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Referat

Es sollte den Fragen nachgegangen werden, ob es einen Unterschied im OS oder PFS
zwischen Patienten mit und ohne K-ras bzw. TTF-1-Mutation geben kénnte, wie haufig
diese auftreten und ob deren Expression mit anderen Merkmalen assoziiert sein
konnte. Zu diesem Zweck wurden von 207 Patienten mit metastasiertem
Adenokarzinom der Lunge in einer explorativen, retrospektiven Studie anonymisiert
krankheits- und personenbezogene Daten zusammengetragen und ausgewertet.
Uberlebensdaten wurden in Kaplan-Meier-Kurven dargestellt und HR mit Cox-
Regression ermittelt. Assoziation zwischen verschiedenen Merkmalen wurde mit
Fischers exaktem Test Uberprift.

Unter den 185 Patienten mit vollstandig bekanntem Mutationsstatus waren 25,4% K-
ras-positiv. Auch traten EGFR, ALK, ROS und BRAF-Mutationen auf. Unter den K-ras-
Mutationen waren G12V, G12C und G12D die haufigsten Subtypen mit jeweils 32%,
32% und 17%.

Es scheint eine Assoziation zu geben zwischen dem Auftreten einer K-ras-Mutation
und sowohl Rauchen als auch Asbestexposition. Fir doppelt Exponierte ist das Risiko
noch starker erhdoht (RR=3,32; 95% KI: 1,22 — 9,09; p=0,047). Ein Zusammenhang
zwischen dem Subtyp und Raucherstatus zeigte sich nicht.

K-ras-Positive wiesen weder im PFS (HR=1,02; 95% KI: 0,71-1,46; p=0,93) noch im
OS (HR=0,93; 95% KI: 0,63-1,37; p=0,71) einen Unterschied im Uberleben zum WT
auf. Auch unter den Subtypen konnte kein klarer Vor- oder Nachteil fir bestimmte
Gruppen gefunden werden.

80,2% aller Getesteten wiesen eine nukleare TTF-1-Expression auf. Es wurde keine
Assoziation von TTF-1-Positivitdt und weiblichem Geschlecht oder Nichtraucherstatus
gefunden, allerdings zwischen EGFR-Mutation und TTF-1-Expression (RR= 1,28; 95%
Kl: 1,18-1,38; p=0,015).

Ob TTF-1-Positive einen Uberlebensvorteil im OS (HR=0,726; 95% KI: 0,495-1,065;
p=0,102) und im PFS (HR=0,697; 95% KI: 0,480-1,012; p=0,058) verzeichnen, konnte
nicht sicher gezeigt werden, zumindest im PFS ist ein Vorteil fir TTF-1-Positive jedoch
zu vermuten.

Als unabhangige Risikofaktoren im OS und PFS erwiesen sich mittels multivariabler
Regression Alter, ECOG-Status und Geschlecht.

Schéadlich, Florian: Retrospektive Datenanalyse von Patienten mit metastasiertem
Adenokarzinom der Lunge mit und ohne K-ras-Mutation bzw. TTF-1-Uberexpression,
Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 57 Seiten, 2024



Inhalt

REFEIAL ...t
Verzeichnis der Abklrzungen und Symbole ...
T EINIEIUNG. e e e e e e e e aaaaa 1
1.1 Epidemiologie Lungenkrebs weltweit und in Deutschland ...................c.......... 1
1.2 Einteilung LUNgenkarzinOm ............cooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 1
(2 B V1o Y=Y £ 1] L RSO SOS 1
1.2.2  AdENOKAIZINOIM ...t 2

(I I €140 oo | F=To [=T o I S = L PP PPPPPPPPPP 2
1.3.1  Ras als molekularer Schalter .............ccccooiiiiiiiiiiis 2
1.3.2 Ras als ProtOONKOGEN .........iiiiiii et e e 3
1.3.3  Ras Isoformen und ihre Lokalisation an der Membran ...............cc.ccoo.. 3
1.3.4  Die AKEIVIErUNG VON K-ras.......cccvuiiiiiiiii ettt 4
1.3.5 Die downstream Signalkaskaden von Ras ...........ccccccoviiinniiinininnnnnnnnnnns 5

1.4 Grundlagen TTF-T ..o 7

£ S I U oY= s o) To! RSSO 7
1.4.2 TTF-1 unter den Transkriptionsfaktoren ............ccccccoiiiiiiiiiiicieee e, 8
1.4.3 TTF-1in der SchilddrliSe. ........ ... 8
1.4.4 TTF-11INder LUNGE ....uuiiiiiiiii e 9
1.4.5 TTF-1 als immunhistochemischer Marker ..............cccccoiiiiiis 9

2 ZIISTEIIUNG ... e 10
3 METNOTEN ... 11
4 ErgebniSSe ... 13
g TS (0 o 1=TaT o To] o] U1 F=1 i o] o KOS 13
4.2  Haufigkeiten von MUutationen ...............ueeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiieeeeeeeeeeeeeaes 13
4.21  Alle Treibermutationen .........cooooiiiiiiiiii 13
4.2.2  K-ras-Mutationen.........coooiiiiiiiiiiiie e 15
4.2.3 Raucherstatus, Berufsexposition und K-ras...........ccccccoeviiiiniiiiiiiieenee, 16



424 Treibermutationen nach Raucherstatus...........coveveeeeiiiiieeieeeeeeeee 18

425 TTF-1HAUfigKeit ....ccooeeeeeeeeeeeee 19
4.3 Uberleben aller Pati@NteN ... ..o, 20

431 Gesamtiiberleben (OS) und Progressionsfreies Uberleben (PFS) aller

Patienten ... 20

4.3.2  Uberleben Nach AITET .............cc.ooveueiueeeeeeeeeeeee et 21

4.3.3  Uberleben nach GeSChIEChL ..............ceeveieeeiiieieieeeeeeeee e 21

4.3.4  Uberleben Nach ECOG ..........cc.coveviueeueeiecieeeee et 23

4.4  Uberleben nach K-ras-Status .............c.ccceouveueeieieieeieeeeeeee e 24

4.5 Uberleben nach K-ras-SUBbtyp ...........cc.coeiuiiueiieeecieceeeeeeee et 26

4.6  Uberleben nach TTF-1-EXPreSSiON.........ccccueieeereeeeiieeeeeeeeeeeee e seeareeenens 27

S B 111 (U 13- o] o [ 31

5.1 Haufigkeit der Treibermutationen ... 31

o I I (= T o === o | 31

ST I (T = TS S U] o 17/ 1= o 32

5.1.3  Weitere Treibermutationen................oeuiiiiiiiiiiiiiiiiiiees 33

5.2 HAUFIGKEIt VON TTF-1. .. e 34

5.3  Uberleben aller Patienten..............cc.cueoueiueiueiueeeee e, 34

5.4  Uberleben nach K-ras-Status ..............cccceeeueiueeiieeeieeeeeieee e, 36

5.5 Uberleben nach K-ras-SUBYp ..........ccccoeiueiuiiueieieeieeeeeeeee e, 39

5.6 Uberleben nach TTF-1-StatUs ..........ccocoueeueiuiirieiieeie e, 41

6 LiteraturverZEiChNIs ....... ... e 44

T TRESEIN e 57
T (=T U] T =T o PSP PRPRPRR



Verzeichnis der Abkurzungen und Symbole

AD C . Adenokarzinom
AR B Afadin
ALK e anaplastic lymphom kinase
B e e aaaaaaaaaa Berufsexposition
BRAF ., v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1
CAMP .. cyclisches Adenosinmonophosphat
O e ———— cell division cycle
COMP .. cyclisches Guanosinmonophosphat
C-MVYC e Cellular Myelocytomatosis Oncogene
L0 NN =TS € RN Cyclic nucleotide Ras GEF
T e Computertomographie
DAG .. Diacylglycerin
DINA Desoxyribonukleinséure
ECOG ..., Eastern Cooperative Oncology Group
I Erstdiagnose
EGF Epidermal growth factor
EGFR ..., Epidermal Growth Factor Receptor
|t PP ETS Like-1-Protein
E R e Endoplasmatisches Retikulum
ErK oo extracellular-signal requlated kinase
GAP et nnnnnnnnnnnnnnnnnnnn GTPase aktivierendes Protein
L] D RPN Guanosindiphosphat
GEF e guanin nucleotide-exchange factor
(€ (o) (= o 1R Guaninnukleotid-bindendes Protein
GID2 .. growth factor receptor-bound protein 2
) I PRSPPI Guanosintriphosphat
o | 0 U UST Homdbodoméne
| N U hepatocyte nuclear factor 3
o | PP Hazard Ratio
H-ras oo harvey rat sarcoma viral oncogene homolog
PP Konfidenzintervall
S = 1= T Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
MAP .. Mitogen aktiviertes Protein
MAPK . Mitogen-activated protein kinase
0 g MAP-Kinase-Kinase
MAPKKK ... e e e e e e e e e e eeannes MAP-Kinase-Kinase-Kinase
MK L e MAP-Kinase-Kinase
MR e e Magnetresonanztomographie
MTOR oo mammalian target of rapamycin
MVZ oo Medizinisches Versorgungszentrum
Nt Neurofibromin 1
INKX2-T e e e e NK2 homeobox 1
I [0 (= PSSR Novel Ras effector 1
N-TS .o Neuroblastoma rat sarcoma viral oncogene homolog
NSCLC .. Non small cell lung cancer
L 1 T Overall Survival (Gesamttiberleben)
PCR . Polymerasekettenreaktion
PDGFR ..o Platelet-derived growth factor receptor
PO phospholipid dependent kinase 1
PES..c e, Progression Free Survival (Progressionsfreies Uberleben)
PH e pleckstrin homology

\



PI3-KIiNASE ....uuoiiiiiiiieeecee e Phosphatidylinositol-3-Kinase

PP Phosphatidylinosithol-4,5-Bisphosphat
PP Phosphatidylinosithol-3,4,5-Trisphosphat
g = TSP Proteinkinase B
g 1 USRS Plasmamembran
RaCT e Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1
RaAf .. rapidly accelerated fibrosarcoma
= | PSSP Ras-like
RALGDS ... Ral Guanine Nucleotide Dissociation Stimulator
RAS oo rat sarcoma viral oncogene homolog
RASAT e RAS P21 Protein Activator 1
RaSGRP ... RAS guanyl nucleotide-releasing protein
RASSFT .o Ras Association Domain Family Member 1
REM .. e Ras exchange motif
L P Ras And Rab Interactor 1
L SRR Robert-Koch-Institut
ROS ... c-Ros oncogene 1 receptor tyrosine kinase
1 3 RSP Rezeptortyrosinkinase
T O I O N Small cell lung cancer
0 Src-homology 2
SH S e Src-homology 3
SO e Son of Sevenless
T/EBP .. thyroid-specific enhancer-binding protein
TIaM T s T-lymphoma invasion and metastasis
TITF e thyroid transcription factor-1 gene
T O H e Thyreoidea-stimulierendes Hormon
L PR Thyroidaler Transkriptionsfaktor 1
] Union internationale contre le cancer
YT o RPN Rous sarcoma virus-Src
WHO . World Health Organisation
T Wildtyp

VI



1 Einleitung

1.1 Epidemiologie Lungenkrebs weltweit und in Deutschland

Das Lungenkarzinom ist sowohl in Deutschland als auch weltweit eine der klinisch und
sozial relevantesten aller Erkrankungen. Trotz intensiver Forschung und wertvollen
neuen Erkenntnissen in den vergangenen Jahren handelt es sich um eine Diagnose
mit weiterhin sehr schlechter Prognose.

Der ,International Agency for Research on Cancer® der WHO zufolge, ist Lungenkrebs
die weltweit haufigste krebsbedingte Todesursache mit fast 1,8 Millionen Toten
weltweit im Jahr 2020 (Global Cancer Observatory, 2020). Das entspricht 18% aller
durch Krebs verursachten Todesfalle. An zweiter und dritter Stelle folgen mit
deutlichem Abstand kolorektale Karzinome (9,4%) und maligne Neubildungen der
Leber (8,3%). Mit einer gewaltigen Anzahl neuer Falle weltweit von jahrlich etwa 2,207
Millionen wird das Lungenkarzinom einzig vom Brustkrebs Ubertroffen (2,261
Millionen). Damit macht es 11,4% aller malignen Neubildungen aus (Global Cancer
Observatory, 2020).

Laut den Zahlen der Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland
des RKI, erkrankten 2016 deutschlandweit 21.500 Frauen und fast 36.000 Manner an
Lungenkrebs (Robert Koch-Institut & Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister
in Deutschland e.V., 2019). Das Lebenszeitrisiko, an Lungenkrebs zu versterben,
betragt fur Frauen 3,1%, bei Mannern sind es sogar 5,7%. Bei Erstdiagnose befinden
sich bereits Uber die Halfte der Karzinome im metastasierten Stadium, diese Falle
haben eine ernlichternde 5-Jahres-Uberlebensrate von nur 5% (Frauen) bzw. 3%
(Manner).

Die hohen Inzidenzraten und die anhaltend sehr schlechte Prognose verdeutlichen den
dringenden Bedarf an weiterfihrender Forschung im Bereich Lungenkrebs, um
Pravention, Therapie und Nachsorge zu optimieren. Im Rahmen dieser Dissertation
soll dazu ein Beitrag geleistet werden. Schwierigkeiten ergeben sich dabei neben der
Aggressivitat der Tumore aus der Heterogenitat des groen Feldes ,Lungenkarzinom®.
Da in dieser Studie der Fokus auf einem bestimmten Subtyp, dem Adenokarzinom,
liegt, folgt zun&chst eine kurze Einordnung und Uberblick tiber verschiedene maligne

Neubildungen der Lunge.
1.2 Einteilung Lungenkarzinom

1.2.1 Ubersicht
Das Lungenkarzinom differenziert sich in viele unterschiedliche Entitaten. Die

Einteilung nach histologischen Kriterien bestimmt wesentlich die Prognose und



Therapie. Die WHO unterscheidet 2004 zunachst kleinzellige (SCLC) und nicht
kleinzellige Lungenkarzinome (NSCLC). Letztere werden weiter unterteilt in
Adenokarzinome, Plattenepithelkarzinome, grof3zellige Karzinome, neuroendokrine
Tumore und weitere, seltenere Entitaten. Diese Einteilung ist bis zur neuen aktuellen
Klassifikation von 2015 zwar in ihren Grundztigen erhalten geblieben, wurde jedoch in
vielen Punkten weiterentwickelt. Die grof3ten Veranderungen betreffen unter anderem
die Verwendung immunhistochemischer Marker und molekularer Mutationsanalysen,
um personalisierte Therapien anbieten zu kdnnen (Travis et al., 2015). Zu diesen
Markern gehéren auch TTF-1 und K-ras.

1.2.2 Adenokarzinom

Das Adenokarzinom ist mit etwa 40% aller Lungenkarzinome die haufigste Art
(Kraywinkel & Schoénfeld, 2018). Es ist definiert als maligner epithelialer Tumor mit
glandularer Differenzierung und meistens Muzinproduktion. (Rodriguez-Canales et al.,
2016). Typische Marker sind Napsin A und Thyreoidaler Transkriptionsfaktor 1 (TTF-1)
(Ye etal., 2011).

1.3 Grundlagen K-ras

Um wirksame Therapien fur Karzinome mit K-ras-Mutation entwickeln zu kdénnen, ist
ein detailliertes Verstandnis seiner biologischen Funktion Voraussetzung. Deshalb folgt
zunachst eine Zusammenfassung uber die bisher erforschten biochemischen

Mechanismen.

1.3.1 Ras als molekularer Schalter

Alle drei bekannten Isoformen der Ras-Gen-Familie, K-ras, N-ras und H-ras, kodieren
fur etwa 21kDa grof3e Proteine mit 188-189 Aminosauren, welche zur Gruppe der
guaninnukleotidbindenden Proteine gehéren und haufig auch ,p21“ genannt werden
(McGrath et al., 1984). Diese G-Proteine fungieren in unseren Zellen als eine Art
molekularer Schalter und zeichnen sich durch ihr Vorkommen in einem aktiven und
inaktiven Zustand aus. (Barbacid, 1987) Dieser wird durch eine
Konformationsanderung bestimmt, welche wiederum vom gebundenen
Guaninnukleotid abhangt. Handelt es sich um ein GDP, liegt das G-Protein in seiner
inaktiven Form vor (Barbacid, 1987). Durch sogenannte guanin nucleotide-exchange
factors (GEF) wird jedoch eine Dissoziation des GDP ermdglicht, indem die
nukleotidbindende Domane umstrukturiert, und damit die Dissoziation von GDP
erleichtert wird, um anschlieRend ein neues Guaninnukleotid zu binden und das
Protein zu aktivieren (Vetter & Wittinghofer, 2001). Dieses aktive Protein kann nun
viele verschiedene Signalkaskaden in der Zelle anregen, bis es wieder inaktiviert wird.

Das geschieht durch ein GTPase aktivierendes Protein (GAP), welches die intrinsische



GTPase des G-Proteins aktiviert und zur Hydrolyse des Phosphatrestes fuhrt, sodass
der Komplex erneut mit einem GDP in seiner inaktiven Form vorliegt (Sweet et al.,
1984; Vetter & Wittinghofer, 2001). In gesunden Zellen scheint es eine basale Aktivitat
dieser GAPs zu geben, die Ras schnell wieder inaktivieren, solange dies nicht mutiert
ist (Trahey & McCormick, 1987).

1.3.2 Ras als Protoonkogen

Kommt es zu einer Mutation im Ras-Gen, so kann es vorkommen, dass das GAP die
intrinsische GTPase nicht mehr aktivieren kann (Trahey & McCormick, 1987). Daraus
resultiert ein dauerhaft GTP-gebundener Zustand und damit eine nicht mehr
vorribergehende, sondern nun konstitutive Aktivierung des G-Proteins, welches
fortwahrend Signale an seine vielen Effektormolekiile weiterleitet und so zu
Veranderungen der Zellmorphologie und -wachstum flihrt (Sweet et al., 1984). Daher
handelt es sich bei dem veranderten Ras-Protein um ein Onkogen.

Die onkogene Wirkung der mutierten Form von Ras ist eindeutig. So liegt eine
konstitutiv aktive Form in etwa 25-30% aller menschlichen Krebsformen vor (Scheffzek
et al., 1997). K-ras ist insbesondere beim Kolonkarzinom (46%) (Wiesweg et al., 2019)
und Pankreaskarzinom (92%) (Bailey et al., 2016) mutiert. Beim Adenokarzinom der
Lunge wird der Anteil bisher auf 15-33% geschatzt, mit héherer Quote in der
westlichen Bevolkerung (Dogan et al., 2012; Tomasini et al., 2016; Wiesweg et al.,
2019; Chen & Zhao, 2020). Die Haufigkeit bei Patienten in Halle ist eine der
Fragestellungen in dieser Studie.

1.3.3 Ras Isoformen und ihre Lokalisation an der Membran

Alle Isoformen von Ras besitzen eine N-terminale hochkonservierte Domane mit der
intrinsischen GTPase, welche sich kaum unterscheidet (90-100% identisch) und eine
C-terminale hypervariable Region (HVR), welche vor allem fir den Transport und die
Verankerung in der Plasmamembran verantwortlich ist und zwischen den Formen stark
variiert (Hancock, 2003).

Um seine Funktion erflllen zu kdnnen bzw. Tumorentstehung zu férdern, muss Ras an
einer Membran lokalisiert sein (Jackson et al., 1990). Bei den Isoformen H-ras, N-ras
und dem C-terminalen Exon 4A von K-ras wird die daflir nétige Aviditat zur Membran
durch Palmitoylierung an Cystein in der hypervariablen Region (HVR), vermittelt durch
ein CAAX-Motiv, zusatzlich zu einer Isoprenylierung erreicht (Jackson et al., 1990).
Das hauptsachlich exprimierte alternative Exon 4B von K-ras besitzt dort allerdings
kein Cystein und wird daher isoprenyliert, aber nicht palmitoyliert (Casey et al., 1989;
Hancock et al., 1989). Das Hinzufligen dieses einen hydrophoben Restes scheint nicht
ausreichend zu sein, um K-ras an der Membran zu stabilisieren. (Hancock et al., 1990)

K-ras 4B besitzt daher eine polybasische Domane, gebildet durch sechs Lysine an



Position 175-180, die vermutlich mit der negativ geladenen Plasmamembran
elektrostatisch interagiert. Erst diese polybasische Domane gemeinsam mit dem
CAAX-Motiv, welches fiir die Isoprenylierung verantwortlich ist, gewahrleistet die
Lokalisation an der Plasmamembran und damit die Moglichkeit zur Zelldifferenzierung
und Wachstum durch K-ras (Hancock et al., 1990).

Es gibt starke Evidenz daflir, dass die Ras Proteine nicht nur von der Plasmamembran
aus ihre weiteren Signalwege anstof3en, sondern internalisiert werden und in
Endosomen Kaskaden aktivieren (Pol et al., 1998; Howe et al., 2001; Jiang & Sorkin,
2002). Weiterhin scheinen Ras Proteine, die sich im Golgi oder ER ansammeln, die
Fahigkeit zu haben, aktiviert zu werden und Signale weiterzuleiten (Chiu et al., 2002).
Dies betrifft jedoch vor allem H-ras und N-ras, da sich K-ras zum aller groften Teil an
der Zellmembran befindet (Chiu et al., 2002).

1.3.4 Die Aktivierung von K-ras

Die Aktivierung von K-ras erfolgt vor allem durch Rezeptortyrosinkinasen (z.B. EGFR)
mit Hilfe von Adaptermolekilen. Nach Stimulation durch einen Wachstumsfaktor (z.B.
EGF) erfolgt eine Dimerisierung und Autophosphorylierung des Rezeptors an
Tyrosinresten in C-terminalen Domanen, die nun verschiedene Adapterproteine binden
kénnen (Margolis et al., 1989; Honegger et al., 1990; Ferguson et al., 2003). Zu diesen
Proteinen gehdrt auch Grb2 (growth factor receptor-bound protein 2), das mit seiner
SH2-Domane an die phosphorylierte RTK (Lowenstein et al., 1992) und mit seinen
beiden SH3-Domanen an die prolinreiche Region von SOS binden kann und dieses
damit an die Plasmamembran, in rdumliche Nahe von K-ras, rekrutiert (Gale et al.,
1993). Bei SOS handelt es sich um einen der wichtigsten GEFs. Ist es an der PM
lokalisiert, kann es selbststandig Ras aktivieren (Aronheim et al., 1994). Es sorgt fur
die Dissoziation von GDP, woraufhin ein neues GTP an K-ras binden kann und das
Protein in seinen aktiven Zustand Uberflhrt. Das GTP-gebundene K-ras wird nun
proliferationsférdernde und apoptosehemmende Kaskaden anstofRen, bis das GTP
durch die intrinsische GTPase hydrolysiert wird. Das wird durch die GAPs beschleunigt
und reguliert. (Trahey & McCormick, 1987) Onkogen mutiertes Ras kann nicht mehr
durch GAPs inaktiviert werden (Schweighoffer et al., 1992). Zu diesen GAPs gehdren
unter anderem p120RasGAP (RASA1) (Trahey & McCormick, 1987; Sung et al., 2016)
und NF1 (Martin et al., 1990). Mutationen im NF1-Gen sind verantwortlich fur
Neurofibromatose Typ 1 und mit erhdhter Ras-Aktivitat in menschlichen Zellen
verbunden (Basu et al., 1992). RASA1-Mutationen sind — anders, als man vermuten
wilrde — jedoch nur selten mit Tumoren assoziiert, sondern vor allem mit
Gefalmissbildungen. Das konnte sowohl bei Mausen als auch bei Menschen gezeigt

werden (Henkemeyer et al., 1995; Revencu et al., 2008).



Bei den SH2 bzw. SH3 Regionen (Src homology) handelt es sich um nichtkatalytische
Domanen, die erstmals in Nichtrezeptortyrosinkinasen der v-Src-Familie beschrieben
wurden (Koch et al., 1991). Die Phosphorylierung der RTK stellt das Signal fir die SH2
Domane dar, zu binden und so die Bildung eines Komplexes verschiedener Moleklile
an der Membran zu initiieren (Sadowski et al., 1986; Koch et al., 1991).

Typische Doméanen von GEFs sind CDC25 (benannt nach einem Gen in
Saccharomyces cerevisiae mit homologer Funktion (Broek et al., 1987)) und REM (Ras
exchange motif) (Sacco et al., 2006). CDC25 ist im Stande, das Guaninnukleotid in
Ras zu befreien (Lai et al., 1993), REM wird bendtigt, um diese Interaktion zu
gewahrleisten. Eine besondere Rolle scheint ein Phenylalanin an Position 577 zu
spielen, das eine Interaktion innerhalb der REM-Domane vermittelt (Sacco et al.,
2006).

Dieses Modell eines aktivierten Rezeptors mit Kinaseaktivitat, der Giber Adapterproteine
Ras aktiviert und so die Wachstumssignale weiterleitet, ist jedoch stark vereinfacht. So
kénnen GEFs posttranslational verandert und so reguliert werden und mit second
messenger Molekulen oder weiteren Proteinen interagieren. RasGRP, ein weiterer
GEF, besitzt beispielsweise DAG und Ca?*-bindende Domanen (Ebinu et al., 1998).
CNrasGEF steigert seine Ras-aktivierende Aktivitat durch Bindung von cAMP und
cGMP (Pham et al., 2000). Des Weiteren scheint die PI3K die Aktivierung von Ras zu
verstarken, indem es die Inaktivierung durch GAPs vermindert (Rubio & Wetzker,
2000).

1.3.5 Die downstream Signalkaskaden von Ras

Seine mitogene Wirkung erreichen die Ras-Proteine Uber viele komplexe
Signalkaskaden. Dazu zahlen die MAP-Kinase-Kaskade, PI3-Kinase und RALGDS
(Ferrer et al., 2018).

Die kleinen G-Proteine der Ras-Familie aktivieren den MAP-Kinase Signalweg mit den
drei Kinasen Raf (MAPKKK mit den Isoformen c-Raf-1, B-raf und A-raf), MEK (MAPKK)
und Erk (MAPK), die sich in einer Kaskade phosphorylieren und aktivieren. Das
aktivierte Erk interagiert schlieBlich nicht nur mit Substraten im Zytosol, sondern kann
auch in den Zellkern translozieren und dort in die Regulation von Genen eingreifen, die
fur Wachstum, Differenzierung und Zellzykluskontrolle wichtig sind (Ferrer et al., 2018).
GTP-gebundenes Ras — und zwar nur GTP-gebundenes Ras - (Vojtek et al., 1993)
rekrutiert zunachst Raf an die Plasmamembran, (Leevers et al., 1994) indem es an die
N-terminale regulatorische Doméane von Raf mit hoher Affinitat bindet (Zhang et al.,
1993). Raf scheint dann umgekehrt GAPs zu inhibieren (Zhang et al., 1993). Die
Lokalisation an der PM ist vermutlich der einzige notwendige Schritt zur Aktivierung

von Raf (Stokoe et al., 1994). Man geht davon aus, dass Ras an der Plasmamembran
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Dimere bildet, um Raf zu aktivieren (Inouye et al., 2000). Raf selbst ist eine
Serin/Threonin-Kinase, die MEK, also die MAP-Kinase-Kinase phosphoryliert und
damit aktiviert (Dent et al., 1992; Kyriakis et al., 1992). Diese kann anschlief3end die
MAP-Kinase Erk phosphorylieren und aktivieren (Crews et al., 1992). Aktives Erk
transloziert in den Zellkern und phosphoryliert dort viele verschiedene Substrate,
darunter auch Transkriptionsfaktoren wie c-Myc oder Elk-1, die letztendlich
Proliferation, Differenzierung und Wachstum fordern (Wada & Penninger, 2004).

Die Rolle von Ras in der Verstarkung des PI3K Weges ist noch nicht ohne jeden
Zweifel verstanden, sicher ist jedoch, dass auch dieser Signalweg eine entscheidende
Rolle in der Tumorentstehung durch onkogenes Ras spielt (Rodriguez-Viciana et al.,
1997; Gupta et al., 2007). Die Phosphatidylinositol-3-Kinase wird durch eine
phosphorylierte Rezeptortyrosinkinase (RTK, z.B. EGFR oder PDGFR), vermittelt
durch das Adapterprotein SH2, rekrutiert und kann bei ausreichender Phosphorylierung
bereits aktiviert werden (Carpenter et al., 1993). Das volle Ausmal} wird aber erst im
synergistischen Zusammenspiel mit dem ebenfalls durch die RTK aktivierten GTP-Ras
erreicht, wobei GTP-Ras die PI3K nicht oder kaum allosterisch aktiviert, sondern an
der Plasmamembran, in unmittelbarer Nahe zu ihren Substraten, stabilisiert und so
deren Effektivitat deutlich erhoht (Buckles et al., 2017; Zhang et al., 2019). Die nun
aktive katalytische Untereinheit von PI3K phosphoryliert das in der Membran
vorhandene Phosphatidylinosithol-4,5-Bisphosphat (PIP2) zum Signalmolekdl
Phosphatidylinosithol-3,4,5-Trisphosphat (PIP3) (Martini et al., 2014). Letzteres bindet
an Proteine mit einer PH (pleckstrin homology) Doméane und damit sowohl an die
Proteinkinase Akt als auch an PDK1 (phospholipid dependent kinase), wodurch beide
an die Membran transloziert werden. Dies ist ein essenzieller Schritt fir ihre
Phosphorylierung von Akt durch die PDK1. Ist Akt (auch Proteinkinase B / PKB
genannt) aktiv, greift sie ihrerseits durch die Phosphorylierung verschiedener Substrate
mit ihrer stark antiapoptotischen und proliferationsférdernden Wirkung in die
Mechanismen des Zellzyklus ein. Eine sehr entscheidende Rolle spielt hier der
Transkriptionsfaktor mTOR (mammalian target of rapamycin) (Martini et al., 2014).

Ein weiterer Pathway geschieht durch die Interaktion mit RalGEF-Proteinen wie
RalGDS, (Hofer et al., 1994) einem Guaninnukleotidaustauschfaktor fir die G-Proteine
der Ral-Familie (Ras-like). Ral-A und Ral-B sind ebenfalls Protoonkogene, wobei Ral-A
vor allem proliferationsférdernde und Ral-B apoptosehemmende Wirkung zeigen
(Chien & White, 2003).

Die hier beschriebenen Signalwege sind nur eine Auswahl der von Ras angestof3enen
Kaskaden. Es gibt weitere Molekdle, die mit Ras interagieren, wodurch Ras nicht nur

Wachstum und Proliferation, sondern auch Migration und Chemotaxis (Charest et al.,



2010), Zell-Zell-Kontakte tber AF-6 (Yamamoto et al., 1997) und Endozytose Uber
RIN1 (Tall et al., 2001) steuert. Weiterhin ist Ras in der Lage, Gber Tiam1 Rac1
(ebenfalls ein G-Protein) zu aktivieren (Lambert et al., 2002). Interessanter Weise kann
Ras ebenfalls Gber Nore1 und RASSF1 Apoptose induzieren, jedoch sind diese beiden
Tumorsuppressorgene in Tumoren meistens durch Hypermethylierung deren
Promotoren herunterreguliert (Hesson et al., 2003; Vos et al., 2003).
Zusammenfassend kann man also festhalten, dass die Ras-Proteine vor allem als ein
molekularer Schalter fur die Weiterleitung von Wachstumssignalen dienen, die viele
verschiedene und aulierst komplexe Kaskaden anstolien und fir Proliferation,
Differenzierung und Migration eine entscheidende Rolle spielen, jedoch auch in
Apoptose induzierenden Mechanismen involviert sind. Kommt es im Ras-Gen zu einer
onkogenen Mutation, wie etwa der Inaktivierung der intrinsischen GTPase, so fordern

die Ras-Proteine Tumorentstehung.

Abbildung 1: Signaltransduktion durch Ras. Aus Griinden der Darstellbarkeit konnten nicht alle in
Wirklichkeit an der Membran lokalisierten Proteine auch an die Plasmamembran (PM) gezeichnet werden.
Eigene Darstellung.

1.4 Grundlagen TTF-1

1.4.1 Uberblick
Der Thyroidale Transkriptionsfaktor 1 ist ein im Zellkern lokalisiertes Protein, das die
Transkription von Genen reguliert und unter anderem fiir die Expression von

gewebsspezifischen Proteinen in der Schilddrise und Lunge essenziell ist (Civitareale
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et al., 1993; Kelly et al., 1996). Weiterhin spielt er eine entscheidende Rolle wahrend
deren Organogenese und der des Gehirns (Lazzaro et al., 1991). Medizinisch
besonders relevant ist seine Funktion als immunhistochemischer Marker fur die
Identifizierung des Primartumors bei einer Metastase oder der Differenzierung von
Karzinomen. TTF-1 deutet dabei auf ein Adenokarzinom der Lunge hin (Moldvay et al.,
2004).

TTF-1 bzw. sein Gen werden auch bezeichnet als Nkx2-1 (Nkx homeobox-1 gene),
T/EBP (thyroid-specific enhancer-binding protein) oder TITF (thyroid transcription

factor-1 gene).

1.4.2 TTF-1 unter den Transkriptionsfaktoren

Ein Transkriptionsfaktor reguliert die Bildung von Proteinen, indem er die Expression
von Genen steuert. Daflir gibt es auf der DNA bestimmte Regionen, die Promotoren,
an die die Transkriptionsfaktoren binden kdnnen und damit das Ablesen beeinflussen.
Guazzi et al. konnten zeigen, dass es sich bei der DNA-bindenden Region von TTF-1
um eine Homdéodomane handelt. Weiterhin, dass sein Gen auf Chromosom 14 liegt
und damit nicht in einer zuvor beschriebenen homoobox-enthaltenden Region (Guazzi
et al., 1990). Eine Homoobox ist eine DNA-Sequenz, die flir eine Homdéodomane, also
eine bestimmte DNA-bindende Region eines Proteins, codiert. Sie ist gemeinsames
Merkmal der homdéotischen Gene (Hox-Gene), die im Allgemeinen besonders flr die
embryonale Entwicklung und Differenzierung eine fundamentale Rolle spielen.
Dementsprechend wurden bereits mehrere Fehlbildungen beschrieben, die durch
fehlerhafte Homdogene verursacht sind, insbesondere Synpolydaktylie (Akarsu et al.,
1996; Goodman et al., 1997; Bosley et al., 2008). Die Homéodoméne (HD) von TTF-1
weicht jedoch von den anderen ab. Im Gegensatz zu den bekannten Hox-Genen
kamen Lazzaro et al. in einer Studie mit Rattenembryonen zu dem Schluss, dass TTF-
1 sehr gewebsspezifisch in der embryonalen Schilddriise, Lunge und Teilen des
Gehirns exprimiert wird und dort zur Differenzierung beitragt (Lazzaro et al., 1991). Das
stehe in Kontrast zu den Ublichen Hox-Genen, welche weniger gewebsspezifisch,
sondern regional Uberlappend exprimiert werden um besonders die Entstehung von

Organen in der anterior-posterioren Achse zu steuern (Gaunt et al., 1988).

1.4.3 TTF-1in der Schilddriise

TTF-1 ist ein essenzieller Faktor fUr die Transkription schilddriisenspezifischer Gene,
wie Thyreoglobulin (Civitareale et al., 1989), Thyreoperoxidase (Francis-Lang et al.,
1992) und der TSH-Rezeptor (Civitareale et al., 1993). Auch in der Entwicklung der
Schilddrise spielt TTF-1 eine Rolle und stellt einen friihen Marker fiir sich spater in

Thyreozyten entwickelnde Zellen dar (Lazzaro et al., 1991).



1.4.4 TTF-1in der Lunge

In einem Modell mit embryonalen Mauslungen konnte gezeigt werden, dass TTF-1 die
Bildung der epithelialen Strukturen in den Luftwegen reguliert. Bei blockierter TTF-1-
Aktivitdt kam es zu unorganisierter hyperplastischer Proliferation der Epithelzellen. Die
mesenchymalen Strukturen blieben unbeeinflusst (Minoo et al., 1995). In sich
entwickelnden Mauselungen wurde TTF-1 frih in den Epithelzellen der Hauptbronchien
gefunden, nicht jedoch in dem sie umgebenden Mesenchym. Spater wiesen die
Trachea, Bronchien, Bronchiolen und vor allem die sich neu bildenden distalen
Luftwege eine hohe Expression auf. Auch in erwachsenen Tieren wurde insbesondere
in Typ Il Pneumozyten TTF-1-Expression nachgewiesen, wenn auch schwacher (Zhou
et al., 1996). Knock-out Mause, denen das TTF-1-Gen homozygot fehlt, werden tot
geboren aufgrund fehlenden Lungenparenchyms. Diese Mause hatten nur einen
rudimentaren Bronchialbaum und keine Schilddrise (Kimura et al., 1996). In einer
Studie, in der menschliche fetale und neonatale Lungen mit und ohne Dysplasien
untersucht wurden, fand man TTF-1-Expression vor allem in gesunden Bereichen und
regenerierenden Abschnitten in Typ-lI-Pneumozyten. Gefehlt hat TTF-1 in kollabierten
oder infizierten Bereichen. Auch das deutet auf seine fundamentale Rolle in der
Differenzierung von Epithelzellen hin (Stahlman et al., 1996). TTF-1 bindet direkt an die
Promotoren spezifischer Gene und fordert damit deren Expression. Zu diesen
Proteinen gehdéren die Surfactantproteine und ein Protein der Keulenzellen (ehemals
,Clara-Zellen®) (Bruno et al., 1995; Kelly et al., 1996; Zhang et al., 1997). Diese sind
von grolder Bedeutung fur die Stabilitat und Erregerabwehr der Lunge. Dabei arbeitet
TTF-1 mit anderen Faktoren zusammen, wie HNF3 (hepatocyte nuclear factor 3)
(Bohinski et al., 1994).

TTF-1 spielt also eine fundamentale Rolle sowohl in der pulmonalen Entwicklung als

auch in adulten Lungen fir die Transkription elementarer Proteine.

1.4.5 TTF-1 als immunhistochemischer Marker

Die Unterscheidung zwischen einem primaren von einem metastatischen
Adenokarzinom (ADC) in der Lunge kann insbesondere bei nur wenig verfligbaren
Gewebe eine Herausforderung sein und ist nicht immer aufgrund rein morphologischer
Kriterien moglich. Nukleare TTF-1-Expression eignet sich als sensitiver und
spezifischer immunhistochemischer Marker fur die Unterscheidung zwischen primar
pulmonalem ADC und pulmonaler Metastase eines anderen Primartumors (Moldvay et
al., 2004).

In Kombination mit anderen Markern wie CK7 und CK20 wird eine noch sicherere

Aussage uber die Herkunft einer Metastase getroffen. Dabei sind beispielsweise



Adenokarzinome der Lunge und Brust flr gewohnlich CK7+CK20- und ADC des
Kolons CK7-CK20+ (Su et al., 2006).

2 Zielstellung

Hauptziel dieser Datenanalyse ist es, potentielle Unterschiede im Gesamtiberleben
und Progressionsfreien Uberleben zwischen Patienten mit und ohne K-ras-Mutation
bzw. TTF-1-Expression aufzudecken.

Darlber hinaus soll untersucht werden, wie haufig bekannte Mutationen mit welchen
bestimmten Subtypen in dieser Stichprobe auftreten und ob es einen Zusammenhang
zwischen deren Auftreten und dem Raucherstatus oder Berufsexposition gibt.

Diese Fragestellungen sind besonders relevant im Hinblick auf die sich zurzeit (2021)

in klinischen Studien befindlichen Medikamente gegen Subtypen wie K-ras G12C.
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3 Methoden

Die hier vorgelegte Arbeit wurde durch die lokale Ethik-Kommission der Martin-Luther-
Universitat positiv votiert (2020-199).

Zunachst wurden alle Patienten mit metastasiertem, histologisch gesicherten
Adenokarzinom der Lunge, die von 2016-2019 im Krankenhaus Martha-Maria in Halle-
Délau behandelt wurden, in diese retrospektive Kohortenstudie mit explorativem
Charakter aufgenommen. Es handelt es sich also um eine Gelegenheitsstichprobe.
Von diesen 207 Patienten wurden die flr die Fragestellungen erforderlichen Daten
mithilfe vorhandener Arztbriefe, Tumorboardprotokolle, Pathologieberichte,
Molekularanalysen, radiologischer Berichte und ahnlicher Dokumente, welche durch
das Praxisverwaltungssystem des MVZ (Qmed) und das
Krankenhausinformationssystem (Orbis) zur Verflgung standen, zusammengetragen
und anonymisiert dokumentiert. Zu diesen zahlte das Datum der Erstdiagnose (ED),
definiert durch den Zeitpunkt der Biopsie, die zur histologischen Bestatigung der
Diagnose ADC der Lunge im Stadium IV fuhrte, das Alter bei ED, biologisches
Geschlecht, Performance Status (ECOG), Stadium bei ED (IVA, IVB, bzw. bei
Patienten mit ED im Jahr 2016 lediglich 1V), Raucherstatus (Nieraucher, Exraucher,
Raucher) und Vorhandensein einer Berufsexposition. Den Pathologieberichten wurde
der TTF-1-Status und die Mutationsanalyse entnommen. Die Mehrheit wurde auf die
haufigen Treibermutationen des NSCLC getestet: K-ras, EGFR, ALK, ROS und BRAF.
Doch nicht bei allen Patienten wurden diese Analysen durchgefihrt. Da es sich
allerdings um eine retrospektive Studie handelt, bei der die Daten der Patienten
lediglich anonymisiert verwendet werden durften, konnte in diesem Fall nur
L=unbekannt“ dokumentiert werden. Folglich schieden diese Patienten in den
entsprechenden Datenauswertungen aus. Weiter wurde erfasst, ob und wann das
Karzinom operiert wurde und welche Therapie in 1st und 2nd Line verabreicht wurde
(Immunchemotherapie, Chemotherapie, Immuntherapie, nur Tyrosinkinaseinhibitoren,
nur Bestrahlung, keine). Das Erstellen der Uberlebenskurven erforderte die Kenntnis
des Progressionsfreien Uberlebens (PFS), berechnet aus dem Datum der ED bis zum
Datum des gesicherten Progresses (meist durch CT oder MRT) sowie des
Gesamtuberlebens, errechnet von ED bis zum Todesdatum unabhangig von der
Todesursache und des Beobachtungszeitraums, definiert durch die Zeitspanne von ED
bis zum Zeitpunkt des letzten dokumentierten Kontakts mit medizinischem Personal.
Da die Patienten im MVZ regelmalig zur Behandlung und Kontrolle erscheinen und
viele auf der Palliativstation in Délau verstorben sind, konnte die Mehrheit gut

nachverfolgt werden.
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Die verwendeten Verfahren zur Mutationsanalyse waren Nukleinsaureamplifikationen
mittels PCR der fur K-ras Exon 2 Codon 12/13, EGFR Exon 18, 19, 20, 21 sowie BRAF
Exon 15 Codon 600 codierenden Abschnitte mit spezifischen Sonden und
anschlieliender Sequenzierung mit direktem Nachweis potentieller Punktmutationen
mit einer Sensitivitat von 5% (K-ras, BRAF) bzw. 20% (EGFR) mutierter DNA.

Fir die Bestimmung des ALK- und ROS-Status wurden chromogene Hybridisierungen
(CISH) mit den die entsprechenden Genloci umspannenden DNA-
Sondenkombinationen ZytoDot 2C SPEC ALK bzw. ROS der Firma Zytovision mit
Darstellung einer Translokation durch Zuordnung der verschiedenfarbigen Signale im
Sinne einer so genannten break-apart-Sonde und anschlieffender Auszahlung von
mindestens 50 Tumorzellen durchgeflhrt.

Fur die statistischen Analysen diente IBM SPSS Statistics 27. Die Uberlebenskurven
mit den dazugehoérigen Werten wie medianes Uberleben und dessen
Konfidenzintervalle wurden mit einer Kaplan-Meier-Kurve und dem dazugehdrigen Log-
Rank-Test erstellt. Hazard Ratios und deren 95%-Konfidenzintervalle sowie p-Werte
wurden mittels Cox-Regression ermittelt. Ob eine Assoziation zwischen kategorialen
Merkmalen existiert, wurde mit Fischers exaktem Test tberprift.

Fir die unterschiedlichen Fragestellungen wurden verschiedene Subgruppen der
insgesamt 207 Patienten eingeschlossen. So entfielen fur den Vergleich zwischen K-
ras bzw. TTF-1-Positiven und -Negativen alle Nichtgetesteten und alle mit anderen
Treibermutationen (EGFR, BRAF, ALK, ROS) aus der Betrachtung.
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4 Ergebnisse

4.1 Studienpopulation

207 Patienten mit metastasiertem ADC der Lunge wurden zwischen 2016 und 2019 im
MVZ oder stationaren Bereich des Krankenhauses Martha-Maria behandelt.

185 dieser Patienten erhielten eine vollstandige Mutationsanalyse und konnten daher
in den Vergleich der Uberlebenskurven eingeschlossen werden.

Das mediane Alter zum Zeitpunkt der Erstdiagnose war 67 Jahre (Spannweite 41-87
Jahre). Etwa zwei Drittel der Patienten waren mannlich (139 2 67%), ein Drittel
weiblich (68 2 33%).

Der Performance Status ECOG war 0-1 bei 183 Patienten (£ 88,4%), 2-3 bei 20
Patienten (£ 9,7%) und bei 4 Patienten (1,9%) wurde ein ECOG von 4 ermittelt.

167 (£ 80,7%) waren aktive oder friihere Raucher, 40 (£ 19,3%) haben nie geraucht.
Das Stadium bei ED war IVA bei 79, IVB bei 96 nach UICC8 und IV bei 32 nach
UICCY. Dabei ist zu beachten, dass im Jahr 2016 gemaf UICC noch keine Einteilung
in IVA oder IVB erfolgte.

4.2 Haufigkeiten von Mutationen

4.2.1 Alle Treibermutationen

Tabelle 1: Treibermutationen aller Patienten

Anzahl Anteil an allen Anteil an allen mit

Mutation absolut Patienten (207) | Mutationsanalyse (185)
keine 110 53,1% 59,5%
KRAS 47 22,7% 25,4%
EGFR 22 10,6% 11,9%
BRAF 4 1,9% 2,2%
ALK 3 1,4% 1,6%
ROS 1 0,5% 0,5%
unbekannt 22 10,6%

22 (10,6%) Patienten erhielten keine Mutationsanalyse. Um die Verteilung der
Mutationen in dieser Stichprobe einzuschatzen, kénnen daher nur die Daten der
Ubrigen 185 Patienten verwendet werden.

Bei knapp 60% der Getesteten konnte keine Mutation gefunden werden. Unter den
Treibermutationen macht K-ras den mit Abstand gréten Anteil mit Gber einem Viertel
(25,4%) aller Getesteten aus, gefolgt von EGFR (11,9%). BRAF, ALK und ROS wurden
nur selten nachgewiesen mit 2,2%, 1,6% bzw. 0,5% aller Patienten mit

Mutationsanalyse.
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Die Summe aller absoluten Haufigkeiten in Tabelle 1 Ubertrifft mit 209 die Anzahl der
207 untersuchten Patienten. Die Ursache hierfiir liegt in der Tatsache, dass bei zwei
Patienten sowohl eine EGFR- als auch eine K-ras-Mutation festgestellt wurde. Einer
der beiden wies in derselben Molekularanalyse beide Mutationen auf und wird in dieser
Studie in den Uberlebenskurven trotz seiner positiven EGFR-Analyse als K-ras-positiv
eingeschlossen. Der zweite wurde zunachst als EGFR-positiv und K-ras-negativ
getestet, spater allerdings genau anders herum. Um Verfalschungen zu reduzieren,
wird dieser Patient daher fiir alle Uberlebenskurven ausgeschlossen. Das gilt ebenfalls
fur einen weiteren, dessen Primartumor in der Lunge mehrmals negativ auf EGFR

getestet wurde, wahrend die Hirnmetastase positiv war. In der oben aufgefiihrten

Tabelle und den zuvor genannten Daten wurde dieser als EGFR-negativ gewertet.

Abbildung 2: Treibermutationen aller Getesteten
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4.2.2 K-ras-Mutationen
47 Patienten (25,4%) waren positiv auf K-ras getestet. Zusatzlich wurden die Subtypen

bestimmt.
Tabelle 2: K-ras Subtypenanalyse

Anteil alle mit

KRAS Anzahl Anteil alle Mutationsanalyse % der KRAS
Mutation absolut Patienten (207) | (185) Mutationen
G12C 15 7,2% 8,1% 31,9%
G12v 15 7,2% 8,1% 31,9%
G12D 8 3,9% 4,3% 17,0%
G12S 3 1,4% 1,6% 6,4%
G12A 3 1,4% 1,6% 6,4%
G12F 1 0,5% 0,5% 2,1%
G13C 1 0,5% 0,5% 2,1%
G13X 1 0,5% 0,5% 2,1%
negativ 138 66,7% 74,6%

unbekannt 22 10,6%

Die am haufigsten ausgebildeten Mutationen waren G12C (¢.34G>T) und G12V
(c.35G>T) mit je 15 Patienten und damit knapp je 32% aller K-ras-Mutationen. Es
folgte G12D (c.35G>A) mit 8 Patienten (17%). Diese drei Typen nahmen zusammen
Uber 80% aller Mutationen im K-ras Gen in dieser Stichprobe ein. Die Gbrigen rund
19% entfielen auf G12S (c.34G>A), G12A (¢.35G>C), G12F (¢.34GG>TT) und zwei
Mutationen in Codon 13. Das Codon 61 wurde nicht untersucht.

Eine Assoziation zwischen Geschlecht und K-ras gab es nicht (26% Positive unter

Mannern und 24% unter Frauen).
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KRAS o1or || 613c] 613x
(n=47) 2% | 2% | 2%

Abbildung 3: Anteile einzelner Subtypen an allen K-ras-Mutationen

4.2.3 Raucherstatus, Berufsexposition und K-ras

Unter den 185 Patienten mit Mutationsanalyse waren 80,5% aktive oder ehemalige
Raucher, 19,5% hatten nie geraucht. Fast 90% der K-ras-Positiven waren Raucher
oder Exraucher, wahrend nur 77,5% der K-ras-Negativen jemals geraucht hatten.
Dieser Unterschied wird noch deutlicher, wenn die Werte aus einer alternativen
Perspektive analysiert werden. So liegt die Quote der K-ras-Positiven unter den
Rauchern bei 28,2% und ist damit etwa doppelt so hoch wie die der Nichtraucher mit
13,9%. Das relative Risiko (RR) betragt 2,02 (95% KI: 0,87-4,76). Mit Hilfe von
Fischers exaktem Test wurde flr die Frage nach einer mdglichen Assoziation zwischen
Raucherstatus und K-ras-Mutation ein p-Wert von 0,090 bestimmt.

Tabelle 3: Raucheranteil unter K-ras-Mutierten und Nicht-Mutierten

Raucher/Exraucher | Nichtraucher

Alle mit Analyse (185) 80,5% (149) 19,5% (36)
KRAS+ (47) 89,4% (42) 10,6% (5)
KRAS- (138) 77,5% (107) 22,5% (31)

Die 22 Patienten, deren K-ras-Status unbekannt ist, hatten einen Raucheranteil von
81,8% (18).
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Tabelle 4: Anteil K-ras-Mutierter unter Rauchern und Nichtrauchern

Alle mit Analyse (185) 25,4% (47) 74,6% (138)
Raucher/Exraucher (149) 28,2% (42) 71,8% (107)
Nichtraucher (36) 13,9% (5) 86,1% (31)

Ein sehr ahnliches Bild zeigt der Vergleich zwischen Patienten mit und ohne
Berufsexposition (BE) im Sinne von Asbestkontakt. Unter den K-ras-Mutierten war der
Anteil der Patienten mit BE mit 12,8% etwa 2,5-mal so hoch wie unter den K-ras-

Negativen mit 5,1%. Mit 46,2% wiesen Berufsexponierte fast doppelt so haufig K-ras-

Mutationen auf wie Patienten ohne BE. Damit betragt das relative Risiko 1,94 (95% KI:
1,02-3,69; p=0,097).

Tabelle 5: Anteil Berufsexponierter unter K-ras-Mutierten und Nicht-Mutierten

Berufsexposition keine BE
Alle mit Analyse (185) 7,0% (13) 93,0% (172)
KRAS+ (47) 12,8% (6) 87,2% (41)
KRAS- (138) 5,1% (7) 94,9% (131)

Unter den 22 Patienten mit unbekanntem K-ras-Status wiesen 9,1% (2) eine

Berufsexposition auf.

Tabelle 6: Anteil K-ras-Mutierter unter Patienten mit und ohne Berufsexposition

Alle mit Analyse (185) 25,4% (47) 74,6% (138)
Berufsexposition (13) 46,2% (6) 53,8% (7)
keine BE (172) 23,8% (41) 76,2% (131)

Vergleicht man Patienten mit sowohl Berufsexposition als auch Raucheranamnese mit
Nichtrauchern ohne Asbestkontakt, so stellt sich ein noch deutlicherer Unterschied dar.
In der Gruppe der doppelt Exponierten traten K-ras-Mutationen mehr als 3-mal so
haufig auf. Das relative Risiko liegt bei 3,32 (95% KI: 1,22-9,09; p=0,047).

Tabelle 7: Anteil K-ras-Mutierter unter Patienten mit sowohl BE als auch Raucheranamnese im Vergleich
zu Patienten ohne beide Einfliisse

Berufsexposition und

Raucher (13) 46,2% (6) 53,8% (7)
weder BE noch Raucher
(36) 13,9% (5) 86,1% (31)
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4.2.4 Treibermutationen nach Raucherstatus

Neben dem bereits beschriebenen Unterschied in der Haufigkeit von K-ras-Mutationen
unter Rauchern und Nichtrauchern fallt auRerdem auf, dass der Anteil der EGFR-
Mutierten unter den Nichtrauchern 6-mal so hoch ist wie unter den Rauchern. Das
relative Risiko betragt daher 5,98 (95% KI: 2,77-12,89; p <0,001). In Tabelle 8 sind nur
die 185 Patienten mit Mutationsanalyse berlicksichtigt. Auch hier betragt die
scheinbare Summe aller Patienten 187, was mit den beiden oben beschriebenen
Fallen zu erklaren ist, in denen zwei Patienten sowohl auf K-ras als auch auf EGFR

positiv getestet wurden.

Tabelle 8: Treibermutationen nach Raucherstatus

Anteil bei Anteil bei
Mutation | (Ex)Raucher |Rauchern Nichtraucher | Nichtrauchern
keine 93 62,4% 17 47,2%
KRAS 42 28,2% 5 13,9%
EGFR 9 6,0% 13 36,1%
BRAF 4 2,7% 0 0,0%
ALK 1 0,7% 2 5,6%
ROS 1 0,7% 0 0,0%
Treibermutationen in allen Treibermutationen in allen Nichtrauchern
(Ex)Rauchern mit Analyse (n=149) mit Analyse (n=36)

M keine B KRAS MEGFR 1 BRAF EALK EROS B keine B KRAS MEGFR MALK

Abbildung 4: Treibermutationen in Rauchern und Nichtrauchern mit vollsténdiger Mutationsanalyse

Wahrend bei den Rauchern die K-ras-Mutationen mit 28% den grofiten Anteil
einnehmen, sind dies bei den Nichtrauchern mit Gber einem Drittel die EGFR

Mutationen.
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4.2.5 TTF-1 Haufigkeit

197 der 207 Patienten wurden auf TTF-1 getestet. Von den Getesteten zeigten 80,2%
(158) eine mindestens schwache TTF-1-Expression in den Kernen. Unter den TTF-1-
Positiven ist der Frauenanteil mit 35,4% (56 von 158) hdher als unter den Negativen
mit 25,6% (10 von 39). 84,4% aller getesteten Frauen waren TTF-1-positiv (56 von 66),
jedoch nur 77,9% aller Manner (102 von 131). Fischers exakter Test auf Assoziation
zwischen biologischem Geschlecht und TTF-1-Expression ermittelt einen p-Wert von
p=0,264. Unter Nichtrauchern war die TTF-1-Quote mit 83,8% sehr leicht erhéht
(p=0,651). Die K-ras-Positiven zeigten etwas seltener eine TTF-1-Expression (74,5%
Positive vs. 83,1%; p=0,203). Unter den 21 EGFR-positiven und auf TTF-1 getesteten
Patienten wiesen alle eine TTF-1-Expression auf (RR= 1,28; 95% KiI: 1,18-1,38;
p=0,015). Eine Person wurde zwar positiv auf EGFR getestet, ihr TTF-1-Status ist

jedoch nicht bekannt.

Tabelle 9: TTF-1-Expression

Alle getestete | getestete getestete | getestete
Getesteten | Raucher | Nichtraucher | KRAS+ KRAS-
TTF-1-Positiv 158 127 31 35 113
TTF-1-Negativ 39 33 6 12 23
Anteil TTF-1-
Positiver 80,2% 79,4% 83,8% 74,5% 83,1%

Tabelle 10: TTF-1-Expression nach Geschlecht

TTF-1-negativ 29 10
TTF-1-positiv 102 56
Gesamt 131 66

77,9% Positive 84,8% Positive p=0,264

Tabelle 11: TTF-1-Expression nach EGFR

Gesamt

TTF-1-negativ 0 35

TTF-1-positiv 21 127
21 162

100% Positive 78,4% Positive p=0,015
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4.3 Uberleben aller Patienten

Wie bereits unter 4.2.1. erlautert, wurden fir die folgenden Uberlebensstatistiken zwei
der 207 Patienten ausgeschlossen, sodass mit einer Fallzahl von 205 gerechnet
wurde.

Fir die zentrale Fragestellung, ob es einen Unterschied im Uberleben zwischen K-ras
bzw. TTF-1-Positiven und Negativen gibt, ist es wichtig zu wissen, ob es andere
Merkmale als Einfliisse auf das Uberleben gibt als die Mutation, in welchen sich die
beiden beobachteten Gruppen unterscheiden. Dazu kdnnte das Geschlecht, das Alter
und der Performance Status zahlen. Aus diesem Grund folgen zunéachst einige
Auswertungen, um Tendenzen erkennen zu kdnnen und spater korrekt zu

interpretieren.

4.3.1 Gesamtiiberleben (OS) und Progressionsfreies Uberleben (PFS) aller
Patienten

In den folgenden Kaplan-Meier-Kurven ist das OS und PFS aller 205 Patienten

dargestellt. Nach steilem Abfallen der Kurven in den ersten eineinhalb Jahren treten

die Ereignisse danach seltener auf. Nach 8,0 Monaten (95% Kl 5,8-10,2) war die Halfte

der Patienten verstorben. Nach Ende des Beobachtungszeitraums von bis zu flinf

Jahren waren noch schatzungsweise 10% am Leben. Nach 6,3 Monaten (95% Kl: 4,7-

7,9) war es bei 50% der Patienten zu einer Progression gekommen.

OS aller Patienten

1 0berlebensfunktion
10 § t— Zensiert

08

Median: 8,0 Monate
(95% Kl: 5,8-10,2)
n=205

06

04

Uberlebenswahrscheinlichkeit

02 _—

0,0

Monate

Abbildung 5: Gesamttiberleben aller Patienten
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PFS aller Patienten

~1Uberlebensfunktion
— Zensiert
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Median: 6,3 Monate
(95% KI: 4,7-7,9)

o8 n=205

0.4

Wahrscheinlichkeit auf progressionsfreies Uberleben

0,0

0 20 40 60

Monate

Abbildung 6: Progressionsfreies Uberleben aller Patienten

4.3.2 Uberleben nach Alter

Bei einer Spannweite von 41-87 Jahren Alter bei ED (Median 67) ist davon
auszugehen, dass einige Patienten aufgrund ihres jungen Alters eine bessere
Prognose hatten als Altere. Um diesen Einflussfaktor zu betrachten, wurde das OS
aller 205 Patienten mit Hilfe der Cox-Regression analysiert. Dabei lag die Hazard Ratio
bei 1,021 (95% KI: 1,005-1,038; p=0,010). Dementsprechend steigt in dieser
Stichprobe das Risiko, innerhalb eines bestimmten Zeitraums zu versterben, mit jedem
Lebensjahr mehr bei ED, etwa um den Faktor 1,021. Ist ein Patient 10 Jahre alter als
ein anderer, liegt sein Sterberisiko schon beim 1,23-fachen (95% KI: 1,05-1,45), bei 20
Jahren beim 1,52-fachen (95% KI: 1,10-2,11) des jungeren Patienten.

4.3.3 Uberleben nach Geschlecht

Zwei Drittel (137) aller Patienten waren mannlich, 68 waren weiblich. In der folgenden
Kaplan-Meier-Kurve ist das OS aller 205 Manner und Frauen, unabhangig von

Mutationen dargestellt.
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Abbildung 7: Gesamtiiberleben nach Geschlecht
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Abbildung 8: Progressionsfreies Uberleben nach Geschlecht

In dieser Stichprobe hatten die Manner entsprechend der Hazard Ratio ein 1,35-fach
(95% KI: 0,97-1,87) hoheres Risiko, in einem bestimmten Zeitraum zu versterben. Das
mediane OS war hier ca. 6,5 Monate (95% KI: 4,63-8,44) fur Manner und 12,5 Monate
(95% KI: 7,52-17,42) fur Frauen. Betrachtet man das PFS, zeigt sich ein ahnliches Bild
mit einer HR von 1,38 (95% KI: 1,01-1,89; p=0,040).
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Mit Hilfe der multivariablen Cox-Regression mit den beiden Kovariaten Geschlecht und
Alter betragt die HR flir das Geschlecht 1,394 (95% KI: 1,004-1,936; p=0,047) und flr
ein Lebensjahr mehr 1,023 (95% KI: 1,006-1,040; p=0,007), wonach mit einem 10
Jahre hoéheren Alter das Sterberisiko pro Zeiteinheit um etwa 26% steigen wirde.
4.3.4 Uberleben nach ECOG

100 der in die Studie eingeschlossenen Patienten waren in gutem Allgemeinzustand
mit einem ECOG von 0, bei 82 betrug er 1, und 24 wiesen einen stark reduzierten
Zustand auf mit einem ECOG von 2-4 auf. Aufgrund der geringeren Fallzahlen wurden
diese 24 Patienten in einen Arm eingeteilt. Der Performance Status und damit die
allgemeine Verfassung bei ED schien in dieser Stichprobe eine sehr grof3e Rolle in
Hinblick auf das Uberleben zu spielen. Wahrend die Mehrheit der Erkrankten mit einem
ECOG von 0 Uber ein Jahr Gberlebte (Median 15 Monate, 95% KI: 12,21-18,99),
verstarb die Halfte derjenigen mit einem Wert von 1 bereits nach 4,37 Monaten (95%
Kl: 2,38-6,36) und diejenigen mit 2-4 im Median nach nur 1,53 Monaten (0,81-2,26).
Keiner der 23 Patienten mit ECOG 2-4 (berlebte langer als 16 Monate, wobei hier

keine zensierten Ereignisse auftraten.
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Abbildung 9: Gesamtiiberleben nach ECOG

Entsprechend den Hazard Ratios gab es ein fast 2-fach (HR=1,93; 95% KI: 1,39-2,68)
erhdhtes Sterberisiko flir Personen mit ECOG 1 und ein fast 5-fach (HR=4,94; 95% KI:
3,04-8,02) erhdhtes flr jene mit 2-4 im Vergleich zu Patienten mit einem Wert von 0.
(p<0,001)
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4.4 Uberleben nach K-ras-Status

Die in dieser Studie betrachteten Patienten erhielten aufgrund ihrer verschiedenen
molekularen Marker (insbesondere PD-L1-Status) unterschiedliche Therapien. Bei
Auswertung der verabreichten First Line Therapien der beiden Gruppen im Vergleich

fallt jedoch eine in etwa gleiche Verteilung auf.
Tabelle 12: Therapie nach K-ras-Status

K-ras-Mutation (46)

1st Line Therapie K-ras-WT (110)

Immunchemotherapie 41,3% (19) 39,0% (43)
Immuntherapie Mono 8,7% (4) 6,3% (7)
Chemotherapie 21,7% (10) 21,8% (24)
Nur Radiatio - 5,4% (6)
Keine / BSC 13,0% (6) 14,5% (16)
Unbekannt 15,2% (7) 12,7% (14)

Um K-ras als moglichen prognostischen Marker zu untersuchen, wurde das OS und
PFS aller auf K-ras getesteten Personen analysiert. Ausgeschlossen wurden jedoch
alle Patienten mit EGFR, BRAF, ALK oder ROS-Mutationen. Auf3erdem wurde fir
diese Uberlebenskurven ein weiterer, oben bereits beschriebener Patient
ausgeschlossen, dessen Mutationsanalyse zunachst K-ras-Wildtyp ergab, spater
jedoch die Mutation G12C. Damit stellen die folgenden Kaplan-Meier-Kurven das OS

bzw. PFS von 156 Patienten dar, von denen 46 K-ras-Positiv waren.
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Abbildung 10: OS nach K-ras-Mutation
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Hier ist kein Unterschied zwischen K-ras-Mutierten und Wildtyp erkennbar. Die
medianen Uberlebenszeiten sind mit 7,5 (K-ras-Mutation, 95% KiI: 3,16-11,90) und 7,0
Monaten (Wildtyp, 95% KI: 3,86-10,14) beinahe identisch. Die HR von 0,93 (95% KI:
0,63-1,37; p=0,71) ist hier auf die K-ras-Positiven bezogen, sodass Mutierte laut
diesem Schéatzer einen minimalen Uberlebensvorteil verzeichnet hatten.

In der multivariablen Regression zeigt sich kein Zusammenhang zwischen OS und K-
ras-Mutation. Alle anderen bisher untersuchten Faktoren behalten ihre Tendenz auf die
Prognose. So haben altere Patienten, TTF-1-Negative und Manner eine eher schlechte

Prognose laut diesen Werten.
Tabelle 13: Multivariable Regression des OS mit K-ras, TTF-1, Geschlecht und Alter als Kovariaten

p-Wert |[HR 95% Ki
K-ras (pos. vs. neg.) 0,980 1,005 0,680-1,486
TTF-1 (pos. vs. neg.) 0,294 0,802 0,531-1,211
Alter bei ED 0,008 1,024 1,006-1,042
Geschlecht (m. vs. w.) 0,340 1,203 0,823-1,759

Im PFS stellte man im Median bei K-ras-Negativen einen Progress nach 5,7 (95% KI:
4,13-7,40) Monaten fest, bei Mutierten nur 17 Tage spater nach 6,3 Monaten (95% Ki:
3,23-9,44). Auch in der multivariablen Regression zeigt sich kein prognostischer

Einfluss von K-ras im PFS.
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Abbildung 11: PFS nach K-ras-Mutation
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Tabelle 14: Multivariable Cox-Regression des PFS mit K-ras, TTF-1, Geschlecht und Alter als Kovariaten

p-Wert HR 95% KI
K-ras (pos. vs. neg.) 0,575 1,113 0,766-1,618
TTF-1 (pos. vs. neg.) 0,226 0,781 0,524-1,165
Alter bei ED 0,024 1,019 1,003-1,037
Geschlecht (m. vs. w.) 0,164 1,296 0,899-1,869

4.5 Uberleben nach K-ras-Subtyp

SchlieRlich wurden die Uberlebensdaten noch in Hinblick auf die genaue K-ras-
Mutation analysiert, um potentielle Unterschiede im Uberleben zwischen den einzelnen
Subtypen zu identifizieren. Dazu wurden dieselben 156 Patienten eingeschlossen, die
auch fur die oben beschriebenen Auswertungen zur K-ras-Mutation verwendet werden
konnten. Darunter waren 110 Patienten mit K-ras-Wildtyp, 15 mit der Mutation G12V,
14-mal G12C und 8-mal G12D. Die ubrigen 9 Mutationen wurden in einem Studienarm
zusammengeschlossen, da diese Gruppen ansonsten deutlich zu klein fir eine

sinnvolle Auswertung waren.
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Abbildung 12: OS nach K-ras-Subtyp
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Tabelle 15: OS nach K-ras-Subtyp

HR im Vergleich Medianes OS |95% KI

2u WT 95% KI (HR) in Monaten | (Medianes OS)
KRAS WT 7,000 3,859-10,141
G12C 0,152 1,558 0,850-2,857 3,033 0,0-11,528
G12v 0,19 0,646 0,335-1,242 9,667 0,241-19,092
G12D 0,99 0,995 0,435-2,276 6,533 0,0-17,568
andere 0,639 0,841 0,408-1,734 16,000 3,534-28,466

Bei einer so geringen Anzahl von Personen in den einzelnen Armen ist es schwer, eine
Aussage zu treffen, wie die verschiedenen Mutationen das Uberleben beeinflussen. Es
konnte hier jedoch zumindest durch die G12C-Mutation und G12V ein
Risikounterschied zum Wildtyp bestehen. Vergleicht man nur diese beiden Mutationen
miteinander (hier nicht dargestellt), so erhalt man eine Hazard Ratio von 2,02 (95% KI:
0,84-4,87; p=0,115) und damit ein etwa doppelt so hohes Sterberisiko fur Patienten mit
G12C im Vergleich zu jenen mit G12V. Die wenigen Patienten mit G12D und anderen
Subtypen wiesen hier keinen bzw. nur einen minimalen Uberlebensunterschied im

Vergleich zum Wildtyp auf.
4.6 Uberleben nach TTF-1-Expression

Eine der zentralen Fragestellungen in dieser Studie war, ob es einen Unterschied im
OS und PFS zwischen TTF-1-Positiven und Negativen Patienten mit metastasiertem
ADC der Lunge geben kénnte. Um dieser Frage nachzugehen wurden die Daten von
169 auf TTF-1 getesteten Patienten analysiert (130 Positive und 39 Negative).
Ausgeschlossen wurden alle Personen mit EGFR, ALK, ROS oder BRAF-Mutation. K-
ras-Mutationen wurden hier nicht bertcksichtigt.

Die Verteilung der First Line Therapien zeigt in den beiden zu untersuchenden
Gruppen einige Unterschiede. Wahrend 49,2% der TTF-1-Positiven eine
Immuntherapie erhielten (Mono oder in Kombination), belauft sich der Anteil unter den
Negativen nur auf 43,6%. Andererseits erhielt unter den Positiven ein groRerer Anteil
gar keine Therapie (16,2% vs. 10,3%). Dies lag entweder an einem zu frihen
Versterben der Patienten vor dem ersten Zyklus oder einem zu schlechten
Allgemeinzustand bei Diagnosestellung.
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Tabelle 16: Therapie nach TTF-1-Status

1st Line Therapie
Immunchemotherapie
Immuntherapie Mono
Chemotherapie

Nur Radiatio

Keine / BSC
Unbekannt

TTF-1-Positive (130)

40,7% (53)
8,5% (11)
21,5% (28)

1,5% (2)
16,2% (21)
11,5% (15)

TTF-1-Negative (39)

30,8% (12)
12,8% (5)
20,5% (8)
10,3% (4)
10,3% (4)
15,4% (6)
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Abbildung 13: OS nach TTF-1-Status

Wahrend Personen ohne TTF-1-Expression im Median nach 4,9 Monaten (95% KiI:
2,29-7,51) verstarben, erreichten diejenigen mit Expression erst nach 8,4 Monaten
(95% KI: 5,86-10,94) diesen Punkt. Entsprechend der HR standen Positive nur unter
einem 0,726-fach (95% KI: 0,495-1,065; p=0,102) so hohem Sterberisiko. Am Ende

40
Monate

60

des betrachteten Zeitraums ist unter den TTF-1-Negativen ein hoherer Anteil noch am

Leben.

Mit multivariabler Cox-Regression wurde der Einfluss von TTF-1 unabhangig von

Geschlecht und Alter untersucht. Dabei gab es bezlglich TTF-1-Status und Alter keine

wesentlichen Veranderungen.
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Tabelle 17: TTF-1 als Einflussfaktor auf das OS

p-Wert HR 95% KiI
TTF-1 (pos. vs. neg.) 0,104 0,725 0,492-1,069
Alter bei ED 0,005 1,024 1,007-1,042
Geschlecht (m. vs. w.) 0,542 1,119 0,780-1,605

Nach dem Ergebnis dieser Regression hatten Manner — unabhangig von TTF-1 und
Alter — ein 1,12-fach erhéhtes Sterberisiko im Vergleich zu Frauen mit einem grof3en
Konfidenzintervall von 0,78-1,61 und einem hohen p-Wert von 0,542. Damit zeigt sich
hier ein niedrigerer Einfluss des Geschlechts als zuvor beschrieben. 84,4% aller
getesteten Frauen waren TTF-1-positiv, jedoch nur 77,9% aller Manner.

Die gleichen Tendenzen findet man im PFS:
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Abbildung 14: PFS nach TTF-1-Status

Auch hier wurde ein Progress bei den TTF-1-Positiven insgesamt erst spater
festgestellt als bei den Negativen, im Median nach 6,5 Monaten (95% KI: 4,51-8,56)
bzw. 4,5 (95% KI: 3,48-5,45). Durch die niedrigere HR von 0,697 (95% KI: 0,480-
1,012) und die geringere Anzahl zensierter Falle kommt ein kleinerer p-Wert als beim
OS von 0,058 zustande. Auch hier scheint durch das haufigere Auftreten von TTF-1-
Expression unter Frauen innerhalb dieser Stichprobe, der Einfluss des Geschlechtes

auf die Prognose kleiner zu sein, als man urspriinglich hatte annehmen kénnen.
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Tabelle 18: TTF-1 als Einflussfaktor auf das PFS

p-Wert HR 95% KI
TTF-1 (pos. vs. neg.) 0,074 0,709 0,486-1,035
Alter bei ED 0,036 1,017 1,001-1,033

Geschlecht (m. vs. w.) 0,257 1,223 0,864-1,731




5 Diskussion

5.1 Haufigkeit der Treibermutationen

5.1.1 K-ras gesamt

Im Hinblick auf die sich aktuell (2021) in klinischen Studien befindlichen Medikamente
gegen den Subtyp K-ras G12C, wie Sotorasib (Hong et al., 2020), ist insbesondere die
Frage bedeutsam, wie viele Patienten von diesen Wirkstoffen potentiell profitieren
konnten.

25,4% aller getesteten Patienten wiesen eine K-ras-Mutation auf. Damit liegt der Anteil
der Mutierten in dieser Studie etwas unter den Ergebnissen vorheriger
Untersuchungen in Deutschland. Wiesweg et al. beschrieben 2018 eine
Mutationsfrequenz von etwa 32% K-ras-Mutationen in 1444 NSCLC, wobei beinahe
alle Falle Adenokarzinome waren, sodass ein Vergleich mit den Patienten dieser
Studie mdglich ist (Wiesweg et al., 2019). Sebastian et al. untersuchten 2021 eine
Studienpopulation aus 1039 NSCLC-Patienten, wobei bereits andere
Treibermutationen ausgeschlossen wurden. Berlcksichtigt man diese
ausgeschlossenen und aulierdem die K-ras-Positiven, deren Subtyp nicht genau
bestimmt wurde, so erhalt man mit den Daten dieser Studie eine Mutationsrate von
33%. Auch dort wurden einige Plattenepithelkarzinome eingeschlossen, weshalb mit
einer etwas hoheren Rate unter den Adenokarzinomen zu rechnen ist (Sebastian et al.,
2021). Dogan et al. berichteten 2012 jedoch von 26% K-ras-Mutierten unter 2529
Patienten, und damit von einem Wert sehr an den 25,4%, die hier dokumentiert
wurden (Dogan et al., 2012). Mindestens in den letzteren beiden genannten Studien
bildeten K-ras-Mutationen, so wie auch hier, den grof3ten Anteil, sodass davon
auszugehen ist, dass sie unter allen Treibermutationen die haufigste Frequenz unter
den Adenokarzinomen der Lunge aufweisen. Warum in dieser Stichprobe aus Halle
etwa 7% weniger K-ras Mutationen vorliegen, Iasst sich nicht eindeutig sagen.
Moglicherweise gibt es fur das Auftreten dieser Mutationen auch regionale
Unterschiede bei gleicher Ethnie, eventuell wirden sich die Zahlen bei einer groReren
Anzahl Patienten auch weiter angleichen.

Unter den Patienten dieser Studie kann eine Assoziation zwischen Rauchen bzw.
Berufsexposition und K-ras vermutet werden. Unter Rauchern und Patienten mit
Asbestkontakt traten die Mutationen je etwa doppelt so haufig auf (28,2% vs. 13,9%;
p=0,090 bzw. 46,2% vs. 23,8%; p=0,097). Der p-Wert fur diese Beobachtung liegt
offensichtlich nicht unter dem Ublicherweise festgelegten Signifikanzniveau von 5%. Da
es sich hier jedoch um eine retrospektive, explorative Studie mit

Gelegenheitsstichprobe handelt, ist eine Einschatzung allein nach der Signifikanz
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ohnehin nicht sinnvoll, da keine Fallzahlberechnung stattgefunden hat. Ein relatives
Risiko von 2,02 (95% KiI: 0,87 - 4,76) (Rauchen) zeigt jedoch einen deutlichen Trend
und es ist davon auszugehen, dass bei einer héheren Fallzahl das so haufig
verwendete 5%-Signifikanzniveau erreicht worden ware. Vergleicht man die Gruppe
von Rauchern, die zusatzlich unter Asbestkontakt standen mit Patienten, die weder
rauchten noch Asbestkontakt hatten, so stellt sich eine noch starkere Assoziation mit
dem Auftreten von K-ras-Mutationen dar. Unter den doppelt Exponierten traten diese
im Vergleich zu Nichtrauchern ohne Berufsexposition 3,3-mal so haufig auf (p=0,047).
Allein aus diesen Beobachtungen in einer retrospektiven Studie wie dieser lasst sich
naturlich noch nicht auf eine Kausalitat schlieRen. Der Zusammenhang zwischen
Rauchen, Asbestkontakt und K-ras-Mutationen ist jedoch schon mehrmals beschrieben
worden (Husgafvel-Pursiainen et al., 1993; Ahrendt et al., 2001). Rauchen und
Asbestexposition lassen sich also bisher nicht als ursachlich fur K-ras-Mutationen
beweisen, es ist jedoch eine wahrscheinliche Hypothese und zumindest die
Assoziation sollte als gesichert gelten.

5.1.2 K-ras-Subtypen

Aus den 47 Patienten, die positiv auf K-ras getestet wurden, waren die beiden
haufigsten Subtypen die Mutationen G12C und G12V, beide mit etwa 32%. G12S und
G12A wurden bei 6,4% der K-ras-Positiven nachgewiesen und jeweils einmal (2,1%)
traten G12F, G13C und eine weitere nicht genau bekannte Mutation in Codon 13 auf.
Damit befanden sich 95,7% der Mutationen in Codon G12 und nur 4,3% in G13. Das
Codon 61 wurde nicht untersucht. Wahrend die Verteilung der Mutationen zwischen
den Codons den Ergebnissen vorheriger Studien entspricht, fallt hier auf, dass in
dieser Stichprobe G12C seltener auftrat als zuvor beschrieben (32% vs. 37-47%) und
G12V dafir haufiger (32% vs. 18-22%) (Dogan et al., 2012; Villaruz et al., 2013;
Cserepes et al., 2014; Gao et al., 2020). Mit den Mutationen G12C, G13C (GGT>TGT),
G12V (GGT>GTT) und G12F (GGT>TTT) fanden Punktmutationen von Guanin zu
Thymin am haufigsten statt und nehmen zusammen tber zwei Drittel aller K-ras-
Mutationen ein. Ebenfalls eine Transversion, also die Substitution einer Purin- durch
eine Pyrimidinbase oder anders herum, ist der Austausch von Guanin zu Cytosin, wie
er bei G12A (GGT>GCT) stattfindet. Transitionen (Purinbase gegen eine andere
Purinbase) wie G12D (GGT>GAT) und G12S (GGT>AGT) traten hier seltener auf und
machten nur etwa ein Viertel der Substitutionen aus. Dieses Verhaltnis von
Substitutionen mit einer eindeutigen Dominanz der Transversionen, insbesondere G>T
spiegelt sehr gut bekannte Daten aus der Literatur wieder (Dogan et al., 2012; Villaruz
et al., 2013; Cserepes et al., 2014; Gao et al., 2020). Obwohl davon ausgegangen

wird, dass Transversionen eher mit Rauchen assoziiert sind und Transitionen daher
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haufiger bei Nichtrauchern auftreten (Riely et al., 2008; Kim et al., 2013; Shepherd et
al., 2013), konnte dies in dieser Stichprobe nicht bestatigt werden, denn unter den
Nichtrauchern wurden bei einem Patienten G12S und je zweimal G12C und G12V
ermittelt. Bei nur 5 K-ras-positiven Nichtrauchern zeigten die Nichtraucher aber
tendenziell sogar einen geringeren Anteil an Transitionen als Raucher (20% vs. 24%).
Damit widerspricht das vorliegende Ergebnis den zuvor genannten Studien, muss
jedoch bei dieser kleinen Fallzahl mit Vorsicht betrachtet werden.

Ebenfalls lasst sich mit diesen Daten keine valide Aussage treffen, ob Rauchen einen
Einfluss auf den Subtyp der Mutation hat. Ein solcher Einfluss ist grundsatzlich
vorstellbar und wurde von anderen Studien bereits beschrieben. So soll G12D die
haufigste Mutation unter Nichtrauchern sein (Dogan et al., 2012). Riely et al. fanden
diese Transition (c.35G>A) bei 10 ihrer 12 Nichtraucher (Riely et al., 2008). Da unter
den Nichtrauchern dieser Stichprobe keine G12D Mutation vorliegt, kbnnen diese
Beobachtungen hiermit nicht bestatigt werden. Studien mit einer groReren Anzahl, vor
allem von Nichtrauchern, sollten diese Fragen weiter untersuchen.
Zusammenfassend deuten die Daten dieser Studie darauf hin, dass Transversionen,
insbesondere G>T, die haufigsten Punktmutationen bei K-ras-Mutierten beim
Adenokarzinom der Lunge darstellen, allerdings keine Assoziation besteht zwischen

der Art oder dem Subtyp der Mutation und dem Raucherstatus.

5.1.3 Weitere Treibermutationen

Mit 11,9% aller getesteten Personen nimmt EGFR nach K-ras den gréf3ten Anteil unter
den Mutationen ein. In einer systematischen Review von Midha et al., in der 39
europaische Studien eingeschlossen wurden mit Gber 10.000 Patienten fand man eine
durchschnittliche Mutationsfrequenz von 15%, wobei die Studienergebnisse von 6-41%
stark schwankten (Midha et al., 2015). Damit liegen die hier ermittelten Werte zwar in
der gleichen GroRRenordnung mit der Vergleichsstudie, erscheinen jedoch initial
niedriger als erwartet. Eine detaillierte Betrachtung der Verteilung nach Raucherstatus
innerhalb der gleichen Studie zeigt jedoch, dass die Ergebnisse (35% vs. 36% in
Nierauchern und 8% vs. 6% in Rauchern) (Midha et al., 2015), sehr nah beieinander
liegen. Das hohe relative Risiko von 5,98 (95% KI: 2,77-12,89; p < 0,001) zeigt die
starke Assoziation zwischen Nichtraucherstatus und EGFR-Mutation. Damit decken
sich die Ergebnisse sehr gut mit dem bisherigen Stand der Forschung und starken
diese Erkenntnisse weiter.

Mit 2,2%, 1,6% bzw. 0,5% sind die Mutationen BRAF, ALK und ROS nur sehr selten
vertreten. Diese niedrigen Zahlen waren so zu erwarten und entsprechen in etwa den
in der Literatur zu findenden Haufigkeiten (Bergethon et al., 2012; Selinger et al., 2013;
Brustugun et al., 2014).

33



5.2 Haufigkeit von TTF-1

80,2% aller Getesteten wiesen eine nukleare TTF-1-Expression auf. Damit
entsprechen die Werte in etwa den in anderen Publikationen ermittelten Haufigkeiten
(Kaufmann & Dietel, 2000; Barletta et al., 2009; Schilsky et al., 2017). Eine Assoziation
zwischen weiblichem Geschlecht sowie Nichtraucherstatus und TTF-1-Positivitat wurde
in anderen Artikeln beschrieben (Yatabe et al., 2002; Barletta et al., 2009). Obwohl sich
auch hier jeweils ein Trend zeigt, der in diese Richtung weisen konnte (85% Positive in
Frauen vs. 78% in Mannern, p=0,264 und 84% in Rauchern vs. 79% in Nichtrauchern,
p=0,651), kann aus unseren Daten auf keine Assoziation dieser Merkmale
geschlossen werden, TTF-1-Expression scheint eher unabhangig von Geschlecht und
Raucherstatus aufgetreten zu sein. Weiterhin trat TTF-1-Expression etwas seltener
unter den K-ras-Positiven auf (74% vs. 83%; p=0,203), auf einen statistischen
Zusammenhang sollte aus dieser Beobachtung jedoch nicht geschlossen werden.
Auffallig ist jedoch, dass unter den EGFR-Mutierten kein Patient negativ auf TTF-1
getestet wurde und die Rate an Positiven damit mit 100% deutlich héher liegt, als unter
Patienten mit EGFR-Wildtyp, bei welchen 78% nukleare TTF-1-Expression aufwiesen
(p=0,015). Dieser Zusammenhang wurde bereits von anderen Autoren beschrieben
(Sun et al., 2012; Somaiah et al., 2014; Schilsky et al., 2017). Somaiah et al.
ermittelten einen hohen negativen Vorhersagewert von Uber 96% fiir das Fehlen einer
EGFR-Mutation bei Negativitat fir TTF-1 (Somaiah et al., 2014). In unserer Stichprobe
wurde kein einziger TTF-1-negativer Patient mit einer EGFR-Mutation identifiziert. Sun
et al. schrieben, TTF-1 kdnne EGFR-Mutationen vorhersagen (Sun et al., 2012). Diese
Aussage ist kritisch zu betrachten und ist allenfalls fir den Fall der TTF-1-Negativitat
zutreffend. Bei positivem Befund ware es hingegen falsch, ebenfalls von einer positiven
EGFR-Analyse auszugehen, da auch 78% der EGFR-Negativen eine TTF-1-
Expression zeigten. In jedem Fall sollte dennoch eine Molekularanalyse nach EGFR
und anderen Treibermutationen erfolgen, um die fir die einzelnen Patienten optimale
Behandlung zu ermitteln, denn eine Therapie mit TKI ist bei EGFR-Mutierten

bekanntlich mit einer besseren Prognose verbunden (Mitsudomi et al., 2010).

5.3 Uberleben aller Patienten

8,0 Monate (95% KI: 5,8-10,2) nach Erstdiagnose war die Halfte aller Patienten
verstorben. Nach 6,3 Monaten (95% KiI: 4,7-7,9) stellte man bei 50% der Patienten
einen Progress fest. Die 5-Jahres-Uberlebensrate lag bei etwa 10%, wobei 37 (18%)
der Falle zensiert waren. Diese Ergebnisse zeigen die weiterhin sehr schlechte
Prognose des metastasierten Adenokarzinoms der Lunge. Die vielversprechendste

Méglichkeit, die Uberlebensraten des Lungenkrebses zu erhéhen, ware sicherlich eine
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friihere Diagnose des Tumors in einem resektablen Stadium. Da Uber die Halfte der
Adenokarzinome jedoch weiterhin erst im metastasierten Stadium erkannt wird,
(Kraywinkel & Schoénfeld, 2018) ist eine Verbesserung der systemischen Therapie
dringend weiter nétig.

Beeinflusst wird die Prognose auflierdem von bestimmten Merkmalen des jeweiligen
Patienten. So konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass der ECOG Performance
Status, das Alter bei ED und auch das Geschlecht das Uberleben unabhangig
voneinander beeinflussen. Entsprechend den Hazard Ratios standen Patienten mit
einem ECOG von 1 unter einem doppelt (95% KI: 1,39-2,68) so hohen Sterberisiko wie
jene mit einem Wert von 0, bei einem héheren ECOG war es sogar 5-fach (95% Ki:
3,04-8,02) erhdht (p<0,001). Patienten mit einem schlechten Allgemeinzustand zu
Beginn verstarben im Schnitt also sehr viel friher als jene mit einem guten. Diese
Erkenntnis ist in der Literatur gut dokumentiert und entspricht den allgemeinen
Erwartungen. Die beeindruckend grof3en Unterschiede im medianen OS (15,0 Monate
fur ECOG 0; 4,4 fur ECOG 1 und 1,5 fir ECOG 2-4) zeigen aber, wie wichtig
korperliche Reserven sind, um nicht nur den Tumor mit seinen Metastasen, sondern
auch die aggressive Therapie Uberstehen zu kénnen.

Weiterhin war ein Unterschied des Uberlebens nach Alter bei ED auffallig. In der Cox-
Regression wurde eine Hazard Ratio von 1,021 (95% KIl: 1,005-1,038; p=0,010)
ermittelt. Das Risiko, zu versterben, steigt also mit jedem Lebensjahr mehr zum
Zeitpunkt der ED um 2,1%. Damit hat beispielsweise ein 70-Jahriger im Vergleich zu
einem 50-Jahrigen ein 1,52-fach (95% KI: 1,10-2,11) erhdhtes Sterberisiko. Ein 34
Jahre alterer Patient hat ein etwa doppelt so hohes Sterberisiko (95% KI: 1,18-3,55)
wie ein jungerer. Wahrend die Konfidenzintervalle recht breit sind und die Werte daher
nur als grobe Schatzungen angesehen werden sollten, ist eine generelle
Risikoerhdhung mit steigendem Alter sehr eindeutig.

Betrachtet man das OS und PFS in Abhangigkeit vom Geschlecht, fallt auf, dass
Manner hier eine schlechtere Prognose hatten. Die mediane Uberlebenszeit war mit
12,5 Monaten bei Frauen fast doppelt so lang wie die der Manner mit 6,5 Monaten. Die
HR liegt bei 1,35 (95% KI: 0,97-1,87; p=0,074). Die Kurven nahern sich im Verlauf
jedoch wieder einander an, sodass sie am Ende des Beobachtungszeitraums auf einer
Hoéhe liegen. Etwa 32 Monate nach Beginn der Beobachtung war der Anteil an
Uberlebenden Mannern sogar kurzzeitig hdher als der der Frauen. Mit Hilfe der Kaplan-
Meier-Kurve und der univariablen Cox-Regression allein bleibt es also zunachst
zweifelhaft, ob das Geschlecht tatsachlich einen das Gesamtiiberleben
beeinflussenden Faktor darstellt. Ein deutlicherer Unterschied zwischen Mannern und

Frauen wird in der Analyse des PFS sichtbar. Mit einer HR von 1,38 standen die
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Manner hier unter einem deutlich héheren Risiko, einen Progress zu entwickeln. Die
Graphen in der Kaplan-Meier-Kurve zeigen keine Uberschneidungen und liegen am
Ende der Beobachtung untereinander, mit einer groeren Uberlebensrate bei den
Frauen. Durch die geringere Menge an zensierten Fallen resultiert eine geringere
statistische Unsicherheit und ein deutlich niedrigerer p-Wert von 0,04. Zusatzlich wurde
eine multivariable Cox-Regression mit Alter und Geschlecht durchgefihrt, um
auszuschlie3en, dass beide Faktoren miteinander korrelieren und deshalb nur
scheinbar beide einen Einfluss nehmen. Denkbar ware zum Beispiel, dass Frauen
frher an Lungenkrebs erkranken und nur deshalb eine bessere Prognose haben. Es
zeigt sich jedoch in dieser Analyse, dass der Einfluss beider Faktoren noch gréfl3er sein
kdnnte, als in der vorherigen, univariablen Regression angenommen. Danach liegt die
HR des OS (mannlich vs. weiblich) bei 1,394 (95% KI: 1,004-1,936; p=0,047) flr das
Geschlecht und flr ein Lebensjahr mehr bei 1,023 (95% KiI: 1,006-1,040; p=0,007),
wonach mit einem 10 Jahre héheren Alter das Sterberisiko pro Zeiteinheit um etwa
26% steigen wurde. Durch Hinzunahme der multivariablen Regression scheint es also
tatsachlich nicht nur im PFS, sondern auch im Gesamtiberleben, einen Unterschied
zwischen Mannern und Frauen zu geben. Mannliches Geschlecht als unabhangiger
negativer prognostischer Faktor in NSCLC-Patienten wurde in der Literatur bereits
mehrfach beschrieben (Visbal et al., 2004; Sakurai et al., 2010). Laut Visbal et al.
besteht eine Differenz besonders beim Adenokarzinom in fortgeschrittenen Stadien
(B und 1V), also genau unter den hier untersuchten Patienten. Sakurai et al.
untersuchten tber 12 500 resezierte NSCLC-Patienten und fanden auch fir das
Adenokarzinom eine sehr viel bessere 5-Jahres-Uberlebensrate fiir Frauen (77,7 vs.
61,9%; p=0,0000). Trotz der nicht eindeutigen Kaplan-Meier-Kurve fir das OS nach
Geschlecht mit einem die 1 einschlieRenden Konfidenzintervall der HR, ist durch die
Ergebnisse der multivariablen Regression, den deutlichen Unterschieden im PFS und
den Ergebnissen vorheriger, groRerer Studien davon auszugehen, dass das
Geschlecht, genau wie das Alter und der Performance Status, einen eigenstandigen
prognostischen Faktor darstellt, mit einem klaren Uberlebensvorteil fiir junge Frauen in

gutem Allgemeinzustand.

5.4 Uberleben nach K-ras-Status

Weder im OS noch im PFS zeigt sich ein Unterschied im Uberleben zwischen K-ras-
Mutierten und Patienten mit Wildtyp. Die Uberlebenskurven der K-ras-mutierten
Patienten und der Wildtyp-Patienten zeigen eine nahezu identische Entwicklung. Sie
Uberschneiden sich mehrfach und liegen am Ende auf ahnlichem Niveau, wobei in

beiden Fallen der Anteil iberlebender bzw. progressionsfreier Patienten unter den
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Mutierten etwas hoher ist. Die berechneten Mediane liegen sehr eng beieinander, ihre
Konfidenzintervalle Uberschneiden sich nicht nur, die Intervallgrenzen der Wildtyp-
Patienten liegen sogar vollstandig in jenen der Mutierten. Die HR von 0,93 und 1,02 mit
sehr hohen p-Werten von 0,71 bzw. 0,93 deuten darauf hin, dass die geringen
Unterschiede zufallig sind und keinen klinisch relevanten prognostischen Einfluss
haben. Auch die multivariable Regression, in der Alter, Geschlecht und TTF-1-Status
berlcksichtigt wurden, zeigt keinen prognostischen Einfluss von K-ras. Da es sich hier
um eine explorative, retrospektive Studie ohne Fallzahlberechnung handelt, kann nicht
sicher geschlossen werden, dass es keinen Unterschied zwischen K-ras-Mutierten und
Wildtyp-Patienten gibt, da die untersuchte Fallzahl lediglich zu klein sein kénnte, um
einen solchen Unterschied aufzudecken. Aus den ausgewerteten Daten deutet jedoch
nichts darauf hin, dass es diesen Unterschied gabe.

Huncharek et al. flhrten 1999 eine Metaanalyse aus 8 einzelnen Studien mit
insgesamt 881 NSCLC-Patienten durch, um aus diesen Daten das Relative Risiko fr
Mutierte gegenuber Nicht-Mutierten zu ermitteln. Dabei wiesen K-ras-Positive ein 2,35-
fach (95% KI: 1,61-3,22) erhdhtes Sterberisiko auf (Huncharek et al., 1999). Allerdings
weisen die Autoren darauf hin, dass keine Adjustierung auf das Tumorstadium
durchgefuhrt wurde und die Schwankungen zwischen den Ergebnissen der einzelnen
Studien erheblich waren (von 1,08-10,14). Es fallt dennoch auf, dass in jedem der
Artikel K-ras eher mit einem verkiirzten Uberleben assoziiert war, wobei in vier Studien
das 95% Kl des Relativen Risikos die 1 einschloss. Dieses Ergebnis widerspricht den
Schlussen, die aus unseren Daten gezogen wurden. Obwohl in der Metaanalyse eine
gréRRere Patientenzahl einbezogen wurde, bedeutet dies nicht zwangslaufig eine
hoéhere Validitat der Ergebnisse. Wahrend in unserer Studie ausschlief3lich Patienten
mit metastasiertem Adenokarzinom eingeschlossen, Treibermutationen
ausgeschlossen und multivariable Regressionen durchgefiihrt wurden, fehlen diese
Adjustierungen in der hier beschriebenen Arbeit. Daher ist eine so grof3e Mdglichkeit
an Confounding und Bias gegeben, dass ihre Ergebnisse nicht ohne weiteres auf alle
Patienten Ubertragen werden kénnen und kritisch hinterfragt werden sollten. Auch die
Autoren selbst merkten an, dass ihre Werte durch sorgfaltig designte Studien mit
Adjustierung auf bekannte prognostische Faktoren bestatigt werden mussen.

Eine weitere Metaanalyse von Meng et al. aus dem Jahr 2013 mit insgesamt fast 7000
NSCLC-Patienten stellte ebenfalls eine schlechtere Prognose fiir K-ras-Mutierte fest,
mit einer HR von 1,39 (95% KI: 1,24—1,55) unter ausschliellich Adenokarzinomen.
Wahrend dieser Unterschied unter den friihen Stadien I-1lIA noch deutlicher
ausgepragt war (HR=1,68; 95% KI: 1,11-2,55), erreichte die HR unter den Stadien

[lIB-1V einen kleineren Wert und verfehlte knapp das festgelegte Signifikanzniveau
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(HR=1,3; 95% KI: 0,99-1,71) (Meng et al., 2013). Zwar basierte die Analyse nicht auf
Individualdaten, sondern nur auf den Artikeln selbst und es wurde keine multivariable
Regression mit anderen bekannten prognostischen Faktoren wie Alter durchgeflihrt,
anders als in der Metaanalyse von 1999 wurde hier aber klar nach Histologie und
Stadium getrennt, die Quellen kritisch auf Publication Bias untersucht und mit einer
grolien Patientenzahl ein klares Ergebnis prasentiert. Genau genommen wurde in der
Subgruppe, die unseren Patienten entspricht, ndmlich Adenokarzinome in
fortgeschrittenem Stadium, kein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt,
sodass sich die Ergebnisse nicht widersprechen. Die Autoren gehen jedoch davon aus,
dass hier lediglich ihre Patientenzahl zu gering war und betrachten K-ras als
ungunstigen prognostischen Faktor flr das Adenokarzinom, besonders in friihen
Stadien.

Die Diskrepanz zu den hier ermittelten Ergebnissen kdnnte auch durch
unterschiedliche Ethnien und K-ras-Subtypen zustande kommen. So war die von Meng
et al. ermittelte HR unter Asiaten hdher als unter Nichtasiaten und es gibt Hinweise,
dass die verschiedenen Arten von K-ras-Mutationen anderen Einfluss auf das
Uberleben nehmen (Nadal et al., 2014; Aredo et al., 2019). Die Verteilung der
Subtypen in dieser Studie ist jedoch nicht ersichtlich. Denkbar ware, dass in unserer
Studienpopulation mehr Mutationen mit einer guinstigeren Prognose auftraten.

Auch unterschiedliche Therapien zwischen den Patienten dieser Studie und den zuvor
beschriebenen kénnten die sich widersprechenden Ergebnisse zum Teil erklaren: So
gibt es Hinweise, dass K-ras-Mutierte besser auf Immuntherapie ansprechen als jene
mit Wildtyp, insbesondere bei einer TP53-Comutation (Dong et al., 2017; Kim et al.,
2017). In den beiden Metaanalysen von 1999 und 2013 wurde allerdings aufgrund der
spateren Zulassung der Checkpoint-Inhibitoren vermutlich noch niemand mit diesen
behandelt. Unter den 156 Patienten, die in unsere K-ras-Uberlebensanalyse
eingeschlossen wurden, erhielten 85 eine Immuntherapie in 1st oder 2nd Line, beinahe
genau gleich verteilt zwischen K-ras-Positiven und Negativen. Dadurch kénnte sich
durch die Uber die Jahre veranderte Therapie ein Vorteil fur Positive ergeben, der
einen normalerweise vorhandenen Nachteil ausgleichen kénnte. Diese Hypothese ist
jedoch rein spekulativ und lediglich als ein Erklarungsversuch anzusehen.

Trotz dieser beiden zuvor genannten gréReren Metaanalysen ist der prognostische
Wert von K-ras nach wie vor ungewiss und Gegenstand wissenschaftlicher
Diskussionen. Shepherd et al. fihrten 2013 eine gepoolte Analyse mit 1543 operierten
NSCLC-Patienten durch, in welcher der prognostische und pradiktive Wert von K-ras
fur adjuvante Chemotherapie untersucht wurde. Dabei handelte es sich um eine

Gruppe homogener und sorgfaltig gestageter Karzinome. Weder in der Gruppe mit
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noch ohne adjuvante Chemotherapie gab es einen signifikanten Unterschied zwischen
WT und K-ras G12 Mutierten, insbesondere auch nicht unter ausschlief3lich
Adenokarzinomen (Shepherd et al., 2013). Es gilt jedoch anzumerken, dass K-ras G13
Mutierte scheinbar von einer adjuvanten Chemotherapie Schaden nahmen. Laut den
Autoren ist diese Beobachtung angesichts der geringen Fallzahl von G13-Mutationen
allerdings mit Vorsicht zu interpretieren. Auch Cui et al. fanden 2020 keinen
Unterschied im OS zwischen K-ras-Positiven und WT (HR 1,08; 95% KI: 0,83-1,40;
p=0,54) in einer Studie mit 346 Patienten.

Die widersprichlichen Studienergebnisse der Vergangenheit motivierten die
Durchfuihrung dieser Studie. Es ist offenkundig, dass die Frage nach dem
prognostischen Wert von K-ras durch diese Arbeit nicht abschlieRend beantwortet
werden kann, es |asst sich jedoch feststellen, dass innerhalb dieser Patientenkohorte
in Halle bei metastasierten Adenokarzinomen der Lunge kein relevanter Unterschied
im Gesamtiiberleben oder progressionsfreien Uberleben zwischen K-ras-mutierten und
Wildtyp-Patienten nachweisbar war. ZukUnftig sollten groRRere, prospektive Studien mit
homogenen und gut charakterisierten Patientenkohorten sowie Metaanalysen mit
methodisch streng selektierten Studien durchgefiihrt werden. Bis weitere Evidenz

vorliegt, bleibt unklar, ob K-ras die Prognose beeinflusst.

5.5 Uberleben nach K-ras-Subtyp

Aufgrund der begrenzten Anzahl an Patienten sind in der folgenden Analyse die
Studienarme sehr klein (14-mal G12C, 15-mal G12V, 8-mal G12D, 9-mal andere). Das
resultiert in groRRer statistischer Unsicherheit und trotz erheblicher Unterschiede in den
HRs in hohen p-Werten. Daher sollte die Interpretation der Ergebnisse mit aul3erster
Vorsicht erfolgen.

Die Daten legen nahe, dass kein relevanter Unterschied im Uberleben zwischen G12D-
Mutierten und Wildtyp besteht. Auch der Arm aus verschiedenen seltenen Subtypen
wies keinen Uberlebensvorteil oder Nachteil auf. Die beiden Kurven zeigen mehrere
Schnittpunkte und befinden sich zum Zeitpunkt der letzten Nachverfolgung auf
vergleichbarem Niveau. Die HRs liegen mit 0,995 (95% KI: 0,435-2,276; p=0,99;
G12D) und 0,841 (95% KI: 0,408-1,734; p=0,639; andere) nahe bei 1. Die grof3en
Konfidenzintervalle sind ein Indikator der Unsicherheit, die durch die geringe Fallzahl
entsteht.

Es kénnte jedoch zumindest bei G12C und G12V ein Uberlebensunterschied zum WT
bestehen. Die HR von G12C im Vergleich zum Wildtyp liegt bei 1,558 (95% KI: 0,850-
2,857; p=0,152), das mediane Uberleben nur bei etwa 3 Monaten im Vergleich zu 7.

Bei nur zwei zensierten Fallen (14%), fallt auf, dass die Kurve sehr schnell abfallt und
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G12C-Positive in dieser Studie deutlich schneller verstarben. Da der p-Wert jedoch so
deutlich Uber dem Ublichen 5%-Signifikanzniveau liegt, lasst sich kein definitiv erhdhtes
Risiko feststellen. Ein Trend ist jedoch zu beobachten, der in prospektiven Studien mit
einer grofReren Fallzahl Gberpruft werden sollte. Mit einer HR von 0,646 (95%KI: 0,335-
1,24; p=0,19) handelt es sich auch bei G12V um einen Subtyp, der mit einer
veranderten Prognose, in diesem Fall einer Risikominderung, einhergehen kénnte.
Vergleicht man nur diese beiden Mutationen miteinander, so erhalt man eine Hazard
Ratio von 2,02 (95% KI: 0,84-4,87; p=0,115) und damit ein etwa doppelt so hohes
Sterberisiko fur Patienten mit G12C im Vergleich zu jenen mit G12V. Trotz der
klinischen Relevanz dieses Unterschiedes liegt der p-Wert jedoch nicht unter dem
konventionellen 5% Signifikanzniveau. Zwar ist es nicht sinnvoll, stur auf diesem Wert
zu beharren, die Unsicherheit kommt allerdings nicht nur durch die geringe Fallzahl
sondern im Falle von G12V auch durch die unzureichende Nachverfolgung zustande.
Denn es fallt auf, dass in dieser Kurve nach dem letzten Ereignis noch vier zensierte
Falle auftreten, wodurch die Kurve nicht weiter sinkt, die Datenlage aber sehr begrenzt
wird und der tatséchliche Uberlebensanteil moglicherweise tiberschatzt wird.

Im Log-rank-test nach Unterschieden im OS nach K-ras-Subtyp und Wildtyp, unter
Berlcksichtigung der oben beschriebenen flnf Studienarme, konnte mit einem p-Wert
von 0,341 im Gesamtvergleich kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.
Basierend auf diesen Ergebnissen kann also kein Uberlebensvorteil oder Nachteil fiir
einzelne Subtypen nachgewiesen werden. Insbesondere G12D scheint keinen
Risikounterschied zum Wildtyp zu verursachen. Lediglich zwischen G12C und G12V
zeigt sich jeweils ein Trend, der mit einer gréReren Fallzahl erneut eingeschatzt
werden muss.

Eine Assoziation zwischen G12C und einem schlechteren Uberleben wurde 2014 von
Nadal et al. beschrieben, welche in einer retrospektiven Studie 179 resezierte
Adenokarzinome mit bekanntem K-ras-Status unter anderem nach OS untersuchten.
Ihnen zufolge handelt es sich bei G12C um einen negativen prognostischen Faktor mit
einer starken Risikoerhéhung im OS (bei einer HR von 2,35; 95% Kl: 1,35-4,10;
p=0,003) im Vergleich zum WT, aber auch im Vergleich zu anderen K-ras-Mutationen
(Nadal et al., 2014). Auch Svaton et al. beschrieben eine schlechtere Prognose fir K-
ras-Patienten, insbesondere fur G12C im Vergleich zum Wildtyp (SVATON et al.,
2016). Im Gegensatz dazu konnten Cui et al. 2020 in ihrer Studie mit 346 NSCLC
Patienten keinen Unterschied zwischen den 65 G12C Mutierten und den 79 anders
mutierten K-ras-Positiven finden (HR=1,19; 95% KI: 0,78-1,80; p=0,39) (Cui et al.,
2020). Auch Spira et al. ermittelten keinen Uberlebensnachteil fir G12C in einer

retrospektiven Studie mit iber 7000 NSCLC-Patienten. In dieser Subgruppe wurde
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sogar ein etwas langeres OS festgestellt (Spira et al., 2021). Cai et al. stellten
wiederum eine schlechtere Prognose fir G12D im Vergleich zu G12C und G12V fest
(p<0,0001). Dabei standen ihnen 20, 24 bzw. 16 Patienten zur Verfligung (Cai et al.,
2020).

Die aktuelle Datenlage ist erkennbar widersprichlich und basiert in den einzelnen
Studien zum Teil nur noch auf kleinen Fallzahlen, da die jeweiligen Subtypen nur noch
einen begrenzten Anteil an Patienten ausmachen. Auch im Rahmen dieser Studie ist
es nicht moglich, die Fragestellung zufriedenstellend zu beantworten. Aufgrund der
kleinen Fallzahl und der daraus folgenden Unsicherheit 1asst sich kein Unterschied im
OS nach Subtyp bestatigen. Insbesondere zwischen G12C und G12V ware ein solcher

jedoch denkbar.
5.6 Uberleben nach TTF-1-Status

Sowohl im OS als auch im PFS zeigt sich insgesamt der Trend, dass TTF-1-Negative
eine schlechtere Prognose haben als jene mit TTF-1-Expression. In der Kaplan-Meier-
Kurve des OS trennen sich die beiden Graphen nach wenigen Monaten voneinander,
mit einem héheren Uberlebensanteil unter den Positiven. Dadurch entsteht der grolRe
Unterschied im medianen Gesamtiiberleben von 8,4 Monaten (95% KI: 5,86-10,94,
Positive) vs. 4,9 Monate (95% KI: 2,29-7,51, Negative). Es fallt jedoch auf, dass sich
die Kurven am Ende des Beobachtungszeitraums Gberschneiden und damit nach etwa
vier Jahren unter den Negativen ein etwas groRerer Anteil noch am Leben ist.
Entsprechend der Hazard Ratio standen Positive unter einem 0,726-fachen (95% KI:
0,495-1,065; p=0,102) Sterberisiko im Vergleich zu Negativen. Im PFS zeigen sich die
gleichen Tendenzen, allerdings durch die geringere Anzahl zensierter Falle statistisch
etwas sicherer. Die Graphen in den Kaplan-Meier-Kurven tberschneiden sich nicht und
liegen am Ende der Beobachtung getrennt voneinander mit einem gréfReren Anteil
progressionsfreier Patienten unter den TTF-1-Positiven. Eine Hazard Ratio von 0,697
(95% KiI: 0,480-1,012) und einem damit deutlich erniedrigten Risiko fur Positive, trifft
jedoch auf einen p-Wert von 0,058, der das 5%-Signifikanzniveau nicht erreicht. Fast
unveranderte Werte finden sich fur TTF-1 in der multivariablen Regression mit Alter
und Geschlecht. Wahrend TTF-1-Positivitat das Sterberisiko weiter um den Faktor
0,725 senkt und auch der Einfluss des Alters in etwa bei dem zuvor bestimmten Wert
bleibt, scheint das Geschlecht einen kleineren Einfluss auf die Prognose zu haben als
zuvor errechnet. Der Einfluss des Geschlechts kdnnte sich auch dadurch verstarkt
prasentieren, dass unter den Frauen ein groRerer Anteil TTF-1-Expression aufwies.
Folgendes kénnte eine Ursache flr die gréRere Abweichung der beiden Gruppen im

PFS im Vergleich um OS sein: Laut neuen Erkenntnissen sprechen TTF-1-negative
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Patienten schlechter auf eine Pemetrexed-basierte Chemotherapie an, als Positive
(Frost et al., 2020). Aus den 39 TTF-1-negativen Patienten wurden 18 als First Line
Therapie unter anderem mit Pemetrexed behandelt. Daher kdnnten diese Patienten
schneller einen Progress entwickelt haben, nach welchem die Therapie allerdings
umgestellt wurde auf eine alternative, Pemetrexed-freie Behandlung. Diese Second
Line Therapie, die flr TTF-1-Negative besser geeignet zu sein scheint, kdnnte dann
das Versterben effektiver verhindert haben als zuvor die First Line den Progress. Diese
Vermutung ist natdrlich rein spekulativ und darf nur als ein mdglicher
Erklarungsversuch angesehen werden.

Die Ergebnisse erweisen sich als komplex in der Interpretation, da sich mit einer
Hazard Ratio von 0,726 bzw. 0,697 ein groRer und klinisch relevanter Unterschied in
der Prognose zeigt, ein p-Wert von 0,10 (OS) deutet jedoch darauf hin, dass dieses
Ergebnis auch zuféllig entstanden sein kann. In der Literatur wird haufig ein
Uberlebensvorteil fir TTF-1-Positive beschrieben. Die oben bereits erwahnte
Publikation von Frost et al. mit 741 metastasierten Adenokarzinomen der Lunge zeigte
einen deutlichen positiven prognostischen Einfluss durch TTF-1-Expression (HR 0,53;
p<0,001 fir OS und HR=0,54; p<0,001 flr PFS) (Frost et al., 2020). Barletta et al.
fanden in einer Studie mit 89 operierten Adenokarzinompatienten ein langeres
Uberleben in TTF-1-Positiven (Medianes Gesamtuberleben bei schwach Positiven 77,8
Monate und bei stark Positiven 72,4 Monate vs. 30,5 Monate bei den Negativen;
p=0,002) (Barletta et al., 2009). Der dort beschriebene Unterschied war so ausgepragt,
dass auch mit einer deutlich kleineren Anzahl an Patienten ein niedrigerer p-Wert
ermittelt wurde. AuRerdem wurde dort, im Gegensatz zu der vorliegenden Studie, eine
Abstufung vorgenommen zwischen TTF-1-Positiven bis Negativen. Die Patienten mit
geringer und starker Expression wiesen jedoch keine signifikanten
Uberlebensunterschiede untereinander auf, sondern nur gegeniiber den Negativen.
Berghmans et al. untersuchten acht unabhangige Studien in einer Metaanalyse mit
insgesamt 652 Patienten und berichteten ebenfalls von einem Uberlebensvorteil fiir
TTF-1-Positive, besonders in Adenokarzinomen in frihen Stadien. Eine der
untersuchten Studien fand allerdings einen Uberlebensnachteil fir TTF-1-Positive. Fir
Adenokarzinompatienten betrug die kombinierte HR jedoch 0,53 (95% KI: 0,29-0,95;
Positive vs. Negative) und zeigt damit einen eindeutigen Vorteil (Berghmans et al.,
2006). Schilsky et al. fanden in einer retrospektiven Studie mit 479 Patienten mit
metastasiertem Adenokarzinom der Lunge ein doppelt so langes medianes OS unter
TTF-1-Positiven (HR=0,38; 95% KI: 0,29-0.51; p<0,0001). Ein Unterschied, der so grof3
sei, dass er sogar den in der gleichen Studie festgestellten prognostischen Wert des
Karnofsky Index >/=80% ubertrafe (HR=0,62; 95% KIl: 0,48-0,80; p=0,0003). Der
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prognostische Unterschied blieb auch in der multivariablen Analyse sowie nach
Ausschluss der EGFR- und ALK-Mutierten erhalten (Schilsky et al., 2017).

Aus den Daten der vorliegenden Studie allein kann also nicht auf einen
Uberlebensvorteil fiir TTF-1-Positive geschlossen werden, auch wenn sich mindestens
im PFS ein deutlicher Trend zeigt. Durch die eindeutigen Ergebnisse vorheriger
Studien, darunter auch Metaanalysen und eine Publikation mit Patienten mit dem
gleichen Tumor und Stadium, ist jedoch davon auszugehen, dass mit 169 Patienten im
spaten Stadium lediglich keine Fallzahl erreicht wurde, die gro® genug ist, um
signifikant Unterschiede aufzudecken. Allerdings gilt es anzumerken, dass die in den
anderen Studien beschriebenen HR, insbesondere der Wert von 0,38, einen sehr
hohen Vorteil zeigt, der nicht im hier ermittelten Konfidenzintervall eingeschlossen ist.
Damit widersprechen die Ergebnisse der vorliegenden Studie zwar nicht der Tatsache,
dass TTF-1-Positive einen Uberlebensvorteil verzeichnen, aber dem Ausmaf dieses

Unterschiedes.
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7

10.

Thesen

. Zwischen Patienten mit metastasiertem Adenokarzinom der Lunge mit und ohne K-

ras-Mutation scheint es weder im Gesamtiiberleben noch im progressionsfreien
Uberleben einen Unterschied zu geben.

Unter Patienten mit metastasiertem Adenokarzinom der Lunge, ohne eine andere
Treibermutation als K-ras, kdnnten TTF-1-Positive im Progressionsfreien
Uberleben einen Vorteil besitzen, wahrend dieser Vorteil im Gesamtiiberleben in
dieser Studie nicht gezeigt werden konnte.

Die Haufigkeit der Treibermutationen unter Patienten mit metastasiertem
Adenokarzinom der Lunge stellt sich in etwa wie folgt dar: 25% K-ras, 12% EGFR,
je unter 2% ALK, ROS und BRAF.

Die Haufigkeit der Subtypen unter K-ras-mutierten Patienten mit metastasiertem
Adenokarzinom der Lunge stellt sich in etwa wie folgt dar: 32% G12C, 32% G12V,
17% G12D, 6% G12S, 6% G12A, 2% G12F, 4% Mutationen an Codon 13.

Unter Patienten mit metastasiertem Adenokarzinom der Lunge zeigt sich eine
Assoziation von Raucherstatus und dem Auftreten einer K-ras-Mutation mit einem
geschéatzten Relativen Risiko von 2,02.

Unter K-ras-positiven Patienten mit metastasiertem Adenokarzinom der Lunge
scheint es keine Assoziation zwischen Raucherstatus und den einzelnen Subtypen
von K-ras zu geben.

Unter Patienten mit metastasiertem Adenokarzinom der Lunge zeigt sich eine
Assoziation von Asbestexposition und dem Auftreten einer K-ras-Mutation mit
einem geschatzten Relativen Risiko von 1,94.

Unter Patienten mit metastasiertem Adenokarzinom der Lunge scheinen EGFR-
Mutationen unter Nichtrauchern etwa 6-mal so haufig aufzutreten.

Unter Patienten mit metastasiertem Adenokarzinom der Lunge ohne TTF-1-
Expression ist die Wahrscheinlichkeit einer EGFR-Mutation sehr gering.

Unter Patienten mit metastasiertem Adenokarzinom der Lunge sollten ein héheres
Alter, ein héherer ECOG und mannliches Geschlecht als unabhangige

Risikofaktoren fir schnelleres Versterben und Progress betrachtet werden.
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