping-Mutationen mit MET-Amplifikationen zeigte sich kein
signifikanter Unterschied hinsichtlich des Gesamtiiberlebens und des Therapieansprechens auf
MET-TKI. In dieser Analyse wurden vorwiegend simultan auftretende 7P53-Mutationen
beobachtet, wozu bisher keine vergleichbaren Daten in der Literatur existieren. Von Interesse
wire hierbei, inwieweit diese die Prognose beeinflussen und ein schlechteres Ansprechen auf
zielgerichtete Therapeutika préadiktieren, da solche Effekte bereits in Bezug auf andere Treiber

beobachtet wurden, 31017193

5.2.3 MET als priadiktiver Biomarker

Unter der Annahme von MET als Treibermutation wurde eine Vielzahl von klinischen Studien
durchgefiihrt, die nicht konklusive Ergebnisse zeigten und somit auf das Problem der

Patientenselektion nach nicht standardisierten Biomarkern hinweisen. Es bestand weder ein
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Konsens iiber die Art des Nachweises einer MET-Positivitit noch {iber die Einteilung der
verschiedenen Amplifikationsgrade. So hat sich die MET-Expression in der Immunhistochemie
nicht als pridiktiver Biomarker fiir ein Therapieansprechen herausgestellt.'*'"” Zwar zeigt sich
besonders in klar positiven und negativen Proben eine gute Korrelation zwischen dem IHC-Score
und den FISH-Ergebnissen, jedoch wird ein THC-Score 2+ sowohl hiufig in Low- und
Intermediate-Level-Amplifikationen sowie in FISH-negativen Tumorproben beobachtet.’>6%-18
Zudem zeigte eine Studie, in der ein H-Score > 300 als MET-positiv galt, dass 96 % der MET-
positiven Fille keine zu detektierende Amplifikation oder Mutation aufwiesen.'”® Dieses
Phénomen zeigte sich auch in der Onartuzumab-Studie, in der eine Inklusion nach IHC-positiver
Diagnostik erfolgte und Erlotinib in Kombination mit Onartuzumab, einem monoklonalen MET-
Antikorper, versus Erlotinib mit Placebo getestet wurde. Diese Studie verfehlte ihr priméres Ziel,
indem sie keinen signifikanten Uberlebensvorteil der Kombination gegeniiber der Erlotinib-
Monotherapie erreichte.'"’

Aufgrund dieser Erkenntnisse sahen wir davon ab, die MET-Expression in unsere
Klassifikationskriterien aufzunehmen. Die Ermittlung weiterer Daten zur Korrelation von IHC-
und FISH-Ergebnissen in einer groen Kohorte wie der in unserer Studie beschriebenen konnte
aber von Interesse sein, da eine Mutation oder Amplifikation nicht zwangsldufig zu einer erhohten
Proteinexpression fiihren muss und dies der Grund fiir ein fehlendes Therapieansprechen trotz

vorliegender High-Level-Amplifikation sein konnte.**'%%!%

Das Ziel dieser Arbeit war unter anderem eine einheitliche Einteilung der Amplifikationslevel.
Da der initial festgesetzte Cut-Off-Wert der MET/CEN7-Ratio von > 2 und/oder GCN > 6 fiir die
High-Level-Kohorte mit weiteren Subgruppen keine signifikanten Unterschiede erbrachte, wurde
dieser durch eine reine Differenzierung anhand der Genkopienzahl mit dem Schwellenwert GCN
> 10 ersetzt. Dies entspricht Resultaten der GEOMETRY -mono-1-Studie, in der die Arme der
MET-amplifizierten Kohorten mit GCN < 10 aufgrund von unzureichender Wirksamkeit
geschlossen werden mussten.*” Die hier gewihlte Klassifizierung war an die Definition von
Schildhaus et al. und der dort definierten Kriterien MET/CEN7-Ratio > 2 und GCN > 6 fiir High-
Level-Amplifikationen angelehnt.®® Aufgrund des im Verlauf gefinderten Schwellenwertes ergibt
diese Analyse keine weiteren Anhalte fiir die Bedeutung der MET/CEN7-Ratio. Jedoch ergab die
Untersuchung einer grolen Kohorte, in welcher die Genkopienzahl pro Zelle, das Mal3 der
Prozentsitze der Tumorzellen mit > 4, > 5 und > 15 Genkopien pro Zelle und die MET/CEN7-
Ratio bestimmt wurden, dass die GCN die groBite numerische Spannbreite aufweist. Nach
Bestimmung der 90. Perzentile ergab sich dort — analog zu unseren Ergebnissen — ein

Schwellenwert von GCN > 10 fiir die Abgrenzung der Top-Level-Kohorte.”' Eine zusitzliche
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Untersuchung der MET/CEN7-Ratio konnte weitere Erkenntnisse iiber die Beschaffenheit der
High-Level-amplifizierten Kohorte bringen. Dies wird durch die Klassifizierung von Camidge et
al. deutlich, die eine Abgrenzung mittels einer MET/CEN7-Ratio > 5 vornahmen, die bereits in
einigen Studien genutzt wurde.”®” Obwohl sich bei diesem Schwellenwert eine geringere
Uberlappung mit anderen Treibern findet, wurde bei besserem Vorhersagen des
Therapieansprechens eine Modifikation zu Gunsten einer Ratio > 4 vorgenommen, ' #493-98.99.110.111
Da eine hohe GCN-MET/CEN7-Ratio-Konkordanz von 88,2 % berechnet werden konnte, bleibt

zu kléren, welcher der beiden Faktoren aussagekréftiger und akkurater fiir die Etablierung eines

einheitlichen Biomarkers ist.”

5.2.4 Therapieansprechen

Die hier durchgefiihrte Analyse zeigt ein signifikant besseres Gesamtiiberleben von MET-
amplifizierten Patienten, die mit einer alleinigen Immuntherapie (vor oder nach Chemotherapie)
oder einer kombinierten Immunchemotherapie behandelt wurden. So zeigte sich ein OS von 19
Monaten (95 % CI 15,8 — 22,2) vs. 8 Monaten (95 % CI 5,8 — 10,2) in der Kohorte mit GCN <
10 und ein noch deutlicherer Unterschied in der High-Level-Kohorte (36 Monate [95 % CI n/a]
vs. 4 Monate [95 % CI 3,1 — 4,9]). Dies ist eine relevante Beobachtung, da bisher keine Daten
hinsichtlich des Therapieansprechens von MET-amplifizierten Lungenkrebspatienten auf nicht
zielgerichtete systemische Therapien differenziert nach Amplifikationsleveln und anderen
molekularen Charakteristika existieren. Die Daten stellen somit einen Ausgangspunkt fiir die

Beurteilung von Studienergebnissen mit Tyrosinkinase-Inhibitoren dar.

Da de-novo-MET-Amplifikationen seltener sind als Amplifikationen im Rahmen eines
sekundédren Resistenzmechanismus und sich die Patientenselektion nach einem adédquaten
Biomarker als nicht eindeutig gestaltete, existieren bisher nur wenige Daten zum Einsatz von
zielgerichteten Therapeutika.”"''" Es hat sich jedoch herauskristallisiert, dass TKI-Aktivititen
vom Amplifikationslevel und vom Therapiestatus (Therapie-naive vs. vortherapierte Patienten)
abhiingig zu sein scheinen.®*!%®!12 So zeigen sich signifikant bessere Ansprechraten auf
Crizotinib in den High-Level-Kohorten — besonders in Therapie-naiven Patienten. Dennoch
wurde keine durchschnittliche ORR grofer als 40 % beobachtet.”!'""!!*!* Ahnliche Ergebnisse
konnten in der GEOMETRY-mono-1-Studie beobachtet werden, die das Ansprechen MET-
amplifizierter Patienten auf Capmatinib untersuchte: Dort zeigte sich eine ORR von 7 bis 12 %
in der Kohorte mit CGN < 10 und eine ORR von 29 % in vortherapierten MET-Patienten mit
GCN > 10 sowie von 40 % in Therapie-naiven MET-Patienten mit GCN > 10. Trotz eines

signifikanten Unterschiedes zwischen den verschiedenen Amplifikationsleveln wurde die vorab
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festgelegte Schwelle der klinischen Relevanz nicht erreicht.’® Es bleibt abzuwarten, ob andere
Therapeutika, wie Tepotinib in der aktuell laufenden VISION-Studie, divergierende Ergebnisse

bringen werden.

5.2.5 Uberlebensanalyse

Da sich ein signifikant schlechteres Uberleben der High-Level-Kohorte mit einer
Genkopienzahl > 10 im Vergleich zu niederen Leveln mit 4 Monaten (95 % CI 1,9 — 6,0) vs. 12
Monaten (95 % CI1 9,4 — 14,6) zeigte, bekriftigt diese Untersuchung bereits bestehende Daten und
hebt die Sonderstellung dieser Patientengruppe hervor, indem sie einen unabhidngigen negativen
prognostischen Faktor aufzeigt.’*”' Vergleichbare Werte wurden durch Overbeck et al.
beobachtet, wo sich ein signifikant kiirzeres Gesamtiiberleben der Top-Level-Gruppe mit dem
gleichen Schwellenwert von GCN > 10 gegeniiber niederen Leveln zeigte (8,2 Monate vs. 23,6
Monate; P=0,002). Weiterhin wurde dort beobachtet, dass die schlechtere Prognose unabhingig

vom initialen Tumorstadium sowie dem Therapiestatus war.”"

Da die meisten Studien eine Uberlebensanalyse an vortherapierten Patienten prisentieren, blieb
offen, inwieweit High-Level-Amplifikationen tatsdchlich einen unabhéngigen negativen
prognostischen Faktor darstellen oder ob sie vorwiegend zu einem schlechteren
Therapieansprechen im Rahmen von Resistenzmechanismen préadestinieren. Demgegeniiber
zeigen unsere Uberlebensdaten jedoch nun, dass ein lingeres Uberleben durch die Gabe von
Immuntherapien — unabhéngig vom PD-L1-Status — erreicht werden kann. Es gibt somit einen
starken Hinweis darauf, dass das schlechtere Gesamtiiberleben tatsdchlich durch eine primire

Treiberfunktion begriindet sein konnte.
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5.3 Ausblick

Diese Arbeit liefert neue Erkenntnisse zu den molekularpathologischen Charakteristika von MET-

Amplifikationen bei Patienten mit NSCLC. Da sich hierbei eine hohere Frequenz von simultan

auftretenden Mutationen als in bisherigen Studien zeigt und dies vorwiegend durch 7P53-, KRAS-

und KEAP-Mutationen dominiert wird, sollten weitere Forschungsansétze verfolgt werden:

Durchfiihrung weiterer retrospektiver, deskriptiver Studien der MET-High-Level-
Kohorte mit Fokus auf vorliegende, mdglicherweise zielgerichtet therapierbarer Ko-
Alterationen (z.B. KRAS-G12C-Mutationen)

Evaluierung von simultan auftretenden 7P53-Mutationen hinsichtlich eines schlechteren
Therapieansprechens auf MET-TKI sowie nicht zielgerichteter systemischer Therapien
Charakterisierung der simultan auftretenden 7P53-Mutationen hinsichtlich ihrer Genese

(Single Nucleotid Variant vs. Truncating Mutations)

Weiterhin kann diese Arbeit die Rolle von High-Level-Amplifikationen als negativen

prognostischen Faktor bekréftigen und auf eine primére Treiberfunktion hindeuten. Demnach

sollten die bereits verfiigbaren MET-TKI weiter in klinischen Studien evaluiert werden. Im

Hinblick darauf verbleiben folgende Forschungsansétze:

Weitere Evaluierung der Selektion nach einem adéquaten Biomarker
a) Stellt die GCN > 10 einen hinreichenden Cut-Off~-Wert dar?
b) Erbringt die Selektion nach einem Biomarker kombiniert aus der
MET/CEN7-Ratio, der GCN und des IHC-Scores héhere Ansprechraten in
TKI-Studien?

Zudem kann hier ein signifikant besseres Therapieansprechen gezeigt werden ebenso wie ein

lingeres Uberleben nach Applikation von Immuntherapien, weshalb Folgendes von Interesse sein

konnte:

Durchfiihrung klinischer Studien zur Erstlinientherapie bei alleiniger Gabe von
Immuntherapie oder Immunchemotherapie — unabhéngig vom PD-L1-Status — bei High-
Level-amplifizierten Patienten

Systematische Analyse des Therapieansprechens auf ICB in Abhéingigkeit vom PD-L1-
Status bei Patienten mit MET-Amplifikationen, besonders mit High-Level-
Amplifikationen
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6 Zusammenfassung

Einleitung: Lungenkrebs stellt weltweit die fithrende Todesursache bei malignen
Tumorerkrankungen dar. Mit Entdeckung neuer Therapiemodalitidten hat sich besonders das
NSCLC als potenzielles Ziel personalisierter Medizin herausgestellt, da Adenokarzinome der
Lunge zu einem erheblichen Anteil durch Treibermutationen definiert sind. MET-
Amplifikationen treten in bis zu 5 % aller NSCLC auf und konnten als negativer unabhingiger
prognostischer Faktor identifiziert werden. Da bisher kein einheitlicher Konsens hinsichtlich
diagnostischer Kriterien fiir MET-Positivitét vorliegt, erfolgte die Patientenselektion in klinischen
Studien nach verschiedenen Biomarker-Definitionen. Es konnte hierbei beobachtet werden, dass
insbesondere High-Level-Amplifikationen eine Sonderstellung einnehmen und als potenzieller
Treiber fungieren und somit die besten Ansprechraten auf MET-TKI aufweisen. Da bisher keine
Daten zu dem Ansprechen auf nicht zielgerichtete systemische Therapeutika existierten, fiihrten
wir eine retrospektive Studie zu dem Therapieansprechen auf Chemo- und Immuntherapien nach
molekularpathologischen Charakteristika durch.

Methoden: Wir identifizierten 278 Patienten mit MET-Amplifikationen mittels NGS (LUN3- und
LUN4-Panel), die in den Jahren 2015 bis 2018 diagnostiziert wurden und ein fortgeschrittenes
Stadium aufwiesen. AnschlieBend wurde eine FISH-Untersuchung angeschlossen. Der PD-L1-
Status wurde mittels Immunhistochemie bestimmt. Bis auf die Exklusion von Patienten mit
simultan vorliegenden EGFR-Mutationen, wurden keine weiteren Ausschlusskriterien
angewandt. Zur Einteilung in verschiedene Amplifikationsgrade wurde die mittlere
Genkopienzahl des MET-Gens pro Zelle und die MET/CEN7-Ratio herangezogen.

Ergebnisse: Die Patienten wiesen ein durchschnittliches Erkrankungsalter von 65 Jahren auf,
waren mit einem Anteil von 63,3 % minnlich und wiesen zu 92,5 % eine positive
Raucheranamnese auf. In 93 % der Fille konnte ein Adenokarzinom in der Histologie
nachgewiesen werden. Wir nahmen eine Einteilung in drei Amplifikationsgrade vor, die sich aus
Low-Level- (GCN < 4; 43,9 %), Intermediate-Level- (GCN 4-5; 7,1 %) und High-Level-
Amplifikationen (GCN > 6 oder MET/CEN7-Ratio > 2; 31,5 %) zusammensetzte. Die Gruppe der
High-Level-Amplifikationen wurde weiter unterteilt in HL I (MET/CEN7-Ratio > 2 und GCN <
6; 9,2 %), HL IT (GCN 6-9; 12,2 %) und HL III (GCN > 10; 10,1 %). Aufgrund von statistischer
Signifikanz erfolgte im Verlauf eine Korrektur auf zwei Vergleichsgruppen, deren Abgrenzung
die HL III-Gruppe mit einem Schwellenwert von GCN > 10 darstellte. Bei 87 % der Patienten
konnten Ko-Alterationen nachgewiesen werden, die vorwiegend durch 7P53, KRAS und KEAP1
dominiert wurden. Diese zeigten ein vom Amplifikationslevel abhingiges Verteilungsmuster mit

einer Zunahme der TP53- und KEAPI-Mutationen von Low- zu High-Level und einer Abnahme
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der KRAS-Mutationen von High- zu Low-Level. Die PD-L1-Expression zeigte sich
demgegeniiber unabhédngig vom Amplifikationsmuster. 47 % der Patienten erhielten eine
Monotherapie mit einem Zytostatikum, 63 % wurden entweder mit einer kombinierten
Immunchemotherapie oder mit einer Monotherapie mit einem ICB behandelt. Insgesamt konnte
ein signifikant schlechteres Gesamtiiberleben der High-Level-Kohorte beobachtet werden mit 4,0
Monaten (95% CI 1,9 — 6,0) vs. 12,0 Monaten (95 % CI 9,4 — 14,6) in niedrigeren Leveln.
Weiterhin zeigte sich ein deutlich besseres Ansprechen auf Immuntherapien, die vorwiegend als
Monotherapie in Erstlinie nach Progress unter Chemotherapie verabreicht wurden. Dies spiegelte
sich in einem OS von 19,0 Monaten (95 % CI 15,8 — 22,2) vs. 8,0 (95 % CI 5,8 — 10,2) Monaten
bei Patienten mit GCN < 10 und einem OS von 36,0 Monaten (95% CI n/a) vs. 4,0 Monaten (95
% CI 3,1 —4,9) in Patienten mit GCN > 10 wider.

Diskussion: Die Ergebnisse dieser Arbeit bestétigen in einer der weltweit grofiten Kohorten die
bisherigen Erkenntnisse iiber die klinisch-demographischen Merkmale von Patienten mit MET-
amplifiziertem NSCLC. Die Ergebnisse der analysierten molekularen Charakteristika fithren
bisherige Beobachtungen weiter und zeigen insbesondere eine hohere Frequenz an Ko-
Alterationen sowie ein vom Amplifikationslevel abhéngiges Verteilungsmuster der dominierend
simultan vorkommenden KRAS-, TP53- und KEAPI-Mutationen. Aufgrund statistischer
Uberlegungen erfolgte final eine Unterteilung in zwei Subgruppen mit einem Schwellenwert von
GCN = 10, der sich bereits in vorherigen Studien als addquater Biomarker fiir die Klassifizierung
der High-Level-Kohorte herausstellte. Nach dieser Unterteilung konnte die Rolle von High-
Level-Amplifikationen als unabhéngiger negativer prognostischer Faktor bekriftigt werden, da
sich in der Uberlebensanalyse ein signifikant schlechteres Gesamtiiberleben zeigte. Weiterhin
liefert diese Untersuchung erstmalig Daten zu dem Ansprechen auf nicht zielgerichtete
systemische Therapien und zeigt einen eindeutigen Benefit der Immuncheckpoint-Blockade bei
MET-amplifizierten NSCLC. Demnach liefert sie grundlegende Erkenntnisse fiir die weitere
Evaluierung von Immuntherapien in dieser Patientengruppe und gibt Hinweise fiir die Definition
eines einheitlichen Biomarkers zur Patientenselektion zukiinftiger klinischer Studien mit MET-

TKI.
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