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1 Zusammenfassung

Lungenkrebs gehort mit ca. 57500 Neuerkrankungen im Jahr zu den hdufigsten Krebserkrankungen in
Deutschland. Da die Tumorerkrankung in tiber 50 % der Félle erst diagnostiziert wird, wenn bereits eine
Fernmetastasierung vorliegt, ist eine komplette Tumorentfernung oft nicht mehr mdglich. Bei diesen
Patienten kommt der medikamentdsen Therapie eine besondere Bedeutung zu. Noch vor wenigen Jahren
stellte die Chemotherapie die einzig mdgliche medikamenttse Therapieform dar. Mittlerweile ist
bekannt, dass sich die Tumore im Hinblick auf ihre genetischen Eigenschaften unterscheiden und

mehrere Angriffspunkte flir neue zielgerichtete Medikamente bieten.

Beim pulmonalen Adenokarzinom, das geschlechtsabhangig ca. 36-46 % der malignen pulmonalen
Neoplasien ausmacht, liegen je nach Ethnizitat der Betroffenen und Studie in ca. 10-50 % der Félle
Mutationen im EGFR-Gen und in ca. 15-30 % der Falle Mutationen im KRAS-Gen als onkogene Treiber
vor. Wahrend sich fur Patienten mit Treibermutation im EGFR-Gen bereits prognoseverbessernde
zielgerichtete Medikamente etabliert haben, befinden sich zielgerichtete Medikamente flr Patienten mit

KRAS-Mutation derzeit noch in Entwicklung.

Zum Auffinden von Mutationen werden die 1977 vorgestellte Sanger-Sequenzierung und die 2005
eingefiihrte  Hochdurchsatz-Sequenzierung  (Next-Generation-Sequenzierung)  verwendet. Die
Hochdurchsatz-Sequenzierung ermdglicht erstmalig auch eine quantitative Bestimmung von
Mutationen im Tumor. Aktuelle Studien weisen darauf hin, dass diese quantitative Bestimmung von

Mutationen fur die Prognose und Prédiktion von Bedeutung sein kann.

Mit der in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Technik soll anhand von in pulmonalen
Adenokarzinomen vorliegenden EGFR- und KRAS-Mutationen herausgefunden werden, ob auch die
semiquantitative Bestimmung von Mutationen — die durch die Sanger-Sequenzierung retrospektiv

ermoglicht wird — von diagnostischer und klinischer Relevanz ist.

In dem Kollektiv von 376 Patienten mit EGFR-Mutationsanalyse wurden bei 35 Patienten (9 %)
aktivierende Mutationen im EGFR-Gen nachgewiesen. Die semiquantitative Mutationslast konnte bei
34 dieser Patienten ermittelt werden. Eine hohe EGFR-Mutationslast ging bei Patienten in den UICC-

Stadien I11B-1V mit einem langeren krankheitsspezifischen Uberleben einher.

Am hdaufigsten waren nicht-synonyme Mutationen im KRAS Exon 2 auffindbar. In dem Kollektiv von
104 Patienten mit KRAS-Mutationsanalyse konnten bei 31 Patienten (30 %) KRAS-Mutationen
nachgewiesen werden. Die semiquantitative Mutationslast konnte bei 23 dieser Patienten ermittelt

werden. Eine hohe KRAS-Mutationslast traf signifikant hdufig mit dem Status ,,NO* zusammen.




Zusammenfassung

Die Arbeit weist darauf hin, dass es durch die semiquantitative Analyse mdoglich ist, Mutationstrager
mit pulmonalem Adenokarzinom noch differenzierter zu betrachten: Demnach &hneln die klinisch-
histopathologischen Standardparameter und die Prognose von Patienten mit niedriger Mutationslast

mehr denen von Patienten ohne Mutation als denen von Patienten mit hoher Mutationslast.

Dieses Ergebnis konnte durch Mutationslastanalysen multipler prognoserelevanter Gene bestatigt

werden, sodass auch eine pradiktive Wertung maglich ist.




Summary

Prognostic relevance of EGFR and KRAS mutation burden in adenocarcinomas of the lung

With approximately 57500 new cases a year lung cancer is one of the leading malignant neoplasms in
Germany. Extrapulmonary metastases are present in over 50 % of cases at initial diagnosis. Therefore
complete surgical excision is often not feasible and drug therapy is of great importance. Just a few years
ago chemotherapy was the only possible form of drug therapy. It has recently been proven that tumors

differ in genetic characteristics and thus offer multiple points of attack for new, targeted drugs.

Pulmonary adenocarcinoma accounts, depending on gender, for about 36-46 % of all cases of pulmonary
neoplasia. Depending on ethnicity and study, it harbors EGFR mutations in approximately 10-50 % of
cases and KRAS mutations in approximately 15-30 % of cases. Nowadays prognostic-improving
targeted drugs have already been established for patients with driver mutations in the EGFR gene,
whereas targeted drugs for patients with KRAS mutations are still in development.

In order to detect mutations, the Sanger sequencing method, which was developed in 1977, as well as
the next-generation sequencing method, which was introduced in 2005, are used. For the first time, next-
generation sequencing also allows a quantitative determination of mutations in the tumor. Recent studies
indicate that this quantitative determination of mutations could be important for prognosis and

prediction.

The technique used in the present work aims to find out, on the basis of EGFR and KRAS mutations in
pulmonary adenocarcinomas, whether the semiquantitative determination of mutations - which is also

made possible retrospectively by Sanger sequencing - is of diagnostic and clinical relevance.

In a collection of 376 patients with EGFR mutation analysis, activating mutations were detected in 35
patients (9 %). The semi-quantitative mutation burden could be determined in 34 of these patients. High
EGFR mutation burden was associated with longer tumor-specific survival in patients in UICC stages
HIB-1V.

Exon 2 was analyzed for KRAS non-synonymous mutations. In the tumor group mutations were
detected in 31 of 104 patients (30 %). The semi-quantitative mutation burden could be determined in 23

of these patients. High KRAS mutation burden significantly frequently coincided with "NO" status.

This work indicates that the semiquantitative analysis of mutation status allows prediction of clinical
outcome. This study shows that the prognosis of patients with low mutation burden is more similar to

that of patients without mutations than to that of patients with high mutation burden.

This conclusion could be confirmed by mutation load analyses of multiple prognosis-relevant genes in

terms of their predictive value.




2 Einleitung

2.1 Definition und Grundlagen

Bei Lungenkarzinomen handelt es sich um epitheliale Malignome des Lungenparenchyms, die primar
in der Lunge entstanden sind (Moch et al., 2019, p. 137; Savic Prince und Bubendorf, 2019, p. 512).

Sie konnen gemaR der WHO-KIlassifikation von 2021 durch histopathologische Begutachtung in
folgende Hauptgruppen unterteilt werden (Tsao et al., 2021, pp. 19-28):

e Adenokarzinome (ADC),
e Plattenepithelkarzinome (PEC),
e Neuroendokrine Neoplasien und

e Grolizellige Karzinome.

Mit Gber 50 % hatte das pulmonale Adenokarzinom (pADC) in den USA in den Jahren 2012-2016 den
grofiten Anteil unter den Lungenkarzinomen. Danach folgten mit einem Anteil von 22 % die
Plattenepithelkarzinome. An dritter Stelle standen mit 13 % die kleinzelligen Karzinome, die gemaf der
aktuellen WHO-Klassifikation (2021) zu den neuroendokrinen Neoplasien gezahlt werden. Grof3zellige

Karzinome kamen mit einem Anteil von 1 % eher selten vor (Tsao et al., 2021, p. 20).

Die Subtypisierung von Lungenkarzinomen ist klinisch sehr wichtig, da je nach Diagnose die Prognose
stark variiert und unterschiedliche Therapien im Vordergrund stehen (Collins et al., 2007; Molina et al.,
2008; Wagner und Buettner, 2020; Savic Prince und Bubendorf, 2019, p. 514).

In den Jahren 2015-2016 lag die relative 5-Jahres-Uberlebensrate von Frauen mit Lungenkrebs bei ca.
21 % und von Mannern bei ca. 15 % (Robert Koch-Institut und die Gesellschaft der epidemiologischen
Krebsregister in Deutschland e.V., 2019). Das mediane Uberleben der Patienten betrug nach dem
Diagnosezeitpunkt noch ca. 10-12 Monate (Savic Prince und Bubendorf, 2019, p. 512). Damit gehort

Lungenkrebs zu einem der prognostisch ungtnstigeren Tumore (Bohle und Fink, 2018, p. 355).

Neoplasien der Lunge standen in Deutschland im Jahr 2015 nach kardiovaskuldren Ursachen an der

Spitze der haufigsten Todesursachen (Statistisches Bundesamt [Destatis], 2017).

Die eher schlechte Prognose riihrt unter anderem daher, dass die Diagnose in Uber der Halfte der Falle
erst dann erfolgt, wenn bereits eine Metastasierung vorliegt. Uber 50 % aller nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinome (NSCLC) und 69-72 % der kleinzelligen Lungenkarzinome (SCLC) werden erst in
bereits metastasiertem Stadium diagnostiziert (Kraywinkel und Schénfeld, 2018; Kraywinkel und
Barnes, 2017).
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Obgleich Lungenkarzinome bei Menschen mit Raucherhistorie haufiger als bei Nierauchern und bei
Maénnern haufiger als bei Frauen vorkommen, wird das pulmonale Adenokarzinom relativ haufig bei
Nierauchern und Frauen gefunden. So lag der Anteil von Nierauchern bei Patienten mit pulmonalem
Adenokarzinom (pADC) in einer Studie von Siegel et al. (2021) bei immerhin ca. 16 %, wéhrend er bei
Patienten mit pulmonalem Plattenepithelkarzinom (pPEC) nur bei ca. 7 % lag. Bei Frauen, die in
Deutschland 2013 und 2014 an einer pulmonalen Neoplasie erkrankten, lag der Anteil von pADCs mit
46 % weit uber dem von pPECs mit 15 % (Kraywinkel und Schonfeld, 2018).

Seit dem 01.01.2017 ist fur das NSCLC die Stadieneinteilung nach IASLC/UICCS gliltig (siehe Punkt
9.1, Tabellen 26-28).

2.2 Atiologie des Lungenkrebses

2.2.1 Allgemeines

Zu den Risikofaktoren fiir die Entwicklung von malignen Lungentumoren zahlt die Exposition
gegeniiber Zigaretten, Asbestfeinstaub, Kokereigas, polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen,
radioaktiver Strahlung, Arsen, Quarz- und Nickelstduben (Molina et al., 2008; Savic Prince und
Bubendorf, 2019, pp. 512-513). Liegen mehrere Risikofaktoren vor, potenziert sich das Risiko, an

Lungenkrebs zu erkranken, um ein Vielfaches (Bhopal et al., 2019).

Auf das Rauchen sind 90 % der Lungentumore beim Mann und 60-80 % der Lungentumore bei der Frau
zuruckzufiihren (Molina et al., 2008). Durch den Zigarettenkonsum wird die Entstehung von
tumorbegunstigenden Mutationen verursacht (Jamal-Hanjani et al., 2017; Savic Prince und Bubendorf,
2019, p. 518). Die Tumorinzidenz steigt mit der Anzahl der Jahre, in denen geraucht wurde, und mit der
Anzahl der gerauchten Zigaretten pro Tag. Sie sinkt nach einem Rauchstopp stetig. Allerdings erreicht

sie nie wieder das Niveau eines Nierauchers (Savic Prince und Bubendorf, 2019, p. 513).

Trotz der wesentlichen Rolle des Rauchens fur die Entwicklung von malignen Lungentumoren nimmt
das Rauchen beim pulmonalen Adenokarzinom im Verhdltnis zu anderen Subtypen des

Lungenkarzinoms eine eher untergeordnete Bedeutung ein (Patel et al., 2004).

Neben einer Schadstoffexposition kénnen auch chronische Lungenerkrankungen (z.B. idiopathische
pulmonale Fibrose) zur Entstehung von Lungenkarzinomen beitragen (Robert Koch-Institut und die
Geselischaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V., 2019, Savic Prince und
Bubendorf, 2019, p. 513).
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Aulerdem kodnnen genetische und/oder epigenetische Veranderungen, die durch Onkogenaktivierung
oder Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen bedingt sind, die Entstehung von Lungenkarzinomen
begiinstigen (Shigematsu et al, 2005; Fong et al., 1999; Gazdar, 1994, Sekido et al., 1998).

2.2.2 Genetische Faktoren

Vor allem molekulare Veranderungen im KRAS-Gen und EGFR-Gen spielen eine wichtige Rolle bei
der Entwicklung eines NSCLC. Ihr Vorhandensein im Tumor kann mafigeblich fir die einsetzbaren
Therapiemdglichkeiten sein.

Wahrend bei Patienten mit pulmonalem Adenokarzinom und Raucherhistorie hdufiger Mutationen im
KRAS-Gen auftreten, sind bei pulmonalen Adenokarzinomen von Nichtrauchern h&ufiger Mutationen
im EGFR-Gen, BRAF-Gen sowie Rearrangierungen im ALK- oder ROS1-Gen anzutreffen (Savic
Prince und Bubendorf, 2019; p. 518).

Auch Polymorphismen konnen Einfluss auf die Entwicklung von Lungenkarzinomen haben.
Insbesondere in Verbindung mit einer Raucherhistorie kénnen sie die Wahrscheinlichkeit, an einem
Lungenkarzinom zu erkranken, steigern (Ag et al., 2014).

2.2.2.1 EGFR-Gen

2.2.2.1.1 Grundlagen

Das 200-kb grofle Gen besteht aus 28 Exons und 27 Introns und liegt auf dem kurzen Arm von
Chromosom 7 (7p12) (Dutta und Maity, 2007).

Die Exons codieren fiir den Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR, auch erbBl), der in
verschiedenen normalen Zellen des epidermalen, mesenchymalen und neurogenen Gewebes exprimiert
wird. Mit HER2/neu(erbB2), HER3(erbB3) und HER4(erbB4) gehort der EGFR zur erbB-Familie der
Rezeptor-Tyrosinkinase-Proteine. Diese Rezeptoren haben gemeinsam, dass sie aus drei Doménen
bestehen: der extrazelluléren ligandenbindenden Doméne, der transmembranen lipophilen Doméne und

der intrazellul&ren Tyrosinkinase- und Regulationsdoméne (Bethune et al., 2010).
Der EGFR bildet Dimere, wenn Liganden an ihn binden (Dutta und Maity, 2007).

Ein Ligand, der besonders affin an diesen Rezeptor bindet, ist der Epidermale Growth Factor (EGF)

(Bethune et al., 2010). Bei diesem handelt es sich um ein 170-kDA Tyrosinkinase-Protein (Inamura et
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al., 2010). Besonders affin sind auch Amphiregulin und der Transforming Growth Factor alpha (TGF-
alpha) (Dutta und Maity, 2007).

Daneben existieren auch Liganden wie heparin-bindendes EGF, Epiregulin, Heregulin, Neuregulin und

Betacellulin.

Exon 1 bis 16 des EGFR-Gens codieren die extrazellulare Domdane des EGFR. Die transmembrane
Domane wird von Exon 17 codiert. Die Exons 18 bis 28 codieren die intrazelluldren Doménen. Zu den
intrazelluldren Domanen gehdren die Tyrosinkinase-Doméne mit ATP-Bindungsstelle, die von Exon 18
bis 24 codiert wird, und die C-terminale Domane, die von den Exons 25 bis 28 codiert wird (Dutta und
Maity, 2007).

Der EGFR ist wichtig flr die Differenzierung, die Entwicklung, die Proliferation und den Erhalt der
Zelle (Gazdar, 2009).

Wenn eine strukturelle Variante oder eine aktivierende Mutation (auch Treibermutation genannt) in
Exon 18 bis 21 zu einer Uberexprimierung bzw. Erhéhung der Tyrosinkinaseaktivitat ohne
Ligandenbindung fuhrt, kommt es zur malignen Entartung und Tumorprogression (Shigematsu und
Gazdar, 2006; Kumar et al., 2008; Salomon et al., 1995).

Um die durch Uberaktivierung des EGFR entstehende unkontrollierte Zellproliferation zu verhindern,
wurden chemische Inhibitoren der EGFR-Kinaseaktivitat (Tyrosinkinase-Inhibitoren/TKI) entwickelt
(Shigematsu und Gazdar, 2006).

2.2.2.1.2 Mutationen im EGFR-Gen

Bei aktivierenden Mutationen im EGFR-Gen handelt es sich um starke onkogene Treiber, die vor allem
im pulmonalen Adenokarzinom (pADC) zu finden sind (Jamal-Hanjani et al., 2017; Janne und Johnson,
2006).

Es wurde ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Mutationen im EGFR-Gen mit Ethnizitat,

Rauchverhalten und Geschlecht der Patienten beobachtet.

Wiéhrend in der kaukasischen Bevolkerung bei 10-15 % der pADC-Patienten eine EGFR-Mutation
vorliegt (Leichsenring et al., 2017; Lynch et al., 2004; Paez et al., 2004; Pao et al., 2005), treten sie bei
pADC-Patienten ostasiatischer Herkunft mit 30-50 % der Félle sehr viel hdufiger auf (Lynch et al., 2004;
Paez et al., 2004; Pao et al., 2005).

Aktivierende EGFR-Mutationen kommen hdufiger bei Nierauchern als bei Patienten mit positiver
Raucheranamnese vor (Lynch et al., 2004; Paez et al., 2004; Pao et al., 2005). Das geh&ufte Vorkommen

bei Nierauchern ist unabhéngig von der Hohe der durch die Next-Generation-Sequenzierung (NGS)
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ermittelten EGFR-Allelfrequenz (Friedlaender et al., 2021). In der vorliegenden Arbeit wird unter
anderem der Zusammenhang zwischen der durch die Sanger-Sequenzierung ermittelten EGFR-
Mutationslast und dem Raucherstatus untersucht.

Zudem sind EGFR-Mutationen laut aktueller Datenlage haufiger bei Frauen als bei Ménnern zu finden
(Lynch et al., 2004; Paez et al., 2004; Pao et al., 2005; Pfarr et al., 2016; Zhang et al., 2006). Es besteht
kein Zusammenhang zwischen der durch NGS ermittelten EGFR-Allelfrequenz und dem Geschlecht
(Friedlaender et al., 2021). Die Beziehung zwischen der durch die Sanger-Sequenzierung ermittelten
EGFR-Mutationslast und dem Geschlecht wird in der vorliegenden Studie betrachtet.

Bei Treibermutationen des EGFR-Gens handelt es sich meist um heterozygote (Pao und Chmielecki,
2010), klonale und im Tumorprozess frih auftretende (Jamal-Hanjani et al., 2017) Mutationen, die die
Karzinogenese vorantreiben (Bohle und Fink, 2018, p. 355).

Obwohl EGFR-Mutationen meist somatischer Natur sind (Lynch et al., 2004), existieren auch
Anhaltspunkte dafir, dass eine Keimbahniibertragung von EGFR-Mutationen innerhalb von Familien,

in denen eine hohe Inzidenz von Lungenkrebs vorliegt, méglich ist (Ikeda et al., 2008; Gazdar, 2009).

Einige Studien deuten darauf hin, dass Tumore mit EGFR-Mutation weniger aggressiv sind als Tumore
mit Wildtyp im EGFR-Gen (Tumore ohne Mutation im EGFR-Gen) und Patienten mit EGFR-Mutation
eine signifikant bessere Prognose haben als Patienten mit Wildtyp im EGFR-Gen (Isaka et al, 2018;
Matsumara et al., 2016). Dagegen ist die prognostische Bedeutung der EGFR-Allelfrequenz noch
unklar: Wahrend eine hohe EGFR-Allelfrequenz in der Studie von Friedlaender et al. (2021) mit einer
besseren Prognose einherging, hatte die Hohe der EGFR-Allelfrequenz nach der Studie von Li et al.
(2019) keinen Einfluss auf die Prognose. Eine hohe EGFR-Mutationslast (semiquantitativ) ging in der
Studie von Oakley und Chiosea (2011) mit einer schlechteren Prognose einher.

EGFR-Mutationen kommen nicht nur im pulmonalen Adenokarzinom vor. Sie sind bei ca. 33 % der
Patienten mit Glioblastom (Xu et al., 2017), bei 15 % der Patienten mit sporadischem Mammakarzinom,
bei 46 % der Patienten mit erblich bedingtem Mammakarzinom (Weber et al., 2005), bei 8 % der
Patienten mit Prostatakarzinom (de Muga et al., 2010) und in der Kohorte von Nagahara et al. (2005)

bei 12 % der Patienten mit kolorektalem Karzinom zu finden.

In der einschlagigen Literatur wird bei Mutationen des EGFR-Gens oft zwischen ,,hdufigen

EGFR-Mutationen‘ und ,,seltenen Mutationen‘ unterschieden.

2.2.2.1.2.1 ,Héufige EGFR-Mutationen*

Als ,hdufige EGFR-Mutationen® gelten Deletionen in Exon 19 (19-del) und die Punktmutation L858R
in Exon 21 (21-L858R). Beide sind hoch spezifisch fiir Adenokarzinome der Lunge (Inamura et al.,

2010) und fuhren zu einer konstitutiven Aktivierung der Rezeptor-Tyrosinkinaseaktivitat (Dutta und
8
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Maity, 2007). Zusammen machen sie in etwa 90 % der Mutationen aus, die bei Lungenkarzinomen

gefunden werden (Inamura et al., 2010).

Der Anteil von Deletionen in Exon 19 liegt bei ca. 44 % aller EGFR-Mutationen, die zu einer
Rezeptoraktivierung fuhren (Dutta und Maity, 2007; Gazdar, 2009). Meist handelt es sich um Deletionen
im Bereich der Codons 746 bis 750 (Dahse und Kosmehl, 2008).

Bei der L858R-Mutation in Exon 21 handelt es sich mit ca. 41 % um die hédufigste aktivierende
Punktmutation im EGFR-Gen (Gazdar, 2009).

In der Studie von Pallis et al. (2007) wird auch die Mutation G719A in Exon 18 zu den ,,hdufigen EGFR-
Mutationen* gezéhlt. Diese betragen zusammen mit G719S und G719C in etwa 4 % aller aktivierenden
Mutationen im EGFR-Gen (Gazdar, 2009).

Da Mutationen im EGFR-Gen nicht nur eine Ursache fur das Entstehen von Lungenkarzinomen
darstellen, sondern auch Einfluss auf Prognose und Therapierbarkeit der Erkrankung nehmen, ist das
Aufdecken der Mutationen durch die molekularpathologische Diagnostik besonders relevant.

Patienten mit pADC und ,,hdufiger EGFR-Mutation® sprechen zum Beispiel im Gegensatz zu Patienten
mit pADC und Wildtyp (WT) in der Regel auf eine Therapie mit Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKI), wie
z.B. Gefitinib und Erlotinib, an (Gazdar, 1994; Lynch et al., 2004; Paez et al., 2004; Pao und Miller,
2005). Bei Patienten mit fortgeschrittener Erkrankung und aktivierender EGFR-Mutation liegt die
Ansprechrate in etwa bei 60-70 % (Abdulla et al., 2018).

Eine Herausforderung, die es in der zielgerichteten Tumortherapie mit TKI zu bewdéltigen gilt, ist das
Uberwinden von Resistenzmutationen, die viele Tumore nach den ersten Jahren erfolgreicher Therapie
mit TKI entwickeln oder die (in seltenen Féllen) schon zum Diagnosezeitpunkt vorhanden sind (Xu et
al., 2017). Zu den hé&ufigsten Resistenzmutationen z&hlt die Punktmutation T790M in Exon 20 des
EGFR-Gens, die ca. 60 % aller erworbenen Resistenzmutationen gegen TKI der ersten Generation
ausmacht und haufiger bei Patienten mit der Punktmutation L858R als bei Patienten mit Deletion in
Exon 19 vorkommt (Xu et al., 2017).

Um Resistenzmutationen zu begegnen, wurde die dritte Generation von TKI (z.B. Osimertinib)
entwickelt. Urspriinglich stellte die Therapie mit diesen lediglich eine Option bei Patienten mit
zusétzlich aufgetretener Resistenzmutation dar (Nakashima et al., 2019). Heute gilt aufgrund der
Ergebnisse der FLAURA-Studie Osimertinib als Standardtherapie bei aktivierenden EGFR-Mutationen
in Exon 19 und 21 (Wagner und Buettner, 2020).
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Wahrend mehrere Studien zu dem Ergebnis kommen, dass Patienten mit pulmonalem Adenokarzinom
sowie ,,hdufiger EGFR-Mutation“ gut auf TKI ansprechen, werden seltenere Mutationen des EGFR-
Gens tendenziell mit schlechterem Ansprechen auf TKI assoziiert. Allerdings fehlen aufgrund der

niedrigen Frequenz seltener Mutationen Klinische Studien (Harrison et al., 2020).

Der préadiktive Wert der EGFR-Allelfrequenz ist noch nicht endgiltig geklart: Wéhrend eine hohe
EGFR-Allelfrequenz in der Studie von Friedlaender et al. (2021) einen positiven pradiktiven Wert
besitzt, zeigt die EGFR-Allelfrequenz in der Studie Li et al. (2019) keinen Einfluss auf die Wirksamkeit
der angewendeten TKIs. Ungewiss ist auch die pradiktive Bedeutung der (semiquantitativen) EGFR-

Mutationslast.

2.2.2.1.2.2 Synonyme Veranderungen im EGFR-Gen

Neben Punktmutationen und Deletionen gibt es auch einen Mechanismus namens Einzelnukleotid-
Polymorphismus (SNP), der zu einer Veranderung auf Molekularebene fiihrt. Von SNP (syn. ,,stumme
Mutation* oder ,,synonyme Mutation®) spricht man, wenn trotz einer im Codon veranderten Base die

daraus resultierende veranderte Basenfolge fur die gleiche Aminosaure codiert.

Obwohl die resultierende Aminoséure bei Einzelnukleotid-Polymorphismen unveréndert bleibt, kann
aus der molekularen Veranderung die Codonverwendung verandert und somit die Proteinproduktion
verlangsamt werden. Dadurch steigt die Wahrscheinlichkeit, dass Proteine fehlgefaltet werden und die

Tertiarstrukur des resultierenden Proteins verandert wird.

Beim Q787Q SNP, der je nach Ethnizitét in 24-84 % der NSCLC beobachtet wird, handelt es sich um
einen Austausch der Base Guanin gegen Adenin im Codon 787 von Exon 20 des EGFR-Gens. Die
Aminosdure Glutamin bleibt hierdurch unveréndert. Dennoch flhrt dieser Einzelnukleotid-
Polymorphismus zu einer niedrigeren EGFR-Protein-Expression (Nakazaki et al., 2010) und zu einer

vermehrten Bildung seiner Isoform D (Tan et al., 2017; zitiert nach Wu et al., 2022).

Der SNP ist in kaukasischen Kohorten haufiger zu finden als in japanischen Kohorten (82-84 % vs.
24 %); Leichsenring et al., 2017; Zhang et al., 2006; Sasaki et al., 2008). Er tritt unabh&ngig von anderen
Mutationen auf (Zhang et al., 2006) und kommt h&ufiger bei Patienten mit Plattenepithelkarzinom (PEC)
der Lunge als bei Patienten mit pADC vor (Koh et al., 2016; Sasaki et al., 2008).

Eine prokanzerogene Wirkung ist mdglich. Der Polymorphismus kam in einer Studie von Zhang et al.
(2006) haufiger bei Patienten mit NSCLC vor als in der Kontrollgruppe ohne NSCLC.

Die prognostische Bedeutung des Q787Q SNP ist gegenwartig noch nicht eindeutig geklart. Wéhrend
sich das Vorhandensein des Q787Q SNP in den Studien von Koh et al. (2016) und Leichsenring et al.

(2017) bei Patienten mit pADC nicht auf die Prognose auswirkte, zeigte sein Vorliegen in einer neueren

10




Einleitung

Studie von Wu et al. (2022) einen positiven prognostischen Einfluss. Bei Patienten mit pulmonalem
Plattenepithelkarzinom (pPEC) in den UICC-Stadien I und Il beeintréchtigte er dagegen das Uberleben
(Koh et al., 2016). In dieser Subgruppe lag der Uberlebenszeitmedian von Patienten mit Q787Q SNP
unter dem von Patienten ohne Q787Q SNP (ca. 10 m vs. ca. 70 m; p=0,03). Der Grund flr die

abweichenden Ergebnisse ist noch nicht hinreichend bekannt.

Wahrend das Vorhandensein des Q787Q SNP fir die traditionelle Chemotherapie bei Patienten mit
kolorektalem Karzinom laut aktuellen Erkenntnissen irrelevant ist, stellt er einen negativen Prédiktor
fur eine Anti-EGFR-Antikorper-Therapie dar (Bonin et al., 2016). Dagegen sprechen Patienten mit
Kopf-Hals-Tumoren und dem SNP besser auf eine Therapie mit TKI an als Patienten mit Wildtyp
(Nakazaki et al., 2010; zitiert nach Wu et al., 2022). Tan et al. (2017) sehen den Grund fiir den positiven
pradiktiven Effekt des SNP darin, dass seine Isoform D im Fall des SNP vermehrt exprimiert wird und
diese besser auf eine TKI-Therapie anspricht als der Wildtyp (zitiert nach Wu et al., 2022).

Ob der Polymorphismus heterozygot oder homozygot vorliegt, macht fir den Patienten und die
Entwicklung seiner Erkrankung nach der Studie von Leichsenring et al. (2017) keinen Unterschied. Die

Bedeutung der semiquantitativen Q787Q-Last wird in der vorliegenden Arbeit untersucht.

2.2.2.2 KRAS-Gen

2.2.2.2.1 Grundlagen

Das KRAS-Gen (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) gehért zusammen mit dem HRAS-Gen
(Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog) und dem NRAS-Gen (Neuroblastoma RAS viral

oncogene homolog) zur Familie der Ras-Gene (Mufioz-Maldonado et al., 2019).

Es befindet sich auf Chromosom 12 und codiert fur ein aus 188 bis 189 Aminosduren bestehendes,
zellmembranstandiges, Guanosintriphosphat-bindendes Protein. Bei diesem handelt es sich um einen

untergeordneten Mediator im EGFR-induzierten Signalweg (Huang et al., 2021).

Bei Bindung an Guanindiphosphat (GDP) befindet sich das Protein in inaktiver Form. Es wechselt bei

Bindung an Guanintriphosphat (GTP) in seine aktive Form (Nollmann und Ruess, 2020).

Es handelt sich sowohl bei der intrinsischen GTP-Hydrolyse (die GTP zu GDP spaltet) als auch bei dem
intrinsischen Nukleotidaustausch (von GDP zu GTP) um langsame Prozesse. Daher kommen bei der
Konformationsveranderung des Proteins Nukleotid-Austauschfaktoren und GTPase-aktivierenden

Proteinen eine besondere Bedeutung zu.
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Um den Austausch von GDP zu GTP zu katalysieren und das KRAS-Protein so in seine aktive Form zu
Uberfuhren, werden Wachstumssignale (z.B. EGF) durch das Adapterprotein GFRB2 (Growth Factor
Receptor-Bound Protein 2) auf das Guaninnukleotidaustauschmolekil SOS (Son of Sevenless)

Ubertragen (Ostermayer, 2015).

Befindet sich das KRAS-Protein in seiner aktiven Form, werden Signhalwege in Gang gesetzt, die zur
Zellzyklusprogression, zum Zellwachstum, zur Zellkernproliferation und zur Zellkerndifferenzierung
fihren (Nollmann und Ruess, 2020). Im Detail kommt es unter anderem zu einer Aktivierung der
Serin/Threonin-Kinase RAF. RAF phosphoryliert und aktiviert MEK. MEK wiederum reguliert das
Protein ERK (Huang et al., 2021).

Eine Deaktivierung des KRAS-Proteins erfolgt durch intrinsische Hydrolyse. Die intrinsische GTPase-
Aktivitdt des KRAS-Proteins kann durch verschiedene Proteine beschleunigt werden (Ostermayer,
2015).

Das onkogene Potenzial von Punktmutationen im KRAS-Gen ergibt sich durch die Fahigkeit, die
intrinsische GTPase-Aktivitat zu blockieren und somit zu einem von Wachstumssignalen unabhéngigen
Zellwachstum zu fuhren (Viallet und Sausville, 1996; zitiert nach Ostermayer, 2015).

2.2.2.2.2 Mutationen im KRAS-Gen

Beim pADC gehoren zu den Treibermutationen insbesondere molekulare Verédnderungen im KRAS-
Gen. Eine der am hdufigsten vorkommenden KRAS-Mutationen ist die G12C-Mutation (Arbour et al.,
2018), bei der es zu einem Cysteinaustausch kommt. Da die meisten Patienten mit KRAS-Mutation
nicht auf eine Therapie mit TKI ansprechen und medikamentds bis heute nicht behandelt werden kénnen
(Metro et al., 2012; Pao et al., 2005), kommt der Entwicklung neuer, zielgerichteter Medikamente
besondere Bedeutung zu. Inzwischen befindet sich ein Medikament in klinischer Prifung, das
irreversibel an die Aminosaure Cystein bindet und somit bei einem Cysteinaustausch zu einer Inhibition
fiihren soll (Wagner und Buettner, 2020).

Wahrend studienabhdangig bei 15-30 % der pADC-Patienten KRAS-Mutationen zu finden sind, kommen
sie bei Patienten mit pPEC sehr viel seltener vor (1-7 % gemal? Acker et al., 2021). Allerdings treten
KRAS-Mutationen nicht nur in Lungenkarzinomen auf. Tatsachlich kommen sie mit einer Pravalenz
von 90-95 % am hé&ufigsten in Pankreaskarzinomen vor (Wenning et al., 2021). Auch in kolorektalen
Karzinomen liegen sie haufig vor (44 % aller kolorektalen Karzinome [The AACR Project GENIE
Consortium, 2017]).
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Man findet KRAS-Mutationen in den USA und Australien haufiger als in Japan und in Taiwan (Pao und
Miller, 2005) und haufiger bei Rauchern als bei Nichtrauchern (Kempf et al., 2016).

Meist handelt es sich um eine Mutation von Codon 12 oder 13 in Exon 2 (Shigematsu et al., 2005).

Das Vorhandensein einer KRAS-Mutation fihrt in den meisten Untersuchungen (Marabese et al, 2015;
Mascaux et al., 2005; Rodenhuis und Slebos, 1990) zu einer signifikanten Verschlechterung des
Uberlebens. Einzelne Studien (Chiosea et al., 2011; Villaruz et al., 2013) deuten darauf hin, dass sich
eine hohe semiquantitative KRAS-Mutationslast schlechter auf die Prognose auswirkt als eine niedrige
KRAS-Mutationslast.

Fur das kolorektale Karzinom existieren erste Hinweise (CRYSTAL-Studie), dass eine hohe KRAS-
Allelfrequenz — im Gegensatz zu einer niedrigen KRAS-Allelfrequenz — einen negativen Pradiktor fur
eine Anti-EGFR-Therapie darstellt (Stintzing und Heinemann, 2019).

2.3 Diagnostik

Liegt die Arbeitsdiagnose ,,Pulmonales Adenokarzinom* vor, gilt es — vor allem bei Patienten in
hohergradigen, inoperablen Stadien — molekulare Verdnderungen im Tumorgewebe zu entdecken
(Abdulla et al., 2018).

Molekularpathologische Methoden ermdglichen die Untersuchung von DNA und RNA und damit das
Erkennen von Treibermutationen, Deletionen, Insertionen, Rearrangierungen und Translokationen
(Moch et al., 2019, p. 13).

Vor allem das Detektieren von aktivierenden Mutationen des EGFR-Gens und des KRAS-Gens spielt

eine wichtige Rolle zur Abwagung des Nutzens einer zielgerichteten Therapie.

DNA-Sequenzanalyse-Verfahren ermdglichen die Bestimmung der Nukleinsduresequenz eines DNA-
Stranges (Moch et al., 2019, p. 16).

Zu den DNA-Sequenzanalyse-Verfahren zahlt die 1977 vorgestellte Basenterminationsmethode nach
Sanger, deren Entwicklung Frederick Sanger 1980 den Nobelpreis fir Chemie eingebracht hat.
Sequenzen von bis zu 1000 Basenpaaren (bp) Lénge (je nach Sequenziergerét) kdnnen mit ihr analysiert
werden (Grabner, 2019).

Als weitere DNA-Sequenzanalyseverfahren sind die 2005 erstmals eingefiihrten NGS-basierten
Testsysteme zu nennen (Mardis, 2017). Sie ermoglichen die gleichzeitige Sequenzierung von Millionen
von DNA-Fragmenten und das Anfertigen von qualitativ hochwertigen Sequenzdaten (Prudnikow und
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Wanschiers, 2020). Zudem wurde die Sensitivitat von Mutationsnachweisen deutlich gesteigert (Vidal
etal., 2019; zitiert nach Stintzing und Heinemann, 2019). So kann es vorkommen, dass in Tumorgewebe
nur mit dem NGS — und nicht mit der Sanger-Sequenzierung — ein Mutationsnachweis erbracht werden

kann (Stintzing und Heinemann, 2019).

2.3.1 Mutationslast als Biomarker

Das Vorhandensein von Mutationen im Tumor kann maRgeblich fur den Verlauf einer Krebserkrankung

und die fur den Patienten zur Verfligung stehenden Therapieoptionen sein.

Gegenstand aktueller Forschungen ist, ob Patienten im Hinblick auf Mutationen im Tumor nicht nur
anhand von qualitativen, sondern auch von quantitativen Parametern subtypisiert werden kdénnen und
sich so die Mdglichkeit von noch weiter individualisierten Therapien oder synergistischen
Kombinationstherapien ergibt.

In diesem Zusammenhang gilt es auch herauszufinden, ab welcher Hohe der Mutationslast sich aus dem

Vorhandensein von Mutationen eine prognostische oder pradiktive Bedeutung fuir den Patienten ergibt.

Sprich: Verhalten sich Tumore von Patienten mit niedriger Mutationslast biologisch eher wie Tumore

mit Wildtyp oder eher wie Tumore mit hoher Mutationslast?

Wenn sich ein Tumor mit niedriger Mutationslast biologisch &hnlich verh&lt wie ein Tumor mit hoher
Mutationslast, ware es naheliegend fiir einen Tumor mit niedriger Mutationslast das gleiche

Therapiekonzept zu verwenden wie fiir einen Tumor mit hoher Mutationslast.

Falls aber ein Tumor mit niedriger Mutationslast ahnlich wie ein Tumor ohne Mutation reagieren sollte,
ware fiir einen Tumor mit niedriger Mutationslast das Therapiekonzept eines Tumors ohne Mutation

vorzuziehen.

Erste Hinweise gibt es z.B. fir das kolorektale Karzinom: Patienten mit niedriger (durch NGS
ermittelter) RAS-Allelfrequenz profitierten — im Gegensatz zu Patienten mit hoher RAS-Allelfrequenz
—von dem gleichen Therapieschema wie Patienten mit Wildtyp (Stintzing und Heinemann, 2019; Van
Cutsem et al., 2008; Vidal et al., 2019).

In den letzten Jahren wurden auch einige Forschungsergebnisse zu der mittels NGS ermittelbaren

»~tumor mutation burden* (TMB) veroffentlicht. In der einschldgigen Literatur ist die TMB als Anzahl
der Mutationen Uber eine Region von mehreren hundert Genen definiert. Je nach Studie variiert hierbei
die GroRe der Genregion und ebenso, ob nicht-synonyme Mutationen berticksichtigt werden oder nicht

(McGrail et al., 2021; Offin et al., 2019). Die genannten Arbeiten weisen darauf hin, dass der Menge
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der Mutationen im Tumor — zumindest bei Patienten mit Lungenkarzinom — eine pradiktive Bedeutung

zukommt.

Vor diesem Hintergrund waére ein zeitsparendes Verfahren zur Bestimmung der Mutationslast, das dem
der Variantendetektion (Punktmutationsdetektion) ahnelt und innerhalb von wenigen Tagen Aussagen
treffen kann, sinnvoll. Hier setzt die vorliegende Arbeit an. Es existieren bereits Anhaltspunkte dafur,
dass sich die semiquantitative, mittels Sanger-Sequenzierung ermittelbare Mutationslast auf die
Prognose von pADC-Patienten auswirkt (Chiosea et al., 2011; Oakley und Chiosea, 2011; Villaruz et
al., 2013).

2.4 Zielsetzung

Mit der nachstehenden Methodik wird in der vorliegenden Arbeit anhand eines Kollektivs mit pADC-
Patienten der Frage nachgegangen, ob die semiquantitativ ermittelte Mutationslast (Sanger-
Sequenzierung) von klinischer Relevanz ist. Um dieser Fragestellung auf den Grund zu gehen, werden
in diesem Projekt folgende Punkte untersucht:

1. Durch welche Klinisch-histopathologischen Standardparameter (Alter zum Diagnosezeitpunkt,
Geschlecht, Raucherstatus, pack years [pys], Uberlebensstatus zum 10.02.2020, Todesursache,
Grading [Differenzierungsgrad, G], TNM-Stadium, UICC-Stadiengruppe, Gewebeursprung,
Operationsstatus) ist das oben genannte Kollektiv gekennzeichnet?

2. Besteht ein Zusammenhang zwischen den durch die Sanger-Sequenzierung ermittelten
Mutationen (,,hdufige EGFR-Mutationen®, KRAS-Mutationen, Q787Q SNP) oder deren
Mutationslast und den klinisch-histopathologischen Standardparametern der Patienten?

3. Besteht ein Zusammenhang zwischen den Mutationen oder deren Mutationslast und der

Prognose der Patienten?

Sollte sich in dieser Studie herausstellen, dass sich Mutationstrager mit pADC mithilfe der Sanger-
Sequenzierung in weitere Subgruppen unterteilen lassen, ware es bedeutsam herauszufinden, ob man
anhand der durch die Sanger-Sequenzierung ermittelten Mutationslast auch pradiktive Aussagen treffen
kann. In diesem Fall kdnnte die Verwendung von NGS beim Detektieren von Mutationen im Rahmen
von Krebserkrankungen und zum Modifizieren des Therapiekonzepts in Frage gestellt werden. Die
Implementierung von NGS in die breite Routinediagnostik sowie die Herausforderungen, die diese mit

sich zieht, kdnnten somit eventuell umgangen werden.
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3 Material und Methodik

3.1 Material

3.1.1 Kaollektivstruktur und Datenerhebung

Fur die Studie wurden 825 am UKS (Universitatsklinikum des Saarlandes) durchgefiihrte EGFR-Gen-
Analysen aus den Jahren 2010 bis 2016, 256 am UKS durchgefiihrte Mutationsanalysen aus dem Jahr
2017 und 100 im Rahmen des CHIC-Projekts gesammelte Mutationsanalysen genauer betrachtet. Bei
den von pADC stammenden EGFR-Gen-Analysen aus den Jahren 2010-2016 wurde aulerdem
bericksichtigt, ob eine zusatzliche Analyse des KRAS-Gens vorliegt.

In die Studienpopulation aufgenommen wurden 381 pADC-Patienten mit Mutationsanalyse des EGFR-
Gens und/oder des KRAS-Gens aus den Jahren 2010 bis 2016, ein pADC-Patient mit im Jahr 2007
festgestellter EGFR-Mutation sowie acht KRAS- und sechs EGFR-Mutationstrdger mit im Jahr 2017
diagnostiziertem pADC. Somit erreichte das Gesamtkollektiv eine Anzahl von 396 Patienten.

Die Tumor-DNA stammte aus Gewebe, das durch eine Resektion oder Biopsie zu diagnostischen oder

therapeutischen Zwecken gewonnen wurde.

Die Mutationsanalysen wurden im Institut fir Allgemeine und Spezielle Pathologie des UKS
durchgefiihrt.

Vor der ersten Datenerhebung wurde zum Eintragen der zu ermittelnden Daten eine Tabelle mit

Microsoft Excel 2016 (Microsoft Corporation, Redmond) erstellt.
Erfasst wurden folgende Informationen:

- Geschlecht

- Raucherstatus ([Ex]Jraucher, Nieraucher), pack years (pys)

- Diagnosezeitpunkt

- Alter zum Diagnosezeitpunkt

- Therapie des Tumors: Operation (ja/nein)

- Uberlebensdaten: Todesdatum, Todesursache bzw. falls kein Tod bekannt ist,
Datum der letzten klinischen Vorstellung

- Tumorhistologie

- Tumorgrélie und -ausbreitung

- Lymphknoten- und Fernmetastasen
16
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- Stadium nach UICC

- Differenzierungsgrad des Tumors

- Gewebeursprung (Primarius, Metastase)

- Mutationsstatus im EGFR-Gen und KRAS-Gen

Die Daten wurden vor der Auswertung pseudonymisiert.

Die aufgelisteten Informationen wurden bei Patienten, deren Biopsie oder Operation am UKS
durchgefiihrt wurde, der pathologisch-histologischen Beurteilung entnommen oder in Zusammenarbeit

mit dem Tumorzentrum des UKS zusammengetragen.

Sofern das pathologisch gesicherte Stadium (pTNM-Stadium) nicht dokumentiert war, wurde das
klinische TNM-Stadium (cTNM-Stadium) genutzt.

Die TNM-Klassifikation der Tumore erfolgte bei Diagnosestellung nach den vorgegebenen Richtlinien

und wurde im Jahr 2017 geman der 8. Auflage der TNM-KIassifikation maligner Tumore aktualisiert.
Das Grading der Tumore wurde nach Petersen (2011) wie folgt vorgenommen:

- pradominant lepidisch => G1
- pradominant papillar und azinér => G2

- pradominant mikropapillar und pradominant solide => G3

Neben Daten von Patienten, deren Diagnose und Therapie am UKS stattfanden, wurden auch Daten von
Patienten erhoben, von denen lediglich die Diagnose oder die Mutationsanalyse am UKS vorgenommen

wurde, wahrend die Behandlung anschlieBend auswarts erfolgte.

Bei Patienten, deren Erstdiagnose auswarts gestellt wurde oder die auswarts vorbehandelt wurden,

wurde als Zeitpunkt der Diagnosestellung das Datum der Mutationsanalyse gewahlt.

Fehlende Daten wurden in Zusammenarbeit mit dem Tumorzentrum des UKS und dem saarléandischen

und rheinland-pfalzischen Krebsregister erhoben.

Bei 379 der 396 Patienten waren Informationen zum weiteren Krankheitsverlauf bekannt. Als Stichtag
fiir die Uberlebensdaten wurde der 10.02.2020 bestimmt. Dadurch ergab sich ein Follow-Up von 7 bis
5249 d.

Bei 294 verstorbenen Patienten wurde das Gesamtiiberleben (Overall survival, OS) erhoben. Bei 143
Patienten konnte auch das krankheitsspezifische Uberleben (Disease specific survival, DSS) ermittelt

werden.

Das OS und das DSS sind in Tagen vom Zeitpunkt der Erstdiagnose bis zum Zeitpunkt des Todes

definiert. Im Gegensatz zum DSS ist das OS unabhangig von der Todesursache (Zwiener et al., 2011).
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Zur Ermittlung des DSS muss der Tod des Patienten als Folge der Tumorerkrankung (ICD-Codes C340,

C341, C342, C343, C348, C349) eingetreten sein (Oberhofer, 2020).

3.1.2 Verwendete Software

Tabelle 1: Verwendete Software

Washington DC

Name Firma, Ort Verwendung

Chromas lite Technelysium, South Brisbane | DNA-Analyse

Microsoft Excel Version 2016 | Microsoft Corporation, Dokumentation/Auswertung
Redmond

Microsoft Word Version 2016 | Microsoft Corporation, Dokumentation/Auswertung
Redmond

SPSS Version 24 SPSS/IBM, Armonk Dokumentation/Auswertung

Zotero George Mason University, Dokumentation/Auswertung

Microsoft Powerpoint Version | Microsoft Corporation,

Dokumentation/Auswertung

2016 Redmond

Snipping Tool Microsoft Corporation, Auswertung
Redmond

GiefRener WILEY-VCH-Verlag, Datenerhebung

Tumordokumentationssystem Weinheim

C21. Produktivsystem SAP SE, Walldorf Datenerhebung
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3.2 Methoden

3.2.1 Auswertung der Mutationsanalysen

Die Mutationsanalysen lagen nach PCR und Sanger-Sequenzierung in Form von Chromatogrammen

VOor.

In den fur das Projekt zur Verfligung stehenden Mutationsanalysen des EGFR-Gens wurden die Exons
18-21 untersucht; in den zur Verfugung stehenden Mutationsanalysen des KRAS-Gens wurde Exon 2
untersucht. Sobald aus der Mutationsanalyse hervorging, dass eine Mutation vorlag, wurde das
Chromatogramm eingesehen. Die Sequenz im Chromatogramm wurde mit der Wildtypsequenz
abgeglichen. Abweichungen der Basenreihenfolge wurden erfasst und die dazugehorige Mutationslast
ermittelt.

Exemplarisch dargestellt ist in Abbildung 1 ein Chromatogramm, das einen Teil der Wildtypsequenz
von Exon 18 des EGFR-Gens (Codon 702-704) zeigt.

EGFR-Gen Exon 18 (Codon 702-704)
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Abbildung 1: Chromatogramm eines Falls mit Wildtypsequenz in Exon 18 (Codon 702-704)
Die Buchstabenfolge (iber den Amplituden entspricht der vom Chromatogramm erkannten
Basensequenz.
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3.2.2 Bestimmung der Mutationslast

In den Chromatogrammen wurden zur Bestimmung der Mutationslast die Amplituden von mutierter
DNA und Wildtyp-DNA gegenibergestelit.

Die Gegeniberstellung von mutierter DNA und Wildtyp-DNA erfolgte bei Einzelnukleotid-
Polymorphismen und Punktmutationen mittels Division der Amplitude des mutierten Allels durch die
Amplitude des Wildtypallels.

Abbildung 2 zeigt anhand der Mutation Gly12Cys in Exon 2 des KRAS-Gens die Ermittlung der
Mutationslast bei Punktmutationen und Einzelnukleotid-Polymorphismen. Es ergibt sich die MT/WT-

Ratio 1 bei Division von 2,5 cm (Amplitude des mutierten Allels) durch 2,5 cm (Amplitude des
Wildtypallels).
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Abbildung 2: Ermittlung der Mutationslast bei einem Fall mit der KRAS-Mutation Gly12Cys
Zu sehen sind die Codons 10 (GGA) — 14 (GTA) von Exon 2 des KRAS-Gens. In diesem Fall liegt in
Codon 12 ein Austausch der Base Guanin (schwarze Farbe) durch Thymin (rote Farbe) vor. Daraus
resultiert die Punktmutation Gly12Cys. Sowohl die Amplitude des Wildtypallels (Guanin) als auch die

Amplitude des mutierten Allels (Thymin) misst 2,5 cm. Die Mutationslast nimmt in diesem Fall einen
Wert von 1 an (2,5/2,5=1).

Eine besondere Herausforderung stellte die Ermittlung der Mutationslast bei Deletionsmutationen dar.
Nach dem Beispiel von Oakley und Chiosea (2011) wurde dabei folgendermalien verfahren: Zunéchst
wurden die Amplituden der ersten fiinf von der Wildtypsequenz abweichenden mutierten Allele addiert.
AnschlieBend wurden die Amplituden der ersten fiinf alleinig zur Wildtypsequenz gehdérenden Allele
addiert. Danach wurde die berechnete Summe der Amplituden der mutierten Allele durch die berechnete
Summe der Amplituden der Wildtypallele dividiert.
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In Abbildung 3 wird anhand der Mutation delE746-A750 die Ermittlung der Mutationslast bei
Deletionsmutationen vorgefiihrt. Nach Addieren der Amplituden der mutierten Allele (blau markiert;
75cm+ 102 cm + 6,4 cm + 6,1 cm + 7,4 cm = 37,6 cm) und Division durch die Summe der
Wildtypallelamplituden (grin markiert; 2,2 cm + 2,3 cm + 2,7 cm + 2 cm + 0,5 cm = 9,7) erhalt man
die MT/WT-Ratio 3,88.

1=
@l

Abblldung 3: Ermlttlung der Mutationslast bei einem Fall mit der Deletlonsmutatlon delE746-
AT750 (EGFR-Gen, Exon 19)

Die Grafik beginnt mit dem Codon 745 (AAG) von Exon 19 (EGFR-Gen) und endet mit den ersten
beiden Basen (CC) von Codon 753 (CCG). Grin markiert sind die Basenamplituden, die der
Wildtypsequenz zugeordnet werden konnen (GAATTAAG). Blau markiert sind die Basenamplituden,
die in der Wildtypsequenz auf das Codon 750 (GCA) folgen (ACATCTCC). Mit beiden Farben
markiert sind Basenamplituden, die sowohl zur Wildtypsequenz als auch zu der auf das Codon 750
(GCA) folgenden Basensequenz passen.

Existierten zu einem Fall mehrere auswertbare Chromatogramme, wurde die MT/WT-Ratio der

vorhandenen Chromatogramme ermittelt und deren Durchschnittswert als Mutationslast festgelegt.
3.2.3 Einteilung in Unterkollektive

Der prognostische Einfluss der Mutationslast und ihr Zusammenhang mit den Kklinisch-
histopathologischen Standardparametern wurden anhand von drei unterschiedlichen Unterkollektiven

untersucht:

- ,,Patienten mit ,hdufiger EGFR-Mutation® oder Wildtyp im EGFR-Gen* (siehe 4.3.1)
- ,,Patienten mit Mutation im KRAS-Gen oder Wildtyp im KRAS-Gen* (siehe 4.3.2)
- ,,Patienten mit oder ohne Einzelnukleotid-Polymorphismus Q787Q (siehe 4.3.3)
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In der gesamten Arbeit wurden Patienten mit Deletionen in Exon 19 und der L858R-Mutation (Exon

21) als ,,Patienten mit hdufigen EGFR-Mutationen (im EGFR-Gen)* zusammengefasst.

Die Mutationen von Codon 12 und Codon 13 im Exon 2 des KRAS-Gens wurden zusammengefasst.

3.2.4 Vergleichende Analyse der Mutationslast

Um zu analysieren, ob die Mutationslast einen prognostischen Einfluss hat oder in Zusammenhang mit
den Klinisch-histopathologischen Standardparametern steht, wurden innerhalb der oben genannten
Unterkollektive zundchst mehrere Gruppenbildungen vorgenommen:

Bei der ersten Einteilung wurden Patienten ohne Mutation Patienten mit Mutation gegeniibergestellt.
Die Hohe der Mutationslast wurde nicht berticksichtigt.

Bei der zweiten und der dritten Gruppenbildung wurde untersucht, wie sich das Kollektiv verhalt, wenn
die Félle anhand des Medians der MT/WT-Ratio oder anhand der Terzile der MT/WT-Ratio eingeordnet

werden.

Die dichotome Aufteilung der Gruppe mit Mutation anhand des Medians wurde folgendermalien

vorgenommen:

- Félle mit einer MT/WT-Ratio kleiner als der Median wurden zur Gruppe ,,Niedrige Mutationslast*
zusammengefasst.

- Félle mit einer MT/WT-Ratio groBer gleich dem Median wurden zur Gruppe ,,Hohe Mutationslast*

zusammengefasst.

Die Aufteilung der Gruppe mit Mutation in Terzile abhéngig von der Mutationslast wurde

folgendermafen vorgenommen:

- Félle mit einer MT/WT-Ratio, die sich innerhalb des ersten Terzils befand, wurden zur Gruppe
,»Niedrige Mutationslast* zusammengefasst.

- Falle mit einer MT/WT-Ratio, die sich innerhalb des zweiten Terzils befand, wurden zur Gruppe
,,Mittlere Mutationslast* zusammengefasst.

- Félle mit einer MT/WT-Ratio, die sich im dritten Terzil befand, wurden zur Gruppe ,,Hohe

Mutationslast™ zusammengefasst.

In einer weiteren Einteilung wurden die Gruppen in Abhéngigkeit des Verhaltnisses der Amplituden im
Chromatogramm gebildet. Bei der Gruppe mit hoher Mutationslast war die Amplitude des mutierten
Allels hoher als die Amplitude des Wildtypallels (MT/WT >1) et vice versa.

Bei der letzten Gruppenbildung wurden die Félle des Kollektivs abhangig davon, ob die Mutation
heterozygot oder homozygot vorlag, in Gruppen eingeteilt.
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Falle mit homozygoter Mutation wurden in den Gruppenbildungen anhand des Medians, der Terzile und
des Verhaltnisses der Amplituden im Chromatogramm (MT/WT-Ratio<1 oder >1) den Gruppen mit der
hochsten Mutationslast zugeschlagen.

Patienten ohne Mutation (mit Wildtyp) wurden in allen Gruppenbildungen als eigene Gruppe betrachtet.

3.2.5 Klinisch-histopathologische Standardparameter

Die klinisch-histopathologischen Standardparameter (Alter zum Diagnosezeitpunkt, Geschlecht,
Raucherstatus, pys, Uberlebensstatus zum 10.02.2020, Todesursache, Grading, TNM-Stadium, UICC-
Stadiengruppe, Gewebeursprung, Operationsstatus) wurden zur vergleichenden Analyse hinsichtlich der

Mutationslast herangezogen.

Raucher und Exraucher wurden zusammengenommen und Nierauchern gegeniibergestelit.

Patienten mit Grading 1 und 2 wurden zusammengefasst und Patienten mit Grading 3 gegentbergestellt.
Die Tumorstadien wurden dichotom aufgeteilt: T1-T2 und T3-T4.

Beim Lymphknotenstatus und dem Vorliegen von Fernmetastasen wurde jeweils zwischen

Vorhandensein und Nichtvorhandensein unterschieden.

Auch die UICC-Stadiengruppen wurden dichotom aufgeteilt: So wurden Stadium | bis IHIA und I11B bis

IV zusammengefasst.

3.2.6 Uberlebensanalysen

Wie in Unterpunkt 3.1.1 beschrieben, wurden zur vergleichenden Analyse hinsichtlich der Mutationslast
auch das OS und das DSS herangezogen.

Konnte der Todeszeitpunkt nicht festgestellt werden (N=102), wurde bei den Patienten das Datum des
letzten Kontaktes fiir die Uberlebenszeitanalyse herangezogen. Die betroffenen Casus und die Félle, bei
denen der Tod zum Zeitpunkt des Stichtages (10.02.2020) nicht eingetreten war, wurden bei Analyse
des OS mit der Kaplan-Meier-Methode als zensierte Daten gewertet. Bei Analyse des DSS wurden diese

Casus nicht in Analyse einbezogen.

Bei der Darstellung des OS entspricht die Zahl vor der Klammer der Anzahl von unzensierten Fallen

und die Zahl in der Klammer der Gesamtzahl der Félle.
Mittels Kaplan-Meier-Methode (Log-Rank-Test) wurden die Uberlebenszeiten analysiert.

Die graphischen Darstellungen der Uberlebenszeit erfolgten mit Kaplan-Meier-Kurven.
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3.2.7 Statistische Auswertung

Die Bereitstellung des Programms zur statistischen Auswertung sowie die Uberpriifung der statistischen
Ergebnisse erfolgten in Zusammenarbeit mit dem Institut fur medizinische Biometrie, Epidemiologie
und Medizinische Informatik (IMBEI) des UKS.

Die Datentabelle wurde mit Hilfe des Softwareprogramms Microsoft Office Excel Version 2016 erstellt.

Die Verteilung der Standardparameter wurde bei qualitativen Variablen mit relativen und absoluten
Héufigkeiten dargestellt. AuBerdem wurden mehrere Saulendiagramme erstellt.

Bei quantitativen Variablen wurde die Verteilung der Standardparameter mit Mittelwert oder Median

dargestellt.

Beim Vergleich der Gruppen hinsichtlich qualitativer Merkmale wurde der Chi-Quadrat-Test
verwendet. Ergab sich beim Chi-Quadrat-Test, dass bei mehr als 20 % der Zellen die erwartete
Héufigkeit Kleiner als finf war, wurden die Ergebnisse des exakten Tests nach Fischer verwendet.

Wurden zwei Gruppen hinsichtlich quantitativer Merkmale verglichen, kam der Wilcoxon (Mann-
Whitney)-U-Test zur Anwendung. Der Kruskal-Wallis-Test wurde beim Vergleich von mehr als zwei

Gruppen im Hinblick auf quantitative Merkmale verwendet.

Das zweiseitige Signifikanzniveau wurde sowohl fur die Analyse des Zusammenhangs zwischen der
Mutationslast und den klinisch-histopathologischen Parametern als auch fiir die Uberlebenszeitanalyse
bei 5 % (p<0,05) festgelegt. Lag der p-Wert zwischen 0,05 und 0,11, wurde hinsichtlich der Ergebnisse

ein ,, Trend* interpretiert.

Die Analyse wurde mit dem Softwareprogramm SPSS, Version 24 (IBM, Armonk[USA]), durchgefiihrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Haufigkeitsverteilung der klinisch-histopathologischen

Standardparameter

Als Kklinisch-histopathologische Standardparameter wurden das Alter zum Diagnosezeitpunkt, das
Geschlecht, der Raucherstatus, die pack years (pys), der Differenzierungsgrad des Tumors (das Grading,
G), das TNM-Stadium, die Stadiengruppe nach UICC8 (Stadium), die Therapie (Operation: ja/nein),
sowie der Uberlebensstatus zum 10.02.2020 und bei den 294 bekanntermaRen Verstorbenen die
Todesursache herangezogen. Zusétzlich wurde festgestellt, ob das Gewebe, das zur Mutationsanalyse
genutzt wurde, von dem pulmonalen Primarius oder einer Metastase stammt.

In den Tabellen 2 und 3 sind die Klinisch-histopathologischen Standardparameter des gesamten
Patientenkollektivs aufgefiihrt.

Das Gesamtkollektiv setzte sich aus 396 pADC-Patienten zusammen, die zum Diagnosezeitpunkt im

Alter von 35 bis 89 Jahren (Mittelwert=64,86) waren. Der Median (MD) lag bei 65 Jahren (siehe
Abbildung 4).
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Abbildung 4: Alter zum Diagnosezeitpunkt
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Das Gesamtkollektiv (N=396) bestand aus 236 Mannern und 160 Frauen.

Bei 263 Patienten des Gesamtkollektivs (N=396) war der Raucherstatus verfligbar. Von den
263 Patienten waren 237 Patienten Raucher oder Exraucher (90 %). Der Median der pys lag bei

40 Jahren. 26 von den 263 Patienten gaben an, noch nie geraucht zu haben.

Bei 325 (82 %) der 396 Patienten konnte die Information erhoben werden, ob die Patienten im Rahmen
ihrer Erkrankung operiert wurden oder nicht. 85 (26 %) der 325 Patienten wurden operiert.

Die Herkunft des fur die Mutationsanalyse verwendeten Gewebes konnte bei 394 der 396 Falle genauer
differenziert werden: Es entstammte bei 315 der 394 Patienten (80 %) vom pulmonalen Primarius und

bei 79 der 394 Patienten (20 %) vom Gewebe einer Metastase des pulmonalen Primarius.

Der T-Status konnte bei 314 Patienten (N=396) bestimmt werden. 45 % der Tumore befanden sich zum
Zeitpunkt der Diagnose im Stadium T4, 19 % im Stadium T3, 22 % im Stadium T2 und 14 % im
Stadium T1. Nur knapp ein Viertel (24 %) der Patienten mit verfiigbaren Informationen zum
Lymphknotenstatus (N=315) hatten zum Zeitpunkt der Diagnose keine Lymphknotenmetastasen. Bei
Uber der Hélfte der Patienten (63 %), von denen Informationen zum Vorhandensein von Fernmetastasen

vorlagen (N=337), hatte das Karzinom zum Zeitpunkt der Diagnose bereits Fernmetastasen verursacht.

Zum Diagnosezeitpunkt befanden sich 72 der 330 Patienten (22 %) mit bekanntem Stadium in Stadium
I-111A. 258 der 330 Patienten (78 %) mit bekanntem Stadium befanden sich in Stadium I11B bis IV.

Die Untergruppen G1 und G2 waren mit insgesamt 43 % der Falle, von denen das Grading ausfindig
gemacht werden konnte (N=318), vertreten. G3 lag in 57 % der Falle mit bekanntem Grading (N=318)

VOor.

Von 17 der 396 Patienten konnten keine Informationen zum Verlauf der Erkrankung und zum aktuellen
Uberlebensstatus eingeholt werden. 294 der 379 Patienten (78 %) mit Informationen zum weiteren

Krankheitsverlauf verstarben innerhalb des Beobachtungszeitraums.
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Tabelle 2: Klinische Standardparameter des Gesamtkollektivs

Klinische Standardparameter Anzahl Information
verngbar

Geschlecht

maéannlich 236 (60 %) 396/396

weiblich 160 (40 %)

Raucherstatus

Raucher/Exraucher 237 (90 %) 263/396

Nieraucher 26 (10 %)

Pys (MD) 40 152/237

Uberlebensstatus am zuletzt bekannten

Zeitpunkt

Tod eingetreten 294 (78 %) 379/396

Tod nicht eingetreten 85 (22 %)

Todesursache

direkt oder indirekt kanzerogen 143 (49 %) 294/294

nicht kanzerogen 9 (3%)

fraglich oder nicht ermittelbar 142 (48 %)

Informationen zur Therapie

Operation (OP) 85/325 (26 %) 325/396

Uberleben

Gesamtiiberleben/OS (MD) 504 d 396/396*

Krankheitsspezifisches Uberleben/DSS 413d 143/143

(MD)

1102 der 396 Falle gingen als zensierte Daten in die Uberlebenszeitanalyse mit ein.
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Tabelle 3: Histopathologische Standardparameter des Gesamtkollektivs

Histopathologische Standardparameter Anzahl Information
verngbar

T

T1 45 (14 %) 114 (36 %) 314/396

T2 69 (22 %)

T3 58 (19 %) 200 (64 %)

T4 142 (45 %)

N

N O 75 (24 %) 315/396

N 1-3 240 (76 %)

M

MO 126 (37 %) 337/396

M1 211 (63 %)

Stadium

| bis IHIA 72 (22 %) 330/396

IIB bis IV 258 (78 %)

Grading

Gl 9 (3%) 137 (43 %) 318/396

G2 128 (40 %)

G3 181 (57 %) 181 (57 %)

Gewebeursprung

pulmonaler Primarius 315 (80 %) 394/396

Metastase 79 (20 %)
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4.2 Ergebnisse der Mutationsanalysen

Es wurden Mutationsanalysen des EGFR-Gens (N=393) und des KRAS-Gens (N=104) von Patienten

mit pulmonalem Adenokarzinom betrachtet.

In dem Patientenkollektiv fand man 58 nicht-synonyme und 316 synonyme Mutationen des EGFR-Gens

sowie 32 nicht-synonyme Mutationen des KRAS-Gens (siehe Punkt 9.2.1).

4.2.1 Mutationsanalyse des EGFR-Gens

Bei 393 der Patienten der Gesamtstichprobe (N=396) lag eine auswertbare Analyse der Exons 18, 19
und 21 des EGFR-Gens vor. 387 der 393 EGFR-Analysen enthielten zusatzlich auswertbare
Informationen zu Exon 20 des EGFR-Gens. Bei 6 der 393 Falle mit EGFR-Mutationsanalyse war die

Analyse des Exon 20 nicht vorhanden oder nicht auswertbar.
Folgende Mutationen des EGFR-Gens konnten beobachtet werden:

Tabelle 4: Mutationen im EGFR-Gen

Exon 18 Exon 19 Exon 20 Exon 21
AT22A, Q701*, verschiedene Q787Q, T790A, L858R, K860E,
G719A, L707S, Deletionsmutationen, T790M, S7681, P794L | R836R, P848L
G724S L747P F795L

4.2.1.1 Allgemein

Dieser Abschnitt befasst sich mit den in Tabelle 4 genannten EGFR-Mutationen mit Ausnahme des
Q787Q SNP. Auf den Q787Q SNP wird gesondert in Punkt 4.2.1.2 eingegangen.

Im Gesamtkollektiv lagen bei 52 Patienten Mutationen im EGFR-Gen vor.

Nach Ausschluss der 7 Falle mit EGFR-Mutation aus den Jahren 2017 und 2007, die zur Gruppen-
vergroBerung in das Gesamtkollektiv (N=393) einbezogen wurden, lag der Anteil von EGFR-

Mutationstragern bei 12 %.

8 der 52 Patienten (15 %) mit Mutation im EGFR-Gen wiesen mehrere Mutationen im EGFR-Gen auf
(siehe Punkt 9.2.2.3).
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Bei 41 der 393 Patienten mit Analyse des EGFR-Gens (10 %) lagen Deletionsmutationen in Exon 19
oder die Punktmutation L858R in Exon 21 vor (siehe Punkt 9.2.2.1 und Tabelle 5). Diese Mutationen
werden in der vorliegenden Arbeit als ,,hdufige EGFR-Mutationen* bezeichnet.

Bei 18 der 393 Patienten mit Analyse des EGFR-Gens (5 %) lagen Mutationen vor, die nicht zu einer
Deletion in Exon 19 fihren und nicht der Punktmutation L858R in Exon 21 oder dem Einzelnukleotid-
Polymorphismus Q787Q in Exon 20 entsprechen (,,seltene Mutationen®, siehe Punkt 9.2.2.2 und Tabelle
5).

Bei 6 der 41 Patienten mit ,,hdufiger EGFR-Mutation lag eine zusétzliche, ,,seltene* nicht-synonyme
Mutation im EGFR-Gen vor; bei einem der 41 Patienten mit ,,hdufiger EGFR-Mutation lag zusatzlich
die non-synonyme Mutation R836R vor. Bei einem der 18 Patienten mit ,,seltenen Mutationen‘ lagen

zwel ,,seltene Mutationen® vor.

Die 341 der 393 Patienten mit Analyse des EGFR-Gens (87 %), bei denen weder eine nicht-synonyme
Mutation im EGFR-Gen noch die synonyme Mutation A722A vorlag, werden in der Arbeit als ,,Félle
mit Wildtyp (WT) im EGFR-Gen* bezeichnet.

Tabelle 5: Mutationsanalyse des EGFR-Gens

Mutationsanalyse des EGFR-Gens Anzahl (n)

Félle mit ,,hdufigen EGFR-Mutationen*! im EGFR-Gen: 41/393 (ca. 10 %)
- davon Félle mit Deletionen in Exon 19 29
- davon Félle mit der Mutation L858R in Exon 21 12

Falle mit ,,seltenen Mutationen*? im EGFR-Gen 18/393 (ca. 5 %)
- davon Falle mit synonymen Mutationen 2
- davon Félle mit nicht-synonymen Mutationen 16

Falle mit Wildtyp (WT) im EGFR-Gen 341/393 (ca. 87 %)

! Deletionsmutationen in Exon 19 oder L858R-Mutation in Exon 21.
2 Mutationen im EGFR-Gen, die nicht zu einer Deletion in Exon 19 fiihren und nicht der L858R-
Mutation in Exon 21 entsprechen.
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Eine zusatzliche Analyse des KRAS-Gens existierte bei 101 der 393 Patienten mit EGFR-Analyse.

Komutationen im KRAS-Gen kamen bei 2 der 23 Patienten (9 %) mit Mutation im EGFR-Gen und

zusétzlich vorhandener KRAS-Analyse vor:

Tabelle 6: Mutationen im EGFR-Gen mit Komutation im KRAS-Gen

Falle KRAS-Mutation EGFR-Mutation
Fall 1 G12C (Exon 2) G724S (Exon 18)
Fall 2 G12C (Exon 2) delE746-S752insV (Exon 19)

4.2.1.2 Synonyme Mutation/Einzelnukleotid-Polymorphimus (SNP) Q787Q

Bei allen 387 Fallen mit Analyse von Exon 20 konnten Informationen Uber das Vorliegen des Q787Q
und dessen Last gewonnen werden. Der Q787Q SNP lag bei 314 der 387 (81 %) Patienten mit Analyse
von Exon 20 vor. Nach Ausschluss der 7 Falle aus den Jahren 2017 und 2007, die zur
GruppenvergréRerung herangezogen wurden, lag der Anteil von Patienten mit dem Q787Q SNP noch
bei 80 %.

Der Q787Q SNP trat unabhéngig davon auf, ob andere Mutationen im EGFR-Gen vorlagen (siehe
Tabelle 7).

Tabelle 7: Vorkommen des Q7870Q SNP im Zusammenhang mit EGFR-Mutationen

EGFR-Gen Q787Q
WT (Genotyp GG) Mutation (Genotyp
GA oder AA)

WT 65 275

Nicht-synonyme Mutation 8 39
- davon ,,hdufige EGFR-Mutationen* 8 23
- davon ,,seltene Mutationen* 0 9
- davon multiple Mutationen im EGFR-Gen 0 7

Eine zusétzliche Analyse des KRAS-Gens war bei 97 der 387 Patienten mit Exon 20-EGFR-Gen-
Analyse vorhanden. Auch hier zeigte sich das Auftreten des SNP unabhéngig vom Vorliegen einer
KRAS-Mutation (siehe Tabelle 8).

Tabelle 8: Vorkommen des Q787Q SNP im Zusammenhang mit KRAS-Mutationen

KRAS-Gen Q787Q

WT Mutation
WT 22 47
Mutation 7 21
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4.2.2 Mutationsanalyse des KRAS-Gens

Bei 104 Patienten der Gesamtstichprobe (N=396) war eine Analyse des KRAS-Gens verfiigbar. Es
konnte bei 31 (30 %) der 104 Patienten mit KRAS-Analyse eine Mutation der Codons 12 oder 13 des
KRAS-Gens festgestellt werden (siehe Punkt 9.2.3). Nach Ausschluss der 8 Patienten aus dem Jahr
2017, die zur GruppenvergrofRerung herangezogen wurden, lag der Anteil von KRAS-Mutationstrégern
bei 24 %.

Die Hohe der Mutationslast konnte bei 23 von 31 Patienten mit KRAS-Mutation festgestellt werden
(siehe Punkt 9.2.3).

4.3 Einteilung in Unterkollektive

Das Gesamtkollektiv (N=396) wurde flir die weiteren Untersuchungen in drei Unterkollektive eingeteilt:

- ,Patienten mit ,hdufiger EGFR-Mutation® oder Wildtyp im EGFR-Gen*
- ,,Patienten mit Mutation im KRAS-Gen oder Wildtyp im KRAS-Gen*
-, Patienten mit oder ohne Einzelnukleotid-Polymorphismus Q787Q

4.3.1 Unterkollektiv ,,Patienten mit ,hdufiger EGFR-Mutation‘ oder Wildtyp im
EGFR-Gen*

Das Unterkollektiv (N=376) bestand aus 35 Patienten mit ,,hdufiger EGFR-Mutation* und 341 Patienten
mit Wildtyp (WT) im EGFR-Gen.

Bei 34 der 35 Patienten konnte die EGFR-Mutationslast bestimmt werden.

Die Fille mit ,,hdufiger EGFR-Mutation®, bei denen noch weitere nicht-synonyme Mutationen im
EGFR-Gen vorlagen (6 von 41 Fallen), wurden aus dem Unterkollektiv und dessen Analysen

ausgeschlossen.

Der Gruppe ,,WT im EGFR-Gen* wurden 341 Fille zugeteilt, bei denen weder eine nicht-synonyme
EGFR-Mutation und noch die synonyme Mutation A722A (EGFR-Gen: Exon 18) vorhanden war.

Die Bildung dieses Unterkollektivs erfolgte unabhé&ngig davon, ob Mutationen im KRAS-Gen oder die
synonymen Mutationen Q787Q oder R836R im EGFR-Gen vorlagen.
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4.3.2 Unterkollektiv ,,Patienten mit Mutation im KRAS-Gen oder Wildtyp im
KRAS-Gen*

Das Unterkollektiv (N=104) bestand aus 31 Patienten mit Mutation im KRAS-Gen und 73 Patienten mit
Wildtyp im KRAS-Gen.

Bei 23 Patienten der 31 Patienten mit Mutation im KRAS-Gen konnte die KRAS-Mutationslast
bestimmt und Gruppen anhand von dieser gebildet werden.

Bei den auf das KRAS-Gen bezogenen Gruppenbildungen wurden Patienten ohne zusétzliche Analyse
des EGFR-Gens (N=3) und Patienten, bei denen eine nicht-synonyme Mutation im EGFR-Gen vorlag
(N=2), in die Analyse miteingeschlossen.

Synonyme Einzelnukleotid-Polymorphismen wurden bei der Bildung des Unterkollektivs nicht
bertcksichtigt.

4.3.3 Unterkollektiv ,,Patienten mit oder ohne Einzelnukleotid-Polymorphismus

Q787Q"

Das Unterkollektiv (N=340) bestand aus 275 Patienten mit dem Q787Q SNP und aus 65 Patienten ohne
den Q787Q SNP.

Patienten mit nicht-synonymen Mutationen im EGFR-Gen (N=46) sowie der synonymen Mutation
AT722A (Exon 18, N=1) wurden aus dem Unterkollektiv ausgeschlossen.

Bei allen 275 Patienten des Unterkollektivs mit Q787Q SNP konnte die Q787Q-Last bestimmt und

Gruppenbildungen anhand dieser vorgenommen werden.

Mutationen im KRAS-Gen blieben bei der Bildung des Unterkollektivs unberticksichtigt.
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4.3.4 Gruppenbildung anhand der Mutationslast

Die Gruppenbildungen fur diese Arbeit erfolgten wie in Kapitel 3.2.4 beschrieben.

Die Ansétze, die Gruppen und die GruppengrofRen des Unterkollektivs ,,Patienten mit ,haufiger EGFR-
Mutation® oder Wildtyp im EGFR-Gen* sind in Tabelle 9 aufgelistet.

Tabelle 9: Gruppenbildung im Unterkollektiv ,,Patienten mit ,hidufiger EGFR-Mutation' oder
Wildtyp im EGFR-Gen"

Ansatz Gruppe Anzahl
1 Patienten mit Wildtyp im EGFR-Gen 341
Iﬂrﬁt”art‘i‘gr‘]g Wildtypund - I'1 ienten mit , haufiger EGFR-Mutation* 35
2. Patienten mit Wildtyp im EGFR-Gen 341
Dichotome Aufteilung der ; — .

Gruppe mit EGFR- Patienten mit niedriger EGFR- 162 34t
Mutation anhand des Mutationslast (MT/WT-Ratio=0,01-0,66)

Medlarls 27 [BElAR Patienten mit hoher EGFR-Mutationslast 182
Mutationslast (MT/WT- MT/WT-Ratio>

Ratio=0,67) ( AR

3. Patienten mit Wildtyp im EGFR-Gen 341
Aufteilung der Gruppe | Patienten mit niedriger EGFR- 112 341

mit EGFR-Mutation in Mutationslast

Terzile abhéngigvonder | (1.Terzil: MT/WT-Ratio=0,01-0,53)
EGFR-Mutationslast

Patienten mit mittlerer EGFR-Mutationslast 122

(2.Terzil: MT/WT-Ratio=0,54-1,04)

Patienten mit hoher EGFR-Mutationslast 112

(3.Terzil: MT/WT-Ratio>1,05)
4, Patienten mit Wildtyp im EGFR-Gen 341
Dichotome Aufteilung der | patienten mit niedriger EGFR- 222 34t
Gruppe mit EGFR- Mutationslast (MT/WT-Ratio=0,01-0,99)
Mutation anhand des Patienten mit hoher EGFR-Mutationslast 122

EGFR-MT/WT-Ratio-
Schwellenwertes von 1

! Bei einem der 35 Patienten mit , hiufiger EGFR-Mutation“ konnte die EGFR-Mutationslast nicht
ermittelt werden.

2 patienten mit homozygoter EGFR-Mutation wurden der Gruppe mit hoher EGFR-Mutationslast
zugeschlagen.

(MT/WT-Ratio>1)

Ein am Genotyp (heterozygot/homozygot) orientierter Ansatz existiert weder im Unterkollektiv
,Patienten mit ,hdufiger EGFR-Mutation® oder Wildtyp im EGFR-Gen* noch im Unterkollektiv
»Patienten mit Mutation im KRAS-Gen oder Wildtyp im KRAS-Gen*, da ,,hdufige EGFR-Mutationen*
nur bei zwei Patienten homozygot vorlagen und kein Fall mit homozygoter KRAS-Mutation gefunden

wurde.
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Im Unterkollektiv ,,Patienten mit Mutation im KRAS-Gen oder Wildtyp im KRAS-Gen* ergaben sich

in den unterschiedlichen Ansatzen folgende Gruppen und Gruppengrofen:

Tabelle 10: Gruppenbildung im Unterkollektiv ,,Patienten mit Mutation im KRAS-Gen oder

Wildtyp im KRAS-Gen*

Schwellenwertes von 1

Mutationslast (MT/WT-Ratio>1)

Ansatz Gruppe Anzahl
1 Patienten mit Wildtyp im KRAS-Gen 73
Trennung Wildtyp und . . . 31
Mutation Patienten mit KRAS-Mutation
2. Patienten mit Wildtyp im KRAS-Gen 73
glchotome_Algféilsung der Patienten mit niedriger KRAS- 11 23t
ruppe mit ) Mutationslast (MT/WT-Ratio=0,01-
Mutation anhand des 0,68)
mz‘tj;?ir;sngf a:’stK(:\Q/IAI'?\_/\/T- Patienten mit hoher KRAS- 12
Ratio=0,69) I-\/Iutatlonslast (MT/WT—Ratl-OZO,69) |
3. Patienten mit Wildtyp im KRAS-Gen 73
Aufteilung der Gruppe Patienten mit niedriger KRAS- 7 23t
mit KRAS-Mutation in Mutationslast _
Terzile abhéngigvon der | (1.Terzil: MT/WT-Ratio=0,01-0,47)
KRAS-Mutationslast Patienten mit mittlerer KRAS- 7
Mutationslast
(2.Terzil: MT/WT-Ratio=0,48-0,99)
Patienten mit hoher KRAS- 9
Mutationslast
(3.Terzil: MT/WT-Ratio>1)
4, Patienten mit Wildtyp im KRAS-Gen 73
Dichotome Aufteilung der | Patienten mit niedriger KRAS- 14 23t
Gruppe mit KRAS- Mutationslast (MT/WT-Ratio=0,01-
Mutation anhand des 0,99)
KRAS-MT/WT-Ratio- Patienten mit hoher KRAS- 9

1 Bei acht der 31 Patienten mit KRAS-Mutation konnte die KRAS-Mutationslast nicht ermittelt werden.
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Die Gruppen der Ansatze des Unterkollektivs ,Patienten mit oder ohne Einzelnukleotid-

Polymorphismus Q787Q* sind mitsamt ihrer Gruppengrofle in Tabelle 11 aufgefiihrt:

Tabelle 11: Gruppenbildung im Unterkollektiv ,,Patienten mit oder ohne Einzelnukleotid-

Polymorphismus (2787Q“

Ansatz Gruppe Anzahl
1 Patienten mit Wildtyp Q787Q 65
Trennung Wildtyp und . . 275
Q787Q SNP Patienten mit Q787Q SNP
2. Patienten mit Wildtyp Q787Q 65
Dichotome Aufteilung der : o Re T 1
. Patienten mit niedriger Q787Q-Last 85 275
Gruppe mit Q787Q SNP | (\MT/WT-Ratio=0,01-1,02)
g”%@rgfgzt'\?&dﬁc\jﬂer Patienten mit hoher Q787Q-Last 190*
Ratio=1,03) (MT/WT-Ratio>1,03)
3. Patienten mit Wildtyp Q787Q 65
Aufteilung der Gruppe Patienten mit niedriger Q787Q-Last 56! 275
mit Q787Q SNP in (1.Terzil: MT/WT-Ratio=0,01-0,82)
Terzile abhangig von der | Patienten mit mittlerer Q787Q-Last 58t
Q787Q-Last (2.Terzil: MT/WT-Ratio=0,83-1,35)
Patienten mit hoher Q787Q-Last 161*
(3.Terzil: MT/WT-Ratio>1,36)
4, . o 65
Aufteilung der Gruppe Patienten mit Wildtyp Q787Q
mit Q787Q SNP in eine ] ] 1
vorliegendem und eine Q787Q SNP
Gruppe mit homozygot -
vorliegendem Patienten mit homozygotem Q787Q SNP 105
Q787Q SNP
5. Patienten mit Wildtyp Q787Q 65
Dichotome Aufteilung der I patienten mit niedriger Q787Q-Last 80 275
Gr#ppg énlt Q787Q SNP I (MT/WT-Ratio=0,01-0,99)
anhand des . .
. Patienten mit hoher Q787Q-Last 195!
Schwellenwertes von 1 -

! patienten mit homozygotem Q787Q SNP wurden der Gruppe mit hoher Q787Q-Last zugeschlagen.
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4.4 Bedeutung der durch die Sanger-Sequenzierung ermittelten
Mutationslast fur die klinisch-histopathologischen

Standardparameter

In diesem Kapitel wird der Zusammenhang zwischen der durch die Sanger-Sequenzierung ermittelten

Mutationslast und den klinisch-histopathologischen Standardparametern untersucht.

Er wird im Unterkapitel 4.4.1 im Unterkollektiv ,,Patienten mit ,hdufiger EGFR-Mutation® oder mit
Wildtyp im EGFR-Gen®, im Unterkapitel 4.4.2 im Unterkollektiv ,,Patienten mit Mutation im KRAS-
Gen oder mit Wildtyp im KRAS-Gen“ und im Unterkapitel 4.4.3 im Unterkollektiv ,,Patienten mit oder
ohne Einzelnukleotid-Polymorphismus Q787Q betrachtet.

Zunachst wird in den oben genannten Unterkapiteln in einem ersten Ansatz analysiert, ob ein
Zusammenhang zwischen dem reinen Vorliegen einer genetischen Verdnderung (,,hdufige
EGFR-Mutationen®, Mutationen im KRAS-Gen, Q787Q SNP) und den klinisch-histopathologischen
Standardparametern besteht.

In den darauffolgenden Ansétzen wird der Zusammenhang zwischen den anhand der Mutationslast
gebildeten Gruppen (siehe Punkt 4.3.4) und den klinisch-histopathologischen Standardparametern
behandelt.
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4.4.1 Klinisch-histopathologische Standardparameter im Unterkollektiv
,,Patienten mit ,haufiger EGFR-Mutation‘ oder Wildtyp im EGFR-Gen*

4.4.1.1 Ansatz 1: Untersuchung der Gruppe mit Wildtyp im EGFR-Gen und der
Gruppe mit ,,hdufiger EGFR-Mutation*

In Ansatz 1 wurden Patienten mit Wildtyp im EGFR-Gen (,,Wildtyp*) und Patienten mit ,,hdufiger
EGFR-Mutation® (,,19-del/21-L858R*“) miteinander verglichen.

Patienten mit Wildtyp im EGFR-Gen waren mit einem Anteil von 94 % signifikant (p=0,00) h&aufiger
(Ex)raucher als Patienten mit ,,hdufiger EGFR-Mutation* (50 %; siche Abbildung 5).

p=0,00 100% . n=s
N=252
60%
40% n=216
20% n=11
0%
E Nieraucher Wildtyp 19-del/21-L858R

(Ex)raucher EGFR-Analyse

Abbildung 5: Raucherstatus in den Gruppen ohne und mit ,,hdufiger EGFR-Mutation*

Anhand Abbildung 6 wird deutlich, dass bei Patienten mit ,hdufiger EGFR-Mutation” und
Raucherhistorie tendenziell eine geringere Anzahl der pys vorlag (MD=15 pys) als bei Patienten mit
Wildtyp und Raucherhistorie (MD=40 pys). Diese Beobachtung erwies sich nach Durchfiihrung des
Mann-Whitney-U-Tests allerdings als nicht signifikant (p=0,07).

e Wildtyp im EGFR-Gen 19-del/21-1858R >
g 250 I 050 5
2 m-‘ n—139 n_7 ,_,zm z
.E 150~ 150 3
; (7]
o, 100+ ~100 5
Z cp- -
g bl
S 0 m
< 60,0 400 20,0 500 60.0 =
Anzahl Fille Anzahl Félle

Abbildung 6: Verteilung des Parameters pys in den Gruppen mit Wildtyp im EGFR-Gen
(MD=40 pys) und der Gruppe mit ,,hiufiger EGFR-Mutation*“ (MD=15 pys)
N=146
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Der Méanneranteil war in der Gruppe ,,Wildtyp* mit 62 % signifikant (p=0,01) hoher als in der Gruppe
,»,19-del/21-L858R* (40 %; siehe Abbildung 7).

=001  100%

N=376 80%
60%
40%
n=210
20% n=14
0%
m weiblich Wildtyp 19-del/21-L858R
snlich EGFR-Analyse
mannlic

Abbildung 7: Geschlechterverteilung in den Gruppen mit und ohne ,,hiiufige EGFR-Mutation*

Da in dem Kollektiv bei Mannern der (Ex)raucheranteil mit 93 % signifikant (p=0,03) hoher war als bei
Frauen (85 %; siche Abbildung 8) und ,,hdufige EGFR-Mutationen* (wie in Abbildung 5 dargestellt)
prozentual h&ufiger bei Nierauchern als bei (Ex)rauchern vorkamen, ist es denkbar, dass das
Vorkommen von ,hidufigen EGFR-Mutationen“ stirker mit dem Status ,,Nieraucher” als mit dem
weiblichen Geschlecht assoziiert ist. Vor diesem Hintergrund wurde untersucht, ob ,hdufige EGFR-

Mutationen unabhéngig vom Raucherstatus ¢fter bei Frauen als bei Mé&nnern vorlagen.

p=0,03 100% ool s

N=263
60%
40% n=is2 n=85
20%
0%
E Nieraucher mannlich weiblich
(6 A Geschlecht
Ex)raucher

Abbildung 8: Zusammenhang zwischen dem Geschlecht und der Raucherhistorie

Zunichst wurde liberpriift, ob bei Frauen ofter als bei Ménnern ,,hdufige EGFR-Mutationen‘ vorlagen
in den Subgruppen ,,(Ex)raucher oder ,,Nieraucher*:

Bei der Untersuchung des Zusammenhangs zwischen dem Geschlecht und dem Vorkommen von
,haufigen EGFR-Mutationen“ unter Beriicksichtigung der Raucherhistorie lagen bei Frauen in der
Subgruppe ,,(Ex)raucher* lediglich tendenziell (p=0,06) 6fter ,,hdufige EGFR-Mutationen* vor als bei
Mannern (9 % vs. 3 %; siehe Abbildung 9 A).
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Bei Nierauchern lagen ,,hdufige EGFR-Mutationen® nicht signifikant 6fter bei Frauen als bei M&nnern
vor (47 % vs. 40 %; p=0,1; siehe Abbildung 9 B).

A 100% T n=4 - B 100%
p=0,06 ., p=0,1
o 80%
N=227 N=25
80% 60%
n=141
70% n=75 40%
n=6 -
60% 20% n=8
50% 0%
m 19-del/21- méannlich weiblich W 19-del/21- mannlich weiblich
L858R L858R
Wildtyp Geschlecht Wildtyp Geschlecht

Abbildung 9: Geschlechterverteilung in anhand der Raucherhistorie gebildeten Subgruppen
A, in der Subgruppe ,,(Ex)raucher®.
B, in der Subgruppe ,,Nieraucher®.

Auferdem wurde untersucht, ob ,,hdufige EGFR-Mutationen‘ geschlechtsunabhéngig haufiger bei
Nierauchern als bei (Ex)rauchern vorkamen.

Hierzu wurde Uberprift, ob ,,hdaufige EGFR-Mutationen® in den Subgruppen ,,Manner* oder ,,Frauen‘
Ofter bei Nierauchern als bei (Ex)rauchern vorlagen:

,,Haufige EGFR-Mutationen‘ waren sowohl in der Subgruppe ,,Frauen® als auch in der Subgruppe
,»Mainner* signifikant (jeweils p=0,00) 6fter bei Nierauchern (47 % und 40 %) als bei (Ex)rauchern

(9 % und 3 %) zu finden (siehe Abbildung 10).

A 100% . B 100% —ea—

0,00
p=0, p=0,00
80% %
N=97 N=155 80% .
60% 60% —
= n=141
40% n=/5 40%
= n=6
20% 20%
0% 0%
M 19-del/21- (Ex)raucher Nieraucher H19-del/21- (Ex)raucher Nieraucher
L858R L858R Raucherstat
Wildtyp Raucherstatus Wildtyp aucherstatus

Abbildung 10: (Ex)raucherverteilung in anhand vom Geschlecht gebildeten Subgruppen
A, in der Subgruppe ,,Frauen.
B, in der Subgruppe ,,Méanner*.
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Mit 36 % war der Anteil von Patienten mit Mutation im KRAS-Gen in der Gruppe ohne ,,hdufige
EGFR-Mutation* (,,Wildtyp*) signifikant (p=0,02) hoher als in der Gruppe ,,19-del/21-L858R* (6 %;
siehe Abbildung 11).

p=0,02 100%

N=95 om0

90%

80%

70% n=16

0,
60% n=50
50%
Wildtyp 19-del/21-L858R
B Mutation im KRAS-Gen EGFR-Analyse

Wildtyp im KRAS-Gen

Abbildung 11: Zusammenhang zwischen Mutationen im EGFR-Gen und Mutationen im KRAS-
Gen
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Hinsichtlich der folgenden Merkmale ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Gruppen:

Tabelle 12: Klinisch-histopathologische Standardparameter in den Gruppen ohne und mit

LHhiufiger EGFR-Mutation*

Merkmal EGFR-Gen-Analyse (376 Falle) Chi-Quadrat-
Test

Wildtyp 19-del/21-L858R p-Wert
(n=341) (n=35)

Alter zum

Diagnosezeitpunkt 65 64 0,981

(Median)

T 0,58

T1lund T2 96 9

T3und T4 171 21

N

NO 67 5 0,27

N1 bis N3 201 26

M 0,57

MO 110 11

M1 176 22

Grading 0,81

G1lund G2 117 12

G3 161 15

Stadium nach UICCS8 0,82

I bis IIA 63 6

I1IB und IV 218 25

Gewebeursprung 0,97

pulmonaler Primarius 272 28

Metastase 67 7

1 Mann-Whitney-U-Test.
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4.4.1.2 Ansatz 2: Untersuchung der am Median orientierten Gruppenbildung

In Ansatz 2 wurden Patienten mit Wildtyp im EGFR-Gen, Patienten mit einer EGFR-MT/WT-Ratio
unter dem Median (,,Niedrige Mutationslast im EGFR-Gen“, EGFR-MT/WT-Ratio=0,01-0,66) und
Patienten mit einer EGFR-MT/WT-Ratio gleich oder gréer dem Median (,,Hohe Mutationslast im
EGFR-Gen“, EGFR-MT/WT-Ratio>0,67) miteinander verglichen.

Abbildung 12 zeigt, dass Patienten mit Wildtyp im EGFR-Gen mit einem Anteil von 94 % héaufiger
(Ex)raucher waren als Patienten mit niedriger Mutationslast im EGFR-Gen (44 %) und Patienten mit
hoher Mutationslast im EGFR-Gen (50 %; p=0,00).

Zwischen Patienten mit niedriger und Patienten mit hoher Mutationslast im EGFR-Gen ergab sich kein
signifikanter Unterschied hinsichtlich der Verteilung von (Ex)rauchern und Nierauchern.

p=0,00 100% on=la

=251

N=25 80%
60%
40% n=216
20% n= n=6
0%

B Nieraucher Keine (WT) Niedrig Hoch

(Ex)raucher Mutationslast 19-del/21-L858R

Abbildung 12: (Ex)raucherverteilung in den anhand des Medians gebildeten Gruppen
(Unterkollektiv ,,Patienten mit ,hiufiger EGFR-Mutation‘ oder Wildtyp im EGFR-Gen*)

Der Minneranteil war in den Gruppen ,,Wildtyp im EGFR-Gen* (62 %) und ,,Niedrige Mutationslast
im EGFR-Gen* (69 %) signifikant (p=0,00) hoher als in der Gruppe ,,Hohe Mutationslast im EGFR-
Gen“ (17 %; siche Abbildung 13).

p=0,00  100%
N=375
80%

60%
40%
n=210 n=11

20%

n=3
0%

m weiblich Keine (WT) Niedrig Hoch

mannlich Mutationslast 19-del/21-L858R

Abbildung 13: Geschlechterverteilung in den anhand des Medians gebildeten Gruppen
(Unterkollektiv ,,Patienten mit ,hiufiger EGFR-Mutation® oder Wildtyp im EGFR-Gen*)
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Untersuchungen zur Geschlechterverteilung in den Subgruppen ,,Nieraucher* und ,,(Ex)raucher und

zum Zusammenhang zwischen dem Parameter ,,pys* und der EGFR-Mutationslast wurden aufgrund der

geringen Fallzahlen nicht durchgefiihrt.

Hinsichtlich der in der nachfolgenden Tabelle aufgelisteten Parameter ergaben sich keine signifikanten

Unterschiede zwischen den am Median orientierten Gruppen:

Tabelle 13: Klinisch-histopathologische Standardparameter in den anhand des Medians
gebildeten Gruppen (Unterkollektiv ,,Patienten mit ,hiufiger EGFR-Mutation‘ oder Wildtyp im

EGFR-Gen“)

Merkmal Mutationslast 19-del/21-L 858R (375 Falle) Chi-Quadrat-Test
p-Wert
Keine (WT) Niedrig* Hoch?
(n=341) (n=16) (n=18)
Alter zum 65 72 60
Diagnosezeitpunkt 0,43%
(Median)
T 0,64
T1und T2 96 4 4
T3 und T4 171 9 12
N
NO 67 3 2 0,52
N1 bis N3 201 11 14
M 0,9
MO 110 5 6
M1 176 10 11
Grading 0,81
G1 und G2 117 4 8
G3 161 6 8
Stadium nach UICC8 0,94
| bis I1IA 63 3 3
B und IV 218 11 13
Gewebeursprung 0,84*
pulmonaler Primarius 272 12 15
Metastase 67 4 3

! EGFR-MT/WT-Ratio=0,01-0,66.

2 EGFR-MT/WT-Ratio>0,67.

8 Kruskal-Wallis-Test.

4 Exakter Test nach Fisher.
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4.4.1.3 Ansatz 3: Untersuchung der an Terzilen orientierten Gruppenbildung

In Ansatz 3 wurden die Gruppe mit Wildtyp im EGFR-Gen, die Gruppe mit niedriger EGFR-
Mutationslast (EGFR-MT/WT-Ratio=0,01-0,53), die Gruppe mit mittlerer EGFR-Mutationslast
(EGFR-MT/WT-Ratio=0,54-1,04) und die Gruppe mit hoher EGFR-Mutationslast (EGFR-MT/WT-

Ratio>1,05) miteinander verglichen.

Der (Ex)raucheranteil war in der Gruppe mit Wildtyp im EGFR-Gen mit 94 % signifikant (p=0,00)
hoéher als in den Gruppen ,,Niedrige Mutationslast im EGFR-Gen* (43 %), ,,Mittlere Mutationslast im
EGFR-Gen* (50 %) und ,,Hohe Mutationslast im EGFR-Gen* (50 %; siehe Abbildung 14).

Beim Vergleich der einzelnen Gruppen mit Mutation im EGFR-Gen untereinander erhielt man kein

signifikantes Ergebnis hinsichtlich der (Ex)raucherverteilung.

p=0,00 100% p—
N=251
80%
60%
40% n=216
20% n=3 n= n=3
0%
m Nieraucher Keine (WT) Niedrig Mittel Hoch
(Ex)raucher Mutationslast 19-del/21-L858R

Abbildung 14: (Ex)raucherverteilung in den anhand der Terzile gebildeten Gruppen
(Unterkollektiv ,,Patienten mit ,hiufiger EGFR-Mutation‘ oder Wildtyp im EGFR-Gen*)

Der Ménneranteil war in den Gruppen ,,Wildtyp im EGFR-Gen* (62 %) und ,,Niedrige Mutationslast
im EGFR-Gen* (73 %) hoher als in den Gruppen ,,Mittlere Mutationslast im EGFR-Gen* (33 %) und

,,Hohe Mutationslast im EGFR-Gen* (18 %); siehe Abbildung 15).

Zwischen Patienten mit Wildtyp im EGFR-Gen (62 %) und Patienten mit niedriger EGFR-Mutationslast
(73 %) gab es hinsichtlich des Manneranteils keinen signifikanten Unterschied.

Jedoch war der Manneranteil in der Wildtypgruppe mit 62 % tendenziell (p=0,07) héher als der
Ménneranteil in der Gruppe mit mittlerer EGFR-Mutationslast (33 %) und signifikant (p=0,01) htéher
als der Ménneranteil in der Gruppe mit hoher EGFR-Mutationslast (18 %, jeweils mit dem exakten Test
nach Fisher analysiert).

Auch der Manneranteil in der Gruppe mit niedriger EGFR-Mutationslast war mit 73 % signifikant
(p=0,01) hoher als der Manneranteil (18 %) in der Gruppe mit hoher EGFR-Mutationslast.
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Dagegen war der Méanneranteil in der Gruppe ,,Niedrige Mutationslast im EGFR-Gen* (73 %) nicht
signifikant (p=0,06) hoher als der Méanneranteil (33 %) in der Gruppe ,,Mittlere Mutationslast im EGFR-
Gen“.

Zwischen Patienten mit mittlerer EGFR-Mutationslast (Manneranteil 33 %) und hoher EGFR-

Mutationslast (Méanneranteil 18 %) ergab sich kein signifikanter Unterschied.

p=0,00 100%
N=375
80%

60%
.
o h=210 n=8
20% n=4
0%
Keine (WT) Niedrig Mittel Hoch
®weiblich Mutationslast 19-del/21-L858R

mannlich

Abbildung 15: Geschlechterverteilung in den anhand der Terzile gebildeten Gruppen
(Unterkollektiv ,,Patienten mit ,hiufiger EGFR-Mutation oder Wildtyp im EGFR-Gen*)

Untersuchungen zur Geschlechterverteilung in den Subgruppen ,,Nieraucher und ,,(Ex)raucher* und
zum Zusammenhang zwischen dem Parameter ,,pys* und der EGFR-Mutationslast wurden auch in

diesem Ansatz aufgrund der geringen Fallzahlen nicht durchgefiihrt.
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Hinsichtlich der folgenden klinisch-histopathologischen Standardparameter ergaben sich keine

signifikanten Ergebnisse im terzilorientierten Ansatz:

Tabelle 14: Klinisch-histopathologische Standardparameter in den anhand der Terzile
gebildeten Gruppen (Unterkollektiv ,,Patienten mit ,haufiger EGFR-Mutation oder Wildtyp im

EGFR-Gen“)

Merkmal Mutationslast 19-del/21-L 858R (375 Falle) Chi-Quadrat-Test

Keine (WT) | Niedrig* | Mittel> | Hoch? p-Wert
(n=341) (n=11) (n=12) (n=11)

Alter zum 65 73 64,5 64 0,87

Diagnosezeitpunkt

(Median)

=

T1und T2 9% 0,79°

T3 und T4 171

N

NO 67 1 0,69°

N1 bis N3 201 8 10 7

M

MO 110 0,80°

M1 176

Grading

G1und G2 117 0,96°

G3 161

Stadium nach UICC8

| bis 1A 63 0,82°

1B und IV 218 7

Gewebeart

pulmonaler Primarius 272 10 0,95°

Metastase 67 2

! EGFR-MT/WT-Ratio=0,01-0,53.
2 EGFR-MT/WT-Ratio=0,54-1,04.

3 EGFR-MT/WT-Ratio>1,05.

4 Kruskal-Wallis-Test.
5 Exakter Test nach Fisher.
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4.4.1.4 Ansatz 4: Untersuchung der an der MT/WT-Ratio 1 orientierten
Gruppenbildung

In dieser Gruppeneinteilung (Ansatz 4) wurden die Gruppe mit Wildtyp im EGFR-Gen, die Gruppe mit
niedriger EGFR-Mutationslast (EGFR-MT/WT-Ratio=0,01-0,99) und die Gruppe mit hoher EGFR-

Mutationslast (EGFR-MT/WT-Ratio>1) miteinander verglichen.

In der Gruppe ,,Wildtyp im EGFR-Gen** war der Anteil von (Ex)rauchern mit 94 % signifikant (p=0,00)

hoher als in den Gruppen ,,Niedrige Mutationslast im EGFR-Gen* (43 %) und ,,Hohe Mutationslast im

EGFR-Gen* (57 %; siche Abbildung 16).

Zwischen den Gruppen ,,Niedrige Mutationslast im EGFR-Gen* (43 %) und ,,Hohe Mutationslast im

EGFR-Gen* (57 %) ergaben sich beziiglich des (Ex)raucheranteils keine signifikanten Unterschiede.

p=0,00 100% [ n=14 |
N=251

80%

60%

40% n=216

n=4
20% n=6
0%
Keine (WT) Niedrig Hoch

m Nieraucher
Mutationslast 19-del/21-L858R

(Ex)raucher

Abbildung 16: (Ex)raucherverteilung in den anhand der MT/WT-Ratio 1 gebildeten Gruppen
(Unterkollektiv ,,Patienten mit ,hiufiger EGFR-Mutation‘ oder Wildtyp im EGFR-Gen*)
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Die in Abbildung 17 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass der Ménneranteil in den Gruppen ,,Wildtyp
im EGFR-Gen* (62 %) und ,,Niedrige Mutationslast im EGFR-Gen* (55 %) hoher war als in der Gruppe
,,Hohe Mutationslast im EGFR-Gen* (17 %; p=0,01).

Einen signifikanten Unterschied der Manneranteile in den Gruppen ,,Wildtyp im EGFR-Gen“ und
,,Niedrige Mutationslast im EGFR-Gen* gab es nicht (p=0,51).

Tendenziell war der Manneranteil in der Gruppe ,,Niedrige Mutationslast im EGFR-Gen* (55 %) hoher
als in der Gruppe ,,Hohe Mutationslast im EGFR-Gen* (17 %). Der p-Wert (p=0,07), der sich mit dem
exakten Test nach Fisher ergab, erreichte jedoch nicht das von uns festgelegte Signifikanzniveau.

Der Ménneranteil in der Gruppe ,,Wildtyp im EGFR-Gen* (62 %) unterschied sich signifikant (p=0,00

mit dem exakten Test nach Fisher) vom Ménneranteil in der Gruppe ,,Hohe Mutationslast im EGFR-

Gen“ (17 %).

p=0,01 100%
N=
375 0%
60%
40%
n=210 n=12
20%
0% n=2
m weiblich Keine (WT) Niedrig Hoch
snnlich Mutationslast 19-del/21-L858R
mannlic

Abbildung 17: Geschlechterverteilung in den anhand der MT/WT-Ratio 1 gebildeten Gruppen
(Unterkollektiv ,,Patienten mit ,hiufiger EGFR-Mutation‘ oder Wildtyp im EGFR-Gen*)

Auch in diesem Ansatz wurden aufgrund der geringen Fallzahlen keine Untersuchungen zur
Geschlechterverteilung in den Subgruppen ,,Nieraucher* und ,,(Ex)raucher und zum Zusammenhang

zwischen dem Parameter ,,pys“ und der EGFR-Mutationslast durchgefihrt.
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Bei den folgenden klinisch-histopathologischen Standardparametern ergaben sich zwischen den

Gruppen von Ansatz 4 keine signifikanten Unterschiede:

Tabelle 15: Klinisch-histopathologische Standardparameter in den anhand der MT/WT-Ratio 1
gebildeten Gruppen (Unterkollektiv ,,Patienten mit ,hdufiger EGFR-Mutation‘ oder Wildtyp im

EGFR-Gen“)

Merkmal Mutationslast 19-del/21-L 858R (375 Falle) Chi-Quadrat-Test
p-Wert
Keine (WT) Niedrig! Hoch?
(n=341) (n=22) (n=12)
Alter zum 65 70 62 0,473
Diagnosezeitpunkt
(Median)
=
Tlund T2 96 5 3 0,66
T3 und T4 171 14 7
N
NO 67 3 2 0,694
N1 bis N3 201 17 8
M
MO 110 8 3 0,76
M1 176 13 8
Grading
G1lund G2 117 7 5 0,92
G3 161 8 6
Stadium nach UICC8
| bis 111A 63 4 2 1,0
I11B und IV 218 16 8
Gewebeursprung
pulmonaler Primarius 272 18 9 0,88*
Metastase 67 4 3

! EGFR-MT/WT-Ratio=0,01-0,99.

2 EGFR-MT/WT-Ratio>1.
8 Kruskal-Wallis-Test.

4 Exakter Test nach Fisher.
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4.4.2 Klinisch-histopathologische Standardparameter im Unterkollektiv
,,Patienten mit Mutation im KRAS-Gen oder Wildtyp im KRAS-Gen*

4.4.2.1 Ansatz 1: Untersuchung der Gruppe mit Wildtyp im KRAS-Gen und der
Gruppe mit Mutation im KRAS-Gen

In Ansatz 1 wurden Patienten mit Wildtyp im KRAS-Gen (,,Wildtyp®) und Patienten mit Mutation im
KRAS-Gen (,,Mutation Exon 2) miteinander verglichen.

Der Frauenanteil in der Gruppe ohne Mutation im KRAS-Gen war mit einem Anteil von 52 %
signifikant (p=0,03) hoher als in der Gruppe mit Mutation im KRAS-Gen (29 %); siehe Abbildung 18).

p=0,03 100% -

N=104
80% - ]
60% -
40% - n=22
20% =33
0% x

m weiblich Wildtyp Mutation Exon 2

KRAS-Analyse
mannlich

Abbildung 18: Geschlechterverteilung in den Gruppen ohne Mutation im KRAS-Gen und mit
Mutation im KRAS-Gen

Der Anteil von Patienten mit regiondren Lymphknotenmetastasen zum Diagnosezeitpunkt war in der

Gruppe ohne Mutation im KRAS-Gen mit 88 % signifikant (p=0,00) hoher als in der Gruppe mit

Mutation im KRAS-Gen (61 %; siehe Abbildung 19).
p=0,00 100%
N=97
80%
60%
40%
20% n=12
n=38

0%
m N1-N3 Wildtyp Mutation Exon 2
KRAS-Analyse

NO

Abbildung 19: Regiondre Lymphknotenmetastasierung in den Gruppen ohne KRAS-Mutation
und mit KRAS-Mutation
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Dariiber hinaus war der Anteil von Patienten mit Fernmetastasen zum Diagnosezeitpunkt in der Gruppe

ohne Mutation im KRAS-Gen mit 70 % signifikant (p=0,04) hoher als in der Gruppe mit Mutation im
KRAS-Gen (48 %; siehe Abbildung 20).

p=0,04 100%

N=100 80%
60%
40%
20%
0%
M1
MO

n=48

n=21

Wildtyp

KRAS-Analyse

n=16

Mutation Exon 2

Abbildung 20: Fernmetastasierung in den Gruppen ohne KRAS-Mutation und mit KRAS-

Mutation

Im Hinblick auf die folgenden Standardparameter ergaben sich keine signifikanten Ergebnisse:

Tabelle 16: Klinisch-histopathologische Standardparameter in den Gruppen ohne und mit

Mutation im KRAS-Gen

Merkmal KﬁAS-(‘Ben-Analyse (104 Eélle) ChTQuadrat-?est
- Wildtyp Mutation Exon 2 p-Wert

(n=73) (n=31)
Alter zum 61 61 0,74
Diagnosezeitpunkt
(Median)
Raucherhistorie
(Ex)raucher 50 25 107
Nieraucher 7 4
Pys (Median) 35 45 0,2
=
T1und T2 23 11 0,75
T3 und T4 46 19
Grading
G1 und G2 19 9 0.8
G3 36 15
Stadium nach UICC8
| bis 11A 12 5 0,88
I11B und IV 57 26
Gewebeart
pulmonaler Primarius 57 24 0,94
Metastase 16 7

1 Mann-Whitney-U-Test.
2 Exakter Test nach Fisher.
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4.4.2.2 Ansatz 2: Untersuchung der am Median orientierten Gruppenbildung

In Ansatz 2 wurden Patienten ohne Mutation im KRAS-Gen, Patienten mit KRAS-MT/WT-Ratio unter
dem Median (,,Niedrige Mutationslast im KRAS-Gen", KRAS-MT/WT-Ratio=0,01-0,68) und Patienten
mit KRAS-MT/WT-Ratio gleich oder gréler dem Median (,,Hohe Mutationslast im KRAS-Gen“,
KRAS-MT-WT-Ratio>0,69) verglichen.

Abbildung 21 zeigt, dass der Anteil von Patienten mit regiondren Lymphknotenmetastasen zum
Diagnosezeitpunkt in der Gruppe ,,Wildtyp im KRAS-Gen* mit 88 % hoher war als der in den Gruppen

»Niedrige Mutationslast im KRAS-Gen* (55 %) und ,,Hohe Mutationslast im KRAS-Gen* (58 %;
p=0,00).

Signifikant unterschied sich der Anteil von Patienten mit Lymphknotenmetastasen zwischen den
Gruppen ,,Wildtyp im KRAS-Gen* (88 %) und ,,Niedrige Mutationslast im KRAS-Gen* (55 %) sowie
zwischen den Gruppen ,,Wildtyp im KRAS-Gen* (88 %) und ,,Hohe Mutationslast im KRAS-Gen*
(58 %; jeweils p=0,02 mit dem exakten Test nach Fisher).

Zwischen den Gruppen ,,Niedrige Mutationslast im KRAS-Gen* (55 %) und ,,Hohe Mutationslast im
KRAS-Gen* (58 %) unterschied sich der Anteil von Patienten mit Lymphknotenmetastasen zum
Diagnosezeitpunkt dagegen nicht signifikant voneinander.

p=0,00 100% -
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40% -
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Abbildung 21: Regionare Lymphknotenmetastasierung in den anhand des Medians gebildeten
Gruppen (Unterkollektiv ,,Patienten mit Mutation im KRAS-Gen oder Wildtyp im KRAS-Gen*)
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Hinsichtlich der folgenden klinisch-histopathologischen Standardparameter ergaben sich keine

signifikanten Ergebnisse beim Vergleich der Gruppen:

Tabelle 17: Klinisch-histopathologische Standardparameter in den anhand des Medians
gebildeten Gruppen (Unterkollektiv ,,Patienten mit Mutation im KRAS-Gen oder Wildtyp im

KRAS-Gen*)

Merkmal Mutationslast KRAS-Gen (96 Félle) Chi-Quadrat-
Test
Wildtyp Niedrige Hohe p-Wert
(n=73) Mutationslast! Mutationslast?
(n=11) (n=12)
Alter zum 61 63 62,5 0,513
Diagnosezeitpunkt
(Median)
Geschlecht
mannlich 35 021
weiblich 38
Raucherhistorie
(Ex)raucher 50 11 10 0,83
Nieraucher 7 0 1
Pys (Median) 35 40 46,5 0,35°
T
T1lund T2 23 3 4 0,85
T3 und T4 46 8 7
M
MO 21 0,18*
M1 48 5
Grading
G1und G2 12 2 2 0,9*
G3 26 4 7
Stadium nach UICC8
I bis IIA 12 2 1 0,80*
I1IB und IV 57 9 11
Gewebeart
pulmonaler Primarius 41 9 8 0,9
Metastase 9 2 3

! KRAS-MT/WT=0,01-0,68.

2KRAS-MT/WT>0,69.
3 Kruskal-Wallis-Test.
4 Exakter Test nach Fisher.
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4.4.2.3 Ansatz 3: Untersuchung der an Terzilen orientierten Gruppenbildung

Bei den an den Gruppen ,,Wildtyp im KRAS-Gen®, , Niedrige Mutationslast im KRAS-Gen* (KRAS-
MT/WT-Ratio=0,01-0,47), ,,Mittlere Mutationslast im KRAS-Gen* (KRAS-MT/WT-Ratio=0,48-0,99)
und ,,Hohe Mutationslast im KRAS-Gen* (KRAS-MT/WT-Ratio>1) durchgefiihrten Analysen waren
(wie in Abbildung 22 dargestellt) Patienten ohne Mutation im KRAS-Gen zum Diagnosezeitpunkt
signifikant haufiger von Lymphknotenmetastasen betroffen als Patienten mit hoher Mutationslast im
KRAS-Gen (88 % vs. 44 %; p=0,01).

Patienten ohne Mutation im KRAS-Gen waren zum Diagnosezeitpunkt tendenziell haufiger von
Lymphknotenmetastasen betroffen als Patienten mit mittlerer Mutationslast im KRAS-Gen (88 % vs.
57 %; p=0,07).

Zwischen Patienten mit Wildtyp im KRAS-Gen und niedriger Mutationslast im KRAS-Gen ergab sich
kein signifikanter Unterschied (88 % vs. 71 %).

Zudem ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen Patienten mit niedriger und mittlerer
Mutationslast im KRAS-Gen (71 % vs. 57 %), zwischen Patienten mit niedriger Mutationslast und
hoher Mutationslast im KRAS-Gen (71 % vs. 44 %) sowie zwischen Patienten mit mittlerer
Mutationslast und hoher Mutationslast im KRAS-Gen (57 % vs. 44 %).

p=0,01" 100% -
N=89 80% -

60% -

40% -

20% - =2 n=3

0% n=8 ‘ Y Y |
o NLbis N3 Keine (WT) Niedrig Mittel Hoch
NO Mutationslast KRAS Exon 2

Abbildung 22: Regionare Lymphknotenmetastasierung in den anhand der Terzile gebildeten
Gruppen (Unterkollektiv ,,Patienten mit Mutation im KRAS-Gen oder Wildtyp im KRAS-Gen*)
! Exakter Test nach Fisher.
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Im Hinblick auf die folgenden Parameter existierten keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Gruppen im terzilorientierten Ansatz:

Tabelle 18: Klinisch-histopathologische Standardparameter in den anhand der Terzile
gebildeten Gruppen (Unterkollektiv ,,Patienten mit Mutation im KRAS-Gen oder Wildtyp im

KRAS-Gen*)

Merkmal Mutationslast KRAS-Gen (96 Félle) Chi-Quadrat-Test

Keine (WT) | Niedrig! | Mittel> | Hoch? p-Wert
(n=73) (n=7) (n=7) (n=9)

Alter zum 61 61 65 63 0,61°

Diagnosezeitpunkt

(Median)

Geschlecht

mannlich 35 4 5 6 0,55

weiblich 38 3 2 3

Raucherhistorie

(Ex)raucher 50 7 7 7 0,71*

Nieraucher 7 0 0 1

Pys (Median) 35 45 52,5 40 0,36°

=

T1und T2 23 0,524

T3und T4 46 6

M

MO 21 0,1°

M1 48 3

Grading

G1und G2 19 2 0,9

G3 36 2 5

Stadium nach UICC8

I bis IIA 12 0,54*

I1IB und IV 57 8

Gewebeart

pulmonaler Primarius 57 0,77¢

Metastase 16

! KRAS-MT/WT-Ratio=0,01-0,47.
2 KRAS-MT/WT-Ratio=0,48-0,99.

3 KRAS-MT/WT-Ratio>1.
4 Exakter Test nach Fisher.
5 Kruskal-Wallis-Test.
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4.4.2.4 Ansatz 4: Untersuchung der an der MT/WT-Ratio von 1 orientierten
Gruppenbildung

In diesem Ansatz wurden Patienten ohne KRAS-Mutation, Patienten mit niedriger KRAS-Mutationslast
(KRAS-MT/WT=0,01-0,99) und Patienten mit hoher KRAS-Mutationslast (KRAS-MT/WT>1)

miteinander verglichen.

Die dargestellten Ergebnisse in Abbildung 23 zeigen, dass Patienten ohne Mutation im KRAS-Gen zum
Diagnosezeitpunkt mit einem Anteil von 88 % haufiger von Lymphknotenmetastasen betroffen waren
als Patienten der Gruppen ,,Niedrige Mutationslast im KRAS-Gen* (64 %) und ,,Hohe Mutationslast im
KRAS-Gen“ (44 %; p=0,00 mit dem exakten Test nach Fisher).

Beim Vergleich der Gruppen untereinander ergab sich hinsichtlich der Verteilung von Patienten mit
Lymphknotenmetastasierung zum Diagnosezeitpunkt ein signifikanter Unterschied zwischen der
Gruppe ,,Wildtyp im KRAS-Gen* (88 %) und der Gruppe ,,Niedrige Mutationslast im KRAS-Gen*
(64 %; p=0,05 mit dem exakten Test nach Fisher).

Zwischen den Gruppen ,,Wildtyp im KRAS-Gen* (88 %) und ,,Hohe Mutationslast im KRAS-Gen*
(44 %) war der Unterschied ebenfalls signifikant (p=0,01 mit dem exakten Test nach Fisher).
Zwischen den Gruppen ,,Niedrige Mutationslast im KRAS-Gen* (64 %) und ,,Hohe Mutationslast im
KRAS-Gen* (44 %) ergab sich diesbeziiglich kein signifikanter Unterschied.

p=0,00 100%
Nego -
60%
40%
. n=5
n=

20% n=>
0%
Keine (WT) Niedrig Hoch
B N1 bis N3
NO

Mutationslast KRAS Exon 2

Abbildung 23: Regionare Lymphknotenmetastasierung in anhand der MT/WT-Ratio 1
gebildeten Gruppen (Unterkollektiv ,,Patienten mit Mutation im KRAS-Gen oder Wildtyp im
KRAS-Gen*)
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Wie in Abbildung 24 zu sehen ist, waren Patienten ohne Mutation im KRAS-Gen zum
Diagnosezeitpunkt tendenziell haufiger von Fernmetastasen betroffen (70 %) als Patienten der Gruppen
»Niedrige Mutationslast im KRAS-Gen* (57 %) und ,,Hohe Mutationslast im KRAS-Gen* (33 %;
p=0,09 mit dem exakten Test nach Fisher).

p=0,09 100%

N=92

60%
40%

° n=6

20% n=21 n=6

0%

Keine (WT) Niedrig Hoch

mM1 Mutationslast KRAS Exon 2
MO

Abbildung 24: Fernmetastasierung in anhand der MT/WT-Ratio 1 gebildeten Gruppen
(Unterkollektiv ,,Patienten mit Mutation im KRAS-Gen oder Wildtyp im KRAS-Gen*)
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Hinsichtlich des Alters bei Diagnose, des Geschlechts, der Raucherhistorie, der pys, des T-Stadiums,

des Differenzierungsgrades, des Stadiums nach UICC8 und des Gewebeursprungs ergaben sich keine

signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen:

Tabelle 19: Klinisch-histopathologische Standardparameter in den Gruppen, die anhand der
MT/WT-Ratio 1 gebildet wurden (Unterkollektiv ,,Patienten mit Mutation im KRAS-Gen oder

Wildtyp im KRAS-Gen*)

Merkmal Mutationslast KRAS-Gen (96 Félle) Chi-Quadrat-
Test
Wildtyp Niedrige Hohe p-Wert
(n=73) Mutationslast® Mutationslast?
(n=14) (n=9)

Alter zum 61 62,5 63 0,55
Diagnosezeitpunkt
(Median)
Geschlecht
maéannlich 35 0,41°
weiblich 38
Raucherhistorie
(Ex)raucher 50 14 7 0,46°
Nieraucher 7 0 1
Pys (Median) 35 45 40 0,45
=
T1und T2 23 3 4 0,44°
T3 und T4 46 11 4
Grading
G1und G2 19 2 2 0,83°
G3 36 7 5
Stadium nach UICC8
I bis 1A 12 2 1 1,0°
1B und IV 57 12 8
Gewebeart
pulmonaler Primarius 57 12 6 0,58°
Metastase 16 2 3

! KRAS-MT/WT-Ratio=0,01-0,99.

2 KRAS-MT/WT-Ratio>1.
3 Exakter Test nach Fisher.
4 Kruskal-Wallis-Test.
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4.4.3 Klinisch-histopathologische Standardparameter im Unterkollektiv

,,Patienten mit oder ohne Einzelnukleotid-Polymorphismus Q787Q*

In der Gruppe ohne Q787Q SNP, den Gruppen mit niedriger Q787Q-Last, der Gruppe mit mittlerer
Q787Q-Last und der Gruppe mit heterozygot vorliegendem Q787Q SNP waren Patienten mit einem
Anteil von 47-59 % zum Diagnosezeitpunkt seltener als statistisch erwartet von Fernmetastasen
betroffen. Patienten mit hoher Q787Q-Last und homozygot vorliegendem Q787Q SNP waren dagegen
mit einem Anteil von 66-70 % haufiger von Fernmetasten betroffen. Diese Beobachtungen erreichten

allerdings nur im terzilorientierten Ansatz (Ansatz 3) das Signifikanzniveau (siehe Abbildung 25).

p=0,03 100%
N=285
80%
60%
40%
0 — — n=27

20% n=23 n=20 n=39
0%

—y Wildtyp Niedrig Mittel Hoch

MO Mutationslast Q787Q SNP (Terzile)

Abbildung 25: Fernmetastasierung in den anhand der Terzile gebildeten Gruppen
(Unterkollektiv ,,Patienten mit oder ohne Einzelnukleotid-Polymorphismus Q787Q%)

Es konnte kein Zusammenhang zwischen dem Vorliegen des Q787Q SNP und dem Vorliegen von
,»hdufigen Mutationen im EGFR-Gen* (p=0,42) oder Mutationen im KRAS-Gen (p=0,50) festgestellt
werden.

In dem Kollektiv lag auch kein Zusammenhang zwischen der Q787Q-Last im Tumor und Mutationen
im EGFR-Gen oder KRAS-Gen oder deren Last im Tumor vor.

60




Ergebnisse

Hinsichtlich der weiteren, hier untersuchten klinisch-histopathologischen Standardparameter konnten
weder beim Vergleich von Patienten ohne Q787Q SNP (Genotyp GG) und Patienten mit Q787Q SNP
(Genotyp GA und AA) noch bei Integration der Q787Q-Last in die Analyse signifikante Beobachtungen
gemacht werden (siehe Tabelle 20).

Tabelle 20: Zusammenstellung der p-Werte der Analyse der klinisch-histopathologischen
Standardparameter in den verschiedenen Ansatzen (Unterkollektiv ,,Patienten mit oder ohne
Einzelnukleotid-Polymorphismus Q787Q¢)

Merkmal p-Wert
Ansatz 1' | Ansatz 2? Ansatz 33 Ansatz 4* Ansatz 5°
Alter 0,6° 0,76’ 0,817 0,627 0,69’
| Geschlecht 0,58 0,25 0,48 0,86 0,37
mannlich
weiblich
| Raucherstatus 1,08 0,878 0,948 0,768 0,668
Nieraucher
(Ex)raucher
Pys (Median) 0,95° 0,79 0,39’ 0,95 0,997
Grading 0,95 0,49 0,66 1,0 0,33
G1und G2
_GS
T 038 0,42 0,19 0,19 05
T1 und T2
T3 und T4
N 0,75 0,95 0,27 0,48 0,95
NO
N1 bis N3
M 0,63 0,17 0,03 0,33 0,22
MO
M1
Stadium 0,56 0,28 0,55 0,63 0,46
I-111A
HIB-IV

Fett gedruckt sind signifikante p-Werte.

1 Gruppe ohne Q787Q SNP (Genotyp GG) vs. Gruppe mit Q787Q SNP (Genotyp GA und AA).

2 Gruppe ohne Q787Q SNP (Genotyp GG) vs. Gruppe mit Q787Q-Last >0 und < Median (1,03) vs.
Gruppe mit Q787Q-Last > Median (1,03).

 Gruppe ohne Q787Q SNP (Genotyp GG) vs. Gruppe mit Q787Q-Last im ersten Terzil (0,01-0,82)
vs. Gruppe mit Q787Q-Last im zweiten Terzil (0,83-1,35) vs. Gruppe mit Q787Q-Last im dritten
Terzil (>1,36).

4 Gruppe ohne Q787Q SNP (Genotyp GG) vs. Gruppe mit Vorliegen des Q787Q SNP in
heterozygoter Form (GA) vs. Gruppe mit Vorliegen des Q787Q SNP in homozygoter Form (AA).
® Gruppe ohne Q787Q SNP (Genotyp GG) vs. Gruppe mit Q787Q-Last=0,01-0,99 vs. Gruppe mit
Q787Q-Last >1.

® Mann-Whitney-U-Test.

" Kruskal-Wallis-Test.

8 Exakter Test nach Fisher.
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4.5 Prognostische Bedeutung der durch die Sanger-Sequenzierung

ermittelten Mutationslast

4.5.1 Prognostische Bedeutung der durch die Sanger-Sequenzierung ermittelten
Mutationslast im EGFR-Gen (19-del/21-L858R)

Patienten mit ,hdufigen EGFR-Mutationen* Uberlebten deutlich langer (MD DSS=529 d,
MD 0S=1008 d) als Patienten mit Wildtyp im EGFR-Gen (MD DSS=356 d, MD 0S=471 d). Der p-
Wert fur die Analyse des DSS lag bei 0,08 (siehe Abbildung 26 A), fir das OS bei 0,16.

Bei der Uberlebenszeitanalyse der anhand der EGFR-Mutationslast gebildeten Gruppen war der
Uberlebenszeitmedian bei allen Vergleichen in den Gruppen mit hoher EGFR-Mutationslast am
hochsten (siehe Abbildung 26).

Das OS konnte in allen Gruppenbildungen analysiert werden. Das DSS wurde aufgrund der

Gruppengrofien nur in der am Median orientierten Gruppenbildung untersucht.

Das OS in den Gruppen mit niedriger EGFR-Mutationslast (MD=291 d-529 d) bzw. das DSS in der
Gruppe mit niedriger EGFR-Mutationslast (MD=291 d) unterschied sich nicht signifikant von dem OS
in der Gruppe mit Wildtyp im EGFR-Gen (MD=471 d) bzw. dem DSS in der Gruppe mit Wildtyp im
EGFR-Gen (MD=356 d).

Das OS in den Gruppen mit niedriger EGFR-Mutationslast (MD=291 d-529 d) unterschied sich auch
nicht signifikant von dem der Gruppen mit hoher EGFR-Mutationslast (MD=1008 d-1193 d). Das DSS
in der Gruppe mit niedriger EGFR-Mutationslast (MD=291 d) war tendenziell kleiner als das der Gruppe
mit hoher EGFR-Mutationslast (MD=1008 d; p=0,06).

Beim Vergleich der Gruppe mit Wildtyp im EGFR-Gen und den Gruppen mit hoher EGFR-
Mutationslast zeigte sich nur bei Analyse des DSS ein signifikanter Unterschied (MD DSS=356 d vs.
MD DSS=1008 d; p=0,03). Nicht signifikant (p=0,13) unterschieden sich die OS von Patienten mit
Wildtyp im EGFR-Gen (MD=471 d) und Patienten mit hoher EGFR-Mutationslast (MD=1193 d).

Beim Vergleich der Gruppen, die anhand von Terzilen gebildet wurden (Ansatz 3), verhielt sich das OS
der Gruppe mit mittlerer EGFR-Mutationslast (MD=900 d) eher wie das der Gruppe mit hoher EGFR-
Mutationslast (MD=1193 d), wéhrend das OS der Gruppe mit niedriger EGFR-Mutationslast (MD=291
d) eher dem der Gruppe mit Wildtyp im EGFR-Gen (MD=471 d) &hnelte (siehe Abbildung 26 C). Dieses

Ergebnis erwies sich mit dem Log-Rank-Test allerdings als nicht signifikant.
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Abbildung 26: Gegeniiberstellung des Uberlebens bei Patienten mit unterschiedlich hoher
EGFR-Mutationslast
A, DSS in den Gruppen ,,Wildtyp im EGFR-Gen* (n=122, MD=356 d) und ,,19-del/21-L858R*
(n=16, MD=529 d).
B, DSS in den anhand des Medians gebildeten Gruppen. Gruppe ,,Wildtyp im EGFR-Gen* (n=122,
MD=356 d) vs. Gruppe ,,EGFR-MT/WT-Ratio=0,01-0,66* (n=7, MD=291 d) vs. Gruppe ,,EGFR-
MT/WT-Ratio>0,67 (n=8, MD=1008 d).
C, OS in den anhand der Terzile gebildeten Gruppen. Gruppe ,,Wildtyp im EGFR-Gen*

(n=254[341]*, MD=471 d) vs. Gruppe ,,EGFR-MT/WT-Ratio=0,01-0,53“ (n=9[11]*, MD=291 d)
vs. Gruppe ,,EGFR-MT/WT-Ratio=0,54-1,04* (n=8[12]*, MD=900 d) vs. Gruppe ,,EGFR-MT/WT-
Ratio>1,05“ (n=8[11]*, MD=1193 d).
D, OS in den anhand der MT/WT-Ratio 1 gebildeten Gruppen. Gruppe ,,Wildtyp im EGFR-Gen*
(n=254[341]*, MD=471 d) vs. Gruppe ,,EGFR-MT/WT-Ratio=0,01-0,99 (n=16[22]*, MD=529 d)

vs. Gruppe ,,EGFR-MT/WT-Ratio>1¢ (n=9[12], MD=1008 d).

T T T T T
200000 300000 400000 500000 600000

! Die Zahl vor der Klammer entspricht der Anzahl von unzensierten Fallen; die Zahl in der Klammer
entspricht der Gesamtzahl.
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In den anhand der klinisch-histopathologischen Parameter gebildeten Subgruppen ergaben sich keine

signifikanten Unterschiede bei der Gegeniiberstellung des OS von Patietenten mit ,,hdufiger

EGFR-Mutation” und Patienten mit Wildtyp im EGFR-Gen, obwohl der Median des OS von

Patienten mit ,,hdufiger EGFR-Mutation* in jeder Subgruppe - aufer in ,,Stadium: I-IIIA* - héher
war als bei Patienten mit Wildtyp im EGFR-Gen (siehe Tabelle 21).

Tabelle 21: Univariate Analyse des Gesamtuberlebens von Patienten ohne und mit 19-del/21-

L858R nach kIinisch—histopathologjischen Variablen

Subgruppe Wildtyp EGFR-Gen 19-del/21-L858R p-Wert
(N=341) (N=35)
Unzensierte OS (d) Unzensierte OS (d)
Falle Falle
(Gesamtzahl) (Gesamtzahl)
Alter
<65 Jahre 121(175) 584 15(19) 1008 0,62
>65 Jahre 133(166) 442 11(16) 900 01
Geschlecht
mannlich 154(210) 429 12(14) 529 0,92
weiblich 100(131) 515 14(21) 1193 0,1
Raucherstatus
Nieraucher 11(14) 860 7(11) 2373 0,15
(Ex)raucher 174(216) 481 7(11) 1247 0,46
Grading
Glund G2 77(117) 961 8(12) 1265 0,34
G3 129(161) 347 11(15) 529 0,35
=
T1lund T2 65(96) 1018 509) 1247 -
T2 und T4 144(171) 354 17(21) 529 0,26
N
NO 54(67) 756 2(5) - -
N1 bis 3 158(201) 467 20(26) 597 0,32
M
MO 84(110) 777 5(11) 4384 -
M1 141(176) 347 19(22) 529 0,55
Stadium
I-11A 45(63) 911 3(6) 773 -
1B und IV 176(218) 356 21(25) 597 0,28

Kursiv gedruckt sind die klinisch-histopathologischen Auspragungen und deren Werte, bei denen
aufgrund der geringen Fallzahl keine statistische Testung durchgefiihrt wurde.
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Das DSS von Patienten mit Wildtyp im EGFR-Gen war signifikant kirzer als das von Patienten mit
,»haufiger EGFR-Mutation® in der Subgruppe ,,Stadium 11B-IV* (siehe Abbildung 27 A). Abbildung
27 B zeigt, dass im medianorientierten Ansatz Patienten mit Wildtyp im EGFR-Gen ein signifikant
kirzeres DSS aufwiesen als Patienten mit hoher EGFR-Mutationslast (p=0,01); sowohl zwischen
Patienten mit hoher EGFR-Mutationslast und Patienten mit niedriger EGFR-Mutationslast als auch
zwischen Patienten ohne Mutation und Patienten mit niedriger EGFR-Mutationslast bestand kein

signifikanter Uberlebensunterschied (p=0,1 bzw. p=0,9).

A o] N=104 B 0] ;| N=103
p=0,03 p=0,05
ol Wildtyp s Wildtyp
' 19-del/21-L858R . : MT/WT=0,01-0,66
: o MT/WT>0,67
Q [}
2 06 £ 07
é 0.4 é 0471
0.2 0.2
0,0 00+
,o’o 1006,00 zuu('J,uo 3006,00 400{1,00 sonb,oo .0I° 100:3.00 200'0.00 3006.00 4005.00 5006.00
Uberleben in Tagen Uberleben in Tagen

Abbildung 27: Gegentberstellung des DSS bei Patienten mit unterschiedlich hoher EGFR-
Mutationslast in der Subgruppe ,,Stadium ITIB-IV*

A, DSS in den Gruppen mit Wildtyp im EGFR-Gen (n=89, DSS MD=289 d) und mit ,,hdufigen
EGFR-Mutationen (n=15, DSS MD=597 d).

B, DSS in den anhand des Medians gebildeten Gruppen. Gruppe mit Wildtyp im EGFR-Gen
(n=89, DSS MD=289 d) vs. Gruppe mit niedriger EGFR-Mutationslast (n=6, DSS MD=274 d)
vs. Gruppe mit hoher EGFR-Mutationslast (n=8, DSS MD=1008 d).
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4.5.2 Prognostische Bedeutung der durch die Sanger-Sequenzierung ermittelten
Mutationslast im KRAS-Gen (Exon 2, Codon12/13)

Aufgrund der Fallzahlen wurde das OS lediglich in Ansatz 1 (Vergleich der Patienten mit Wildtyp im
KRAS-Gen und Patienten mit Mutation im KRAS-Gen) und in Ansatz 2 (Vergleich der am Median
orientiert gebildeten Gruppen und der Gruppe ohne Mutation im KRAS-Gen) analysiert. Das DSS wurde
wegen der Fallzahlen nur in Ansatz 1 (Vergleich der Gruppe mit Wildtyp im KRAS-Gen und mit
Mutation im KRAS-Gen) untersucht.

Obwohl die Uberlebenszeitmediane in der Gruppe ohne Mutation im KRAS-Gen (OS MD=719 d,
DSS MD=799 d) hoher waren als in der Gruppe mit Mutation im KRAS-Gen (OS MD=676 d, DSS
MD=312 d), stellten sich diese Beobachtungen als nicht signifikant heraus (p=0,76 bzw. p=0,5; siehe
Abbildung 28 A).

Bei der Uberlebenszeitanalyse der Gruppen mit unterschiedlich hoher KRAS-Mutationslast war das OS
von Patienten mit Mutation im KRAS-Gen nicht nur kiirzer als das von Patienten ohne Mutation im
KRAS-Gen. Der Median des OS der Gruppe mit niedriger KRAS-Mutationslast (MD=679 d) lag zudem
néher am Median der Gruppe ohne Mutation im KRAS-Gen (MD=719 d) als am Median der Gruppe
mit hoher KRAS-Mutationslast (MD=152 d). Diese Beobachtung entzog sich allerdings ebenfalls der
Signifikanz (p=0,16, siehe Abbildung 28 B).
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Abbildung 28: Gegentiberstellung des OS bei Patienten mit unterschiedlich hoher KRAS-
Mutationslast

A, OS in den Gruppen ,,Wildtyp im KRAS-Gen* (n=57[73]*, MD=719 d) und ,,KRAS Exon 2-
Mutation® (n=24[31], MD=676 d).

B, OS in den anhand des Medians gebildeten Gruppen. Gruppe ,, Wildtyp im KRAS-Gen*
(n=57[73]*, MD=719 d) vs. Gruppe ,,KRAS-MT/WT-Ratio=0,01-0,68* (n=10[11]*, MD=679 d) vs.
Gruppe ,,KRAS-MT/WT-Ratio>0,69“ (n=8[12]*, MD=152 d).

! Die Zahl vor der Klammer entspricht der Anzahl von unzensierten Fallen; die Zahl in der Klammer
entspricht der Gesamtzahl.
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Bei der Uberlebenszeitanalyse von anhand der klinisch-histopathologischen Parameter gebildeten

Subgruppen ergaben sich keine statistisch signifikanten Differenzen des OS zwischen Patienten mit
und ohne KRAS-Mutation (siehe Tabelle 22).

Tabelle 22: Univariate Analyse des Gesamttberlebens von Patienten ohne und mit Mutation im

KRAS-Gen nach kIinisch—histopathologischen Variablen

Subgruppe Wildtyp KRAS-Gen KRAS Exon 2 p-Wert
N=73 N=31
Unzensierte OS (d) Unzensierte OS (d)
Falle Félle
(Gesamtzahl) (Gesamtzahl)
Alter
<65 Jahre 33(45) 627 18(23) 676 0,94
>65 Jahre 24(28) 944 6(8) 314 04
Geschlecht
maéannlich 26(35) 627 17(22) 676 0,98
weiblich 31(38) 841 7(9) 152 0,54
Raucherstatus
Nieraucher 6(7) 1008 3(4) 1018 -
(Ex)raucher 39(50) 615 19(25) 421 0,58
Grading
G1und G2 14(19) 1154 6(9) 1455 0,37
G3 31(36) 529 12(15) 257 0,27
=
T1und T2 18(23) 944 5(11) 1146 -
T3 und T4 37(46) 615 18(19) 152 0,09
N
NO 6(8) 688 9(12) 1018 0,6
N1 bis 3 46(58) 773 15(19) 312 0,47
M
MO 18(21) 688 13(16) 777 0,59
M1 37(48) 713 11(15) 314 0,52
Stadium
I-INA 10(12) 638 4(5) 1136 -
1B und IV 45(57) 713 20(26) 312 0,52

Kursiv gedruckt sind die klinisch-histopathologischen Auspragungen und deren Werte, bei denen
aufgrund der geringen Fallzahl keine statistische Testung durchgefuhrt wurde.
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4.5.3 Prognostische Bedeutung der durch die Sanger-Sequenzierung ermittelten

Q787Q-Last (Exon 20 im EGFR-Gen)

Beim Vergleich des Uberlebens bei Patienten ohne und mit Einzelnukleotid-Polymorphismus Q787Q
ergaben sich weder bei der Analyse des OS noch bei der Analyse des DSS signifikante Unterschiede

(siehe Abbildung 29).
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Abbildung 29: Gegenuberstellung des Uberlebens in den Gruppen ohne und mit Q787Q SNP
A, OS in den Gruppen ohne Q787Q SNP (n=50[65]*, MD=615 d) und mit Q787Q SNP (n=203[275]?,

MD=449 d).
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B, DSS in den Gruppen ohne Q787Q SNP (n=29, MD=471 d) und mit Q787Q SNP (n=93,

MD=323 d).

1 Die Zahl vor der Klammer entspricht der Anzahl von unzensierten Fallen; die Zahl in der Klammer

entspricht der Gesamtzahl.
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Auch zwischen den Gruppen mit unterschiedlich hoher Q787Q-Last ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede im Hinblick auf das OS (siehe Abbildung 30) und das DSS.
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Abbildung 30: OS in den Gruppen mit unterschiedlich hoher Q787Q-Last

A, OS in den anhand des Medians gebildeten Gruppen. Gruppe ohne Q787Q SNP (n=50[65]%,
MD=615 d) vs. Gruppe ,,Q787Q-Last=0,01-1,02* (n=66[85]*, MD=433 d) vs. Gruppe ,,Q787Q-
Last>1,03“ (n=137[190]*, MD=456 d).

B, OS in den anhand der Terzile gebildeten Gruppen. Gruppe ohne Q787Q SNP (n=50[65]%,
MD=615 d) vs. Gruppe ,,Q787Q-Last=0,01-0,82* (n=45[56]*, MD=405 d) vs. Gruppe ,,Q787Q-
Last=0,83-1,35 (n=43[58]%, MD=435 d) vs. Gruppe ,,Q787Q-Last>1,36* (n=115[1617",
MD=467 d).

C, OS in den anhand des Genotyps gebildeten Gruppen. Gruppe ohne Q787Q SNP (n=50[65],
MD=615 d) vs. Gruppe ,,Heterozygoter Q787Q SNP* (n=124[170]*, MD=449 d) vs. Gruppe
,,Homozygoter Q787Q SNP* (n=79[105]*, MD=456 d).

D, OS in den anhand der MT/WT-Ratio 1 gebildeten Gruppen. Gruppe ohne Q787Q SNP
(n=50[65]*, MD=615 d) vs. Gruppe ,,Q787Q-Last=0,01-0,99*“(n=63[80]}, MD=413 d) vs. Gruppe
,Q787Q-Last>1¢ (n=140[195]*, MD=475 d).

! Die Zahl vor der Klammer entspricht der Anzahl von unzensierten Fallen; die Zahl in der
Klammer entspricht der Gesamtzahl.
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In der Subgruppe ,,Alter>65 Jahre* war das DSS von Patienten ohne Q787Q SNP allerdings signifikant
langer als das von Patienten mit Q787Q SNP (siehe Abbildung 31 A). Zwischen den Gruppen mit
unterschiedlich hoher Q787Q-Last bestand kein signifikanter Uberlebenszeitunterschied. Bei der
Analyse des Parameters OS zeigte sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwischen Patienten mit

und ohne Q787Q SNP (siehe Abbildung 31 B).
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Abbildung 31: Auswirkung des Q787Q SNP auf das Uberleben in der Subgruppe ,,Alter>65
Jahre*

A, DSS in den Gruppen ohne Q787Q SNP (n=15, MD=633 d) und mit Q787Q SNP (n=45,
MD=324 d).

B, OS in den Gruppen ohne Q787Q SNP (n=24[30]*, MD=633 d) und mit Q787Q SNP
(n=109[136]*, MD=409 d)

! Die Zahl vor der Klammer entspricht der Anzahl von unzensierten Fallen; die Zahl in der Klammer
entspricht der Gesamtzahl.
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Beim Vergleich des OS von Patienten mit und ohne Q787Q SNP in der Subgruppe ,,(Ex)raucher* zeigte
sich trotz der nahe beieinander liegenden Uberlebenszeitmediane (MD=496 d vs. MD=433 d) ein
signifikanter Unterschied (siehe Abbildung 32).

Das OS von Patienten mit Q787Q SNP (MD=496 d) war in dieser Subgruppe signifikant (p=0,03) langer
als das von Patienten ohne Q787Q SNP (MD=433 d). Bei der Analyse des DSS in dieser Subgruppe
zeigten sich keine signifikanten Ergebnisse.

Waéhrend sich das OS im ersten Jahr nach Diagnosestellung kaum voneinander unterschied, wich es, wie
aus den folgenden mittels Sterbetafelfunktion in SPSS ermittelten Werten ersichtlich ist, in den

darauffolgenden Jahren immer weiter auseinander (siehe Tabelle 23).
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Abbildung 32: Auswirkung des Q787Q SNP auf das OS in der Subgruppe ,,(Ex)raucher*
Gegenuberstellung des OS bei Patienten ohne Q787Q SNP (n=37[38]}, MD=433 d) und der Gruppe
mit Q787Q SNP (n=136[177]%, MD=496 d) in der Subgruppe ,,(Ex)raucher*.

1 Die Zahl vor der Klammer entspricht der Anzahl von unzensierten Féllen; die Zahl in der Klammer
entspricht der Gesamtzahl.

Tabelle 23: Sterbetafel fur Patienten ohne und mit Q787Q SNP in der Subg_;ruppe »(Ex)raucher*

Zeitin Wildtyp Q787Q SNP
Tagen Uberlebensrate Tod zensiert Uberlebensrate Tod zensiert
I i_n % in %

365 d 58 % 16/38 - 57 % 76/177 1
730d 24 % 13/22 - 42 % 25/100 3
1095 d 13 % 4/9 - 33% 15/72 12
1460d 8 % 2/5 - 23 % 13/45 6
1825 d 8 % 0/3 - 22 % 1/26
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Beim Einbeziehen der Hohe der Q787Q-Last in die Uberlebenszeitanalyse der Subgruppe ,,(Ex)raucher*
war das OS von Patienten mit hoher Q787Q-Last (MD=631-642 d) bzw. mit homozygotem Q787Q SNP
(MD=523 d) signifikant langer als das in der Gruppe ohne Q787Q SNP (MD=433 d; siehe Tabelle 24
und Abbildung 33).

Tabelle 24: Gegenuberstellung des OS in der Gruppe ohne Q787Q SNP und den Gruppen mit

hoher Q787Q-Last in der Subgruppe ,,(Ex)raucher*
Wildtyp Hohe Q787Q-Last
Ansatz 2! Ansatz 3? Ansatz 4° Ansatz 5*
OSMD in 433 631 642 523 631
Tagen
p-Wert - 0,01 0,01 0,03 0,02

1 Am Median (Q787Q-Last=1,03) orientierte Gruppeneinteilung.

2 An Terzilen (1.Terzil: Q787Q-Last=0,01-0,82, 2.Terzil: Q787Q-Last=0,83-1,35, 3.Terzil: Q787Q-
Last>1,36) orientierte Gruppeneinteilung.

3 Gruppeneinteilung nach Genotyp (heterozygot/homozygot).

4 Gruppeneinteilung an der Q787Q-Last 1 orientiert.

Zwischen der Gruppe ohne Q787Q SNP (MD=433 d) und den Gruppen mit niedriger Q787Q-Last
(MD=367-405 d) zeigten sich in keinem Ansatz signifikante Unterschiede.

Auch zwischen den Gruppen mit niedriger Q787Q-Last (MD=367-405 d) und den Gruppen mit hoher
Q787Q-Last (MD=631-642 d) ergaben sich keine bis lediglich tendenzielle Unterschiede (p=0,09-0,14).
Das OS der Gruppe mit heterozygotem Q787Q SNP (MD=481 d) war langer als das der Gruppe ohne
den Q787Q SNP (MD=433 d, p=0,05).

Zwischen den Gruppen mit heterozygotem Q787Q SNP (MD=481 d) und der Gruppe mit homozygotem
Q787Q SNP (MD=523 d) bestand kein signifikanter Unterschied.
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Abbildung 33: Gegenuberstellung des OS in Gruppen mit unterschiedlich hoher Q787Q-Last in
der Subgruppe ,,(Ex)raucher*

A, OS in den anhand des Medians gebildeten Gruppen. Gruppe ohne Q787Q SNP (n=37[38]%,
MD=433 d) vs. Gruppe ,,Q787Q-Last=0,01-1,02¢ (n=50[61]*, MD=405 d) vs. Gruppe ,,Q787Q-
Last>1,03“ (n=86[116]}, MD=631 d).

B, OS in den anhand der Terzile gebildeten Gruppen. Gruppe ohne Q787Q SNP (n=37[38]%,
MD=433 d) vs. Gruppe ,,Q787Q-Last=0,01-0,82* (n=32[37]*, MD=367 d) vs. Gruppe ,,Q787Q-
Last=0,83-1,35“ (n=34[43]*, MD=435 d) vs. Gruppe ,,Q787Q-Last>1,36* (n=70[97]}, MD=642 d).
C, OS in den anhand des Genotyps gebildeten Gruppen. Gruppe ohne Q787Q SNP (n=37[38]%,
MD=433 d) vs. Gruppe ,,Heterozygoter Q787Q SNP* (n=86[109]*, MD=481 d) vs. Gruppe
,,Homozygoter Q787Q SNP* (n=50[68]*, MD=523 d).

D, OS in den anhand der MT/WT-Ratio 1 gebildeten Gruppen. Gruppe ohne Q787Q SNP (n=37[38]*,
MD=433 d) vs. Gruppe ,,Q787Q-Last=0,01-0,99‘ (n=48[58]%, MD=367 d) vs. Gruppe ,,Q787Q-
Last>1* (n=88[119]}, MD=631 d).

! Die Zahl vor der Klammer entspricht der Anzahl von unzensierten Fallen; die Zahl in der Klammer
entspricht der Gesamtzahl.
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Da der Q787Q SNP bei Patienten, die zum Diagnosezeitpunkt &lter als 65 Jahre alt waren, einen

negativen Prognosefaktor darstellte und sich bei (Ex)rauchern positiv auf die Prognose auswirkte,

wurden Uberlebenszeitanalysen unter Beriicksichtigung der Merkmale ,,Raucherstatus und ,,Alter zum

Diagnosezeitpunkt™ durchgefiihrt: Bei (Ex)rauchern, die zum Diagnosezeitpunkt dlter als 65 Jahre alt
waren, lag der Median des DSS bei Patienten mit Q787Q SNP mit 251 d zwar unter dem des Medians
von Patienten ohne den Q787Q SNP (471 d); signifikant war dieses Ergebnis allerdings nicht (p=0,11,
siehe Abbildung 34 A). Auch bei der Analyse des OS ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
(p=0,61) zwischen Patienten mit dem Q787Q SNP (MD=485 d) und Patienten ohne den Q787Q SNP

(MD=570 d, siehe Abbildung 34 B).
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Abbildung 34: Gegenuiberstellung des Uberlebens von tiber 65-jahrigen Patienten mit positiver

Raucheranamnese mit und ohne den Q787Q SNP

A, DSS bei Patienten ohne Q787Q SNP (n=13, MD=471 d) und Patienten mit Q787Q SNP (n=25,

MD=251 d).

B, OS bei Patienten ohne Q787Q SNP (n=16[16]*, MD= 570 d) und Patienten mit Q787Q SNP

(n=65[81]*, MD=485 d).

! Die Zahl vor der Klammer entspricht der Anzahl von unzensierten Fallen; die Zahl in der Klammer

entspricht der Gesamtzahl.
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Abbildung 35 A zeigt, dass es auch bei (Ex)rauchern, die zum Diagnosezeitpunkt jiinger als 65 Jahre alt
waren, keinen signifikanten Unterschied zwischen dem DSS von Patienten mit Q787Q SNP
(MD=306 d) und ohne Q787Q SNP (MD=415 d) gab (p=0,67). Demgegeniiber war in dieser Subgruppe
das OS von Patienten mit Q787Q SNP (MD=523 d) signifikant (p=0,02) langer als das von Patienten
ohne den Q787Q SNP (MD=318 d, Abbildung 35 B).
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Abbildung 35: Gegenuiberstellung des Uberlebens von unter 65-jahrigen Patienten mit
positiver Raucheranamnese mit und ohne den Q787Q SNP

A, DSS bei Patienten ohne Q787Q SNP (n=11, MD=415 d) und Patienten mit Q787Q SNP (n=34,
MD=306 d).

B, OS bei Patienten ohne Q787Q SNP (n=21[22]*, MD=318 d) und Patienten mit Q787Q SNP
(n=71[96]*, MD= 523 d).

! Die Zahl vor der Klammer entspricht der Anzahl von unzensierten Fallen; die Zahl in der Klammer
entspricht der Gesamtzahl.

Eine altersadaptierte Uberlebenszeitanalyse von Nierauchern mit und ohne Q787Q SNP wurde aufgrund

der geringen Anzahl von Nierauchern nicht durchgefiihrt.

Tabelle 25 enthélt die Gegeniberstellung des OS von Patienten ohne Q787Q SNP und Patienten mit
Q787Q SNP in den anhand der klinisch-histopathologischen Parameter gebildeten Subgruppen sowie
die mit dem Log-Rank-Test ermittelten p-Werte.
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Tabelle 25: Univariate Analyse des Gesamtiiberlebens von Patienten ohne und mit Q787Q SNP
nach Kklinisch-histopathologischen Variablen

Subgruppe Wildtyp Q787Q SNP p-Wert
(N=65) (N=275)
Unzensierte OS (d) Unzensierte OS (d)
Félle Félle
(Gesamtzahl) (Gesamtzahl)
Alter
<65 Jahre 26(35) 461 94(139) 631 0,25
>65 Jahre 24(30) 633 109(136) 409 0,18
Geschlecht
mannlich 28(38) 615 125(171) 409 0,61
weiblich 22(27) 607 78(104) 485 0,57
Raucherstatus
Nieraucher 3(3) 884 8(11) 860 -
(Ex)raucher 37(38) 433 136(177) 496 0,03
Grading
G1 und G2 15(23) 1018 62(94) 874 0,8
G3 25(31) 453 103(129) 324 0,73
=
T1und T2 15(18) 1018 50(78) 993 0,9
T3 und T4 30(34) 415 113(136) 347 0,48
N
NO 11(14) 1018 42(52) 744 0,53
N1 bis 3 36(39) 470 122(162) 456 0,69
M
MO 19(23) 799 64(86) 777 1,0
M1 29(33) 433 112(143) 314 0,9
Stadium
I-11A 10(14) 1455 35(49) 874 0,27
B und IV 37(41) 461 138(176) 344 0,36

Kursiv gedruckt sind die klinisch-histopathologischen Auspragungen und deren Werte, bei denen
aufgrund der geringen Fallzahl keine statistische Testung durchgefuihrt wurde. Fett gedruckt sind
signifikante p-Werte.
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5 Diskussion

5.1 Héaufigkeitsverteilung der klinisch-histopathologischen

Standardparameter

Das Gesamtkollektiv bestand aus 396 Patienten mit pulmonalem Adenokarzinom, von deren
Tumorgewebe im Jahr 2007 und in den Jahren 2010 bis 2017 Mutationsanalysen mittels Sanger-

Sequenzierung angefertigt wurden.

Das mediane Alter der Patienten betrug zum Diagnosezeitpunkt 65 Jahre und &hnelt somit dem der
vergleichbaren Literatur (Leichsenring et al., 2017; Chiosea et al., 2011; Oakley und Chiosea, 2011).
Dort lag das Durchschnittsalter oder der Altersmedian bei 65-66 Jahren. Geschlechtsabhéngig ergaben
sich im vorliegenden Kollektiv leichte Unterschiede des medianen Alters. So betrug das mediane Alter
bei Méannern 66 und bei Frauen 63 Jahre. Schon in den Jahren 1995-2007 ergab sich dieses mediane
Alter bei mannlichen Lungenkarzinompatienten am UKS (Dissertation von Sarah Kristina Eich, 2012).

Das mediane Alter von Frauen lag damals bei 62 Jahren.

Mit 40 % ist der Frauenanteil des vorliegenden Kollektivs vergleichbar mit dem Frauenanteil (44 %)
einer in Deutschland in den Jahren 2017 und 2018 durchgefiihrten Analyse des Robert-Koch-Instituts.
Dagegen war der Frauenanteil in der zum Vergleich herangezogenen Literatur mit 59-74 % wesentlich
hoher (Leichsenring et al., 2017; Chiosea et al., 2011; Oakley und Chiosea, 2011; Villaruz et al., 2013).
Der abweichende Frauenanteil in den Kollektiven von Leichsenring et al. (2017) und Oakley und
Chiosea (2011) ist wahrscheinlich darauf zurtickzufiihren, dass sich der Frauenanteil in diesen
Kollektiven auf Patienten mit EGFR-Mutation bezog. In dieser Subgruppe lag der Frauenanteil der

vorliegenden Studie ebenfalls bei 60 %.

90 % der Patienten waren (Ex)raucher mit einem Median von 40 pys. Sowohl das Verhéltnis von
Rauchern zu Nichtrauchern als auch die Anzahl gerauchter Zigaretten &hneln den Werten des Kollektivs
von Frau Dr. Eich aus den Jahren 1995-2007. In diesem Kollektiv lag der Anteil von (Ex)rauchern bei
94 % und der Mittelwert von pys bei 41. In der weiteren zum Vergleich herangezogenen Literatur
(Leichsenring et al., 2017; Chiosea et al., 2011; Oakley und Chiosea, 2011; Villaruz et al., 2013) ergab
sich im Hinblick auf den Raucheranteil eine breite Spannweite (20-93 %). Der geringe Raucheranteil in
den Studien von Leichsenring et al. (2017) sowie Oakley und Chiosea (2011) ist wahrscheinlich dadurch
bedingt, dass deren Kollektive ausschlieflich aus Patienten mit EGFR-Mutationen bestanden und diese
Mutationen hdufig mit dem Status ,,Nieraucher einhergehen. In der vorliegenden Studie lag der

(Ex)raucheranteil bei Patienten mit ,,haufiger EGFR-Mutation* bei 50 %.
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Bei der Datenerhebung und der statistischen Testung erfolgte eine dichotome Aufteilung des Parameters
,Stadium* in die Gruppen I-I1IA und HIB-IV, weil bei Patienten in den UICC8-Stadien I-I1lIA im
Gegensatz zu Patienten in den UICC8-Stadien I1I1B-1V haufig eine Operation und damit eine kurative
Behandlung in Betracht gezogen werden kann (Flentje und Schumann, 2018).

Zum Diagnosezeitpunkt befanden sich 78 % der Patienten in den Stadien 11I1B-IV und nur 22 % der
Patienten in den Stadien I-111A. Ahnlich verhielt sich die Haufigkeitsverteilung der UICC-Stadien in
dem Kaollektiv von Leichsenring et al. (2017). Dort befanden sich 75 % der Patienten in Stadium IV und
16 % der Patienten in Stadium I1l. In den Kollektiven von Oakley und Chiosea (2011), Chiosea (2011)
und Villaruz et al. (2013) war der Anteil der Patienten in Stadium IV mit 14-20 % um einiges niedriger.

Die Quote der Patienten ohne regiondre Lymphknotenmetastasen ist vergleichbar mit anderen Studien:
Sowohl im analysierten Kollektiv als auch in dem Kollektiv von Ostermayer (2015) lag der Anteil von
Patienten ohne Lymphknotenmetastasen zum Diagnosezeitpunkt bei 24 %. Im Kollektiv von
Leichsenring et al. (2017) war der Anteil von Patienten ohne Lymphknotenmetastasen mit 14 % etwas

geringer.

Der Anteil der schlecht differenzierten Tumore (G3) des zugrundeliegenden Kollektivs entsprach mit
57 % in etwa jenem aus anderen Studien (Ostermayer, 2015; Eich, 2012), in denen der Anteil bei 49-
58 % lag. Fir die statistische Testung wurden die Vergleichsgruppen G1-2 und G3 gebildet.

5.2 Mutationsanalysen

Eine Analyse der Exons 18-21 des EGFR-Gens lag bei 387 Patienten vor. Bei 6 weiteren lag nur eine
Analyse der Exons 18, 19 und 21 vor. Eine Mutation im EGFR-Gen war bei 52 Patienten (13 %) zu
finden (wobei auf den Q787Q SNP an spéterer Stelle gesondert eingegangen wird). Auch nach
Ausschluss der 7 Patienten mit EGFR-Mutation aus den Jahren 2017 und 2007, die zur
GruppenvergréBerung ins Patientenkollektiv einbezogen wurden, ist der Anteil von EGFR-
Mutationstragern mit 12 % mit dem in der einschl&gigen Literatur angefiihrten Anteil von EGFR-
Mutationstragern (10-15 %) an pADC-Patienten kaukasischen Ursprungs vergleichbar (Leichsenring et
al., 2017; Lynch et al., 2004, Paez et al., 2004; Pao und Miller, 2005).

Bei 41 der 52 Patienten mit Mutation im EGFR-Gen (79 %) lag eine ,hdufige EGFR-Mutation*
(Deletionsmutation in Exon 19 oder Punktmutation L858R in Exon 21) vor. Dies stimmt mit den
Erkenntnissen der Studien von Truini et al. (2019) und Inamura et al. (2010) berein, wonach diese

Mutationen 85-90 % der Mutationen im EGFR-Gen ausmachen.
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Bei 29 der Patienten mit ,,hdufiger EGFR-Mutation“ (71 %) lagen Deletionen in Exon 19 vor. Bei den
restlichen 12 Féllen (29 %) handelte es sich um die Mutation L858R in Exon 21. Eine dhnliche Relation
ergab sich in dem Kollektiv von Oakley und Chiosea (2011), in dem Deletionen in Exon 19 mit 55 %

etwas haufiger vertreten waren als die Mutation L858R (45 %).

Bei 340 Patienten mit Analyse des Exons 20 lagen keine oder nur synonyme Mutationen im EGFR-Gen
vor. Der Q787Q SNP war bei ca. 80 % dieser Patienten anzutreffen. Vergleichbar hdufig kam der Q787Q
SNP in den kaukasischen Studienpopulationen mit Lungenkarzinom von Zhang et al. von 2006 (84 %)
und Leichsenring et al. von 2017 (71 %) vor. In asiatischen Kohorten von NSCLC-Patienten ist der
Q787Q SNP mit einem Anteil von 24-28 % wesentlich seltener (Koh et al., 2016). Im
zugrundeliegenden Kollektiv lag der Polymorphismus in 38 % der Félle in homozygoter Form vor.
Damit lag der Anteil von Patienten mit homozygotem Polymorphismus (Genotyp AA) zwischen dem
Anteil der Patienten im Kollektiv von Leichsenring et al. aus 2017 (22 %) und dem im Kollektiv von
Bonin et al. aus 2016 (53 %).

Da in dem fiir die Studie relevanten Untersuchungszeitraum personalisierte Therapien leitliniengemafd
praferenziell fir die EGFR-Mutationen 19 und 21 zum Einsatz kamen, war die Zahl der Patienten mit
Untersuchung des KRAS-Gens deutlich geringer als die Zahl der Patienten mit EGFR-
Mutationsanalyse: Eine Analyse von Exon 2 des KRAS-Gens lag bei 104 der Patienten vor. Eine
Mutation war bei 31 dieser Patienten (30 %) auffindbar. Nach Ausschluss der Félle aus dem Jahr 2017
lag der KRAS-Mutationstrageranteil noch bei ca. 24 %. Somit ist davon auszugehen, dass KRAS-
Mutationen bei pADC-Patienten kaukasischen Ursprungs in etwa doppelt so haufig anzutreffen sind wie
EGFR-Mutationen (siehe auch I1zumi et al., 2020). Der Anteil von Patienten mit KRAS-Mutation stimmt
in etwa mit der Datenlage Uberein, der zufolge bei 15-30 % der Patienten mit pulmonalem
Adenokarzinom eine Mutation im KRAS-Gen vorliegt (Ostermayer, 2015; Pao et al., 2005).

5.3 Bestimmung der semiquantitativen Mutationslast und

Gruppenbildung

Zur semiquantitativen Bestimmung der Mutationslast wurden — in Konkordanz zu den Studien von
Oakley und Chiosea (2011), Chiosea et al. (2011) und Villaruz et al. (2013) — die durch die Sanger-

Sequenzierung angefertigten Mutationsanalysen genutzt.

In den Féllen, in denen Mutationen vorlagen, wurden die Amplituden der mutierten Allele und der
Wildtypallele im Chromatogramm ausgemessen und zueinander in Relation gesetzt (Amplitude des

mutierten Allels/Amplitude des Wildtypallels). Der resultierende Wert wurde als Mutationslast des
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Tumors betrachtet. Die Bestimmung dieser Relation dhnelt der in NGS-Verfahren gelibten Praxis zur
Ermittlung der Allelfrequenz (Soh et al., 2009; Offin et al., 2019).

In der klassischen Genetik gelten Befunde, bei denen in einer Nukleotidposition lediglich eine Base
detektiert wird, als ,,homozygote* Befunde (z.B. ,,Wildtypbefunde*). Dagegen gelten Befunde, bei
denen in der gleichen Lokalisation Amplituden von zwei unterschiedlichen Basen vorliegen, als
»heterozygote® Befunde. Aus Voruntersuchungen (Oakley und Chiosea, 2011; Chiosea et al. 2011;
Villaruz et al., 2013) ist bekannt, dass die Amplitudenrelation zwischen zwei Basen stark variieren kann.
In der vorliegenden Studie nahm die Relation zwischen mutiertem Allel und Wildtypallel Werte
zwischen 0,08 und 5,63 an.

Ein Ansatz der vorliegenden Arbeit richtete sich nach dem Median der Mutationslast. Wahrend die Hohe
der medianen EGFR-Mutationslast (0,67) und die Hohe der medianen KRAS-Mutationslast (0,69)
einander ahnelten, lag die Hohe der medianen Q787Q-Last mit einem Wert von 1,03 um einiges hoher.
Es konnten zwar keine vergleichbaren Studien zur medianen semiquantitativen Mutationslast gefunden
werden, eine Studie von Friedlaender et al. (2021) befasste sich allerdings mit den Auswirkungen der
medianen EGFR-Allelfrequenz (NGS), die in deren Studie bei 0,47 lag.

In Anlehnung an die Studie von Offin et al. (2019), die den pradiktiven Einfluss der ,,tumor mutation
burden* bei NSCLC-Patienten mit TKI-Therapie untersuchte, wurde in der vorliegenden Arbeit
ebenfalls eine der Gruppenbildungen anhand von Terzilen der Mutationslast vorgenommen. Bei der
»~tumor mutation burden* beriicksichtigten Offin et al. allerdings Mutationen in 341 Genen. Die
Terzilbereiche von Offin et al. lagen bei <2,83 Mutationen/Mb, 2,84-4,85 Mutationen/Mb und >4,85
Mutationen/Mb. In der vorliegenden Arbeit ahnelten sich die Terzilbereiche der EGFR-Mutationslast
(0,01-0,53, 0,54-1,04, >=1,05) und KRAS-Mutationslast (0,01-0,47, 0,48-0,99, >=1), wahrend sich der
auf die Q787Q-Last beziehende Terzilbereich durch héhere Werte auszeichnete (0,01-0,82, 0,83-1,35,
>=1,36).

In einem weiteren Ansatz wurden Félle, bei denen die Amplitude des mutierten Allels mindestens so
hoch war wie die Amplitude des Wildtypallels, der Gruppe ,,hohe Mutationslast* und Falle, bei denen
die Amplitude des Wildtypallels hoher war als die des mutierten Allels, der Gruppe ,,niedrige
Mutationslast zugeordnet. Schon Studien von Oakley und Chiosea (2011), Chiosea et al. (2011) und

Villaruz et al. (2013) legten ihrer Gruppeneinteilung dieses GroRenverhaltnis der Amplituden zugrunde.

Weiterhin wurden die Féalle des untersuchten Kollektivs in Abh&ngigkeit von der Homozygotie in
Gruppen eingeteilt. Es existieren Studien von Leichsenring et al. (2017) und Bonin et al. (2016), die sich

daran orientierten, ob die Mutation heterozygot oder homozygot vorliegt.
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5.4 Bedeutung der Mutationen und ihrer semiquantitativen Last fur die

klinisch-histopathologischen Parameter und die Prognose

5.4.1 ,Haufige EGFR-Mutationen® (19-del/21-L858R)

Die Gruppen mit ,,hdufiger EGFR-Mutation* unterschieden sich im Hinblick auf ihren Frauenanteil.
Eine hohe EGFR-Mutationslast war ofter bei Frauen vorzufinden (p=0,00-0,01): In den Gruppen mit
hoher EGFR-Mutationslast war der Frauenanteil mit 82-83 % hdoher als in der Gruppe mit mittlerer
EGFR-Mutationslast (67 %) und sogar wesentlich hoher als in den Gruppen mit niedriger EGFR-
Mutationslast (27 %-45 %). Obwohl EGFR-Mutationen fir ihr Vorkommen bei Frauen bekannt sind
(Lynch et al., 2004; Paez et al., 2004; Pao und Miller, 2005), wurde in der zum Vergleich
herangezogenen Literatur kein Zusammenhang zwischen dem Geschlecht und der EGFR-Mutationslast

beschrieben.

Da Frauen im verwendeten Kollektiv signifikant (p=0,03) haufiger Nieraucher waren als Ménner (15 %
vs. 7 %) und der Status ,,Nieraucher* signifikant (p=0,00) hdufig mit dem Vorliegen von ,hiufigen
EGFR-Mutationen® einherging, wurden zur Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Geschlecht

und EGFR-Mutationsstatus weitere Untersuchungen durchgefihrt.

Dadurch sollte herausgefunden werden, ob das Vorliegen von ,,hdufigen EGFR-Mutationen® eher mit
dem Status ,,Nieraucher* oder eher mit dem weiblichen Geschlecht zusammenhéngt: Weder in der
Subgruppe ,,Nieraucher” noch in der Subgruppe ,,(Ex)raucher kamen ,,hdufige EGFR-Mutationen*
signifikant 6fter bei Frauen als bei Mannern vor. In der Subgruppe ,,Nieraucher* lag bei 47 % der Frauen
und bei 40 % der Mé&nner eine ,,hdufige EGFR-Mutation“ vor (p=0,1). In der Subgruppe ,,(Ex)raucher*
lag bei 9 % der Frauen und bei 3 % der Minner eine ,,hdufige EGFR-Mutation* vor (p=0,06).
Andererseits kamen EGFR-Mutationen sowohl in der Subgruppe ,,Frauen als auch in der Subgruppe
,Minner" signifikant Gfter bei Nierauchern als bei (Ex)rauchern vor. In der Subgruppe ,,Frauen® traten
bei 47 % der Nieraucher und nur bei 9 % der (Ex)raucher EGFR-Mutationen auf (p=0,00). In der
Subgruppe ,,Minner* waren EGFR-Mutationen bei 40 % der Nieraucher und bei 3 % der (Ex)raucher
zu finden (p=0,00). Diese Ergebnisse sprechen dafir, dass das Vorliegen von EGFR-Mutationen in der

Kohorte des UKS mehr mit dem Status ,,Nieraucher* als mit dem Status ,,weiblich* assoziiert ist.

Das gehdufte Vorhandensein von EGFR-Mutationen bei Nichtrauchern/Nierauchern geht auch aus
anderen Studien hervor (Lynch et al., 2004; Paez et al., 2004; Pao und Miller, 2005).

Daten zum Zusammenhang zwischen der Hohe der EGFR-Mutationslast und dem Raucherstatus lagen

dagegen zum Vergleich nicht vor. In der vorliegenden Arbeit stand die Héhe der EGFR-Mutationslast
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in keiner Beziehung mit der Raucheranamnese: Sowohl Patienten mit niedriger EGFR-Mutationslast als
auch Patienten mit mittlerer und hoher EGFR-Mutationslast waren haufiger Nieraucher (43-57 %) als
Patienten mit Wildtyp im EGFR-Gen (94 %). GemaR der Studie von Friedlaender et al. (2021) ist auch

die Hohe der EGFR-Allelfrequenz unabhéngig vom Raucherstatus.

Keine signifikanten Zusammenhidnge waren zwischen ,hiufigen EGFR-Mutationen” bzw. deren
Mutationslast und dem Alter der Patienten zum Diagnosezeitpunkt oder dem Stadium nach UICC zu
finden. Damit weichen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit von denen der Pittsburgher Studie von
Oakley und Chiosea (2011) ab. In deren Studie kam eine hohe, semiquantitativ ermittelte EGFR-
Mutationslast besonders haufig bei jungen Patienten (Alter jinger als 65 Jahre) und bei Patienten mit
hohem UICC-Stadium vor (UICC-Stadium IV). Ein Grund fiir die Diskrepanz der Ergebnisse konnte in
der unterschiedlichen Zusammensetzung der Kollektive liegen. So war in der Pittsburgher Studie der
Anteil von Patienten, die sich zum Diagnosezeitpunkt in einem niedrigen Stadium (I-111 75 %, IV 25 %)
befanden, erheblich gréRer als in der Kohorte des UKS (I-111A 22 %, I1IB-1V 78 %).

In der vorliegenden Arbeit war das Gesamtiberleben (OS) von Patienten mit hoher EGFR-Mutationslast
mit einem Median (MD) von 1008-1193 Tagen (d) langer als bei Patienten mit mittlerer EGFR-
Mutationslast (MD=900 d), niedriger EGFR-Mutationslast (MD=291-529 d) oder der Gruppe ohne
EGFR-Mutation (MD=471 d). Die Unterschiede waren jedoch nicht signifikant.

Dagegen ging eine hohe EGFR-Mutationslast mit einem signifikant langeren krankheitsspezifischen
Uberleben (DSS) einher: Das DSS von Patienten mit hoher EGFR-Mutationslast war mit einem Median
von 1008 d signifikant (p=0,03) langer als das von Patienten ohne EGFR-Mutation (MD=356 d) und
tendenziell (p=0,06) langer als das von Patienten mit niedriger EGFR-Mutationslast (MD=291 d).
Insbesondere in der Subgruppe ,,Stadium IIIB-IV* war eine hohe EGFR-Mutationslast mit einem
Uberlebensvorteil assoziiert. In dieser Subgruppe unterschied sich das DSS von Patienten mit einer
hohen EGFR-Mutationslast (EGFR-MT/WT-Ratio>Median, MD=1008 d) sowohl signifikant (p=0,01)
von dem der Patienten ohne Mutation (MD=289 d) als auch von dem der Patienten mit niedriger EGFR-
Mutationslast (MD=274 d).

Weder in der Subgruppe ,,Stadium IIIB-IV* noch im Gesamtkollektiv gab es allerdings einen
signifikanten Unterschied zwischen dem DSS der Gruppe ,,Niedrige EGFR-Mutationslast* (MD=274 d
und 291 d) und dem der Gruppe mit Wildtyp im EGFR-Gen (MD=289 d und 356 d).

Eine hohe semiquantitativ ermittelte EGFR-Mutationslast ging im Pittsburgher Kollektiv von Oakley
und Chiosea (2011) im Gegensatz zur vorliegenden Studie mit einer schlechteren Prognose einher. Dies
konnte auf die schon beschriebenen Unterschiede in der Kollektivstruktur oder auf unterschiedliche
TherapiemaBnahmen zurlickzufiihren sein. So kdnnte der Prognosevorteil von Patienten mit hoher

EGFR-Mutationslast gegentber Patienten mit niedriger EGFR-Mutationslast in der Kohorte des UKS
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daher zustande gekommen sein, dass Patienten mit hoher EGFR-Mutationslast besser auf eine Therapie
mit Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKI) ansprechen und TKI bei Patienten der Pittsburgher Studie nicht zur
Anwendung kamen. Fur diese Annahme spricht, dass Patienten mit einer hohen EGFR-Allelfrequenz
und TKI-Therapie bereits in einer Kohorte von Friedlaender et al. (2021) eine bessere Prognose zeigten

als Patienten mit niedriger EGFR-Allelfrequenz.

Die Hohe der EGFR-Mutationslast spielte weder fiir die TNM-Stadien noch fur das Grading oder den

Gewebeursprung eine Rolle. Vergleichbare Studien hierzu lagen nicht vor.

Zusammenfassend ging eine hohe EGFR-Mutationslast (insbesondere in fortgeschrittenem
Erkrankungsstadium) in der vorliegenden univariaten Analyse mit einer besseren Prognose einher. Ob
die EGFR-Mutationslast einen unabhdngigen prognostischen Faktor darstellt, gilt es in weiteren,
multivariaten Analysen herauszufinden. Auch der Zusammenhang zwischen der EGFR-Mutationslast

und dem Ansprechen auf TKI sollte in weiteren Studien erforscht werden.

5.4.2 Mutationen in Exon 2 des KRAS-Gens

Die Hohe der KRAS-Mutationslast zeigte sich — in Ubereinstimmung mit der Studie von Chiosea et al.
(2011) — unabhéngig von den Parametern ,,Alter zum Diagnosezeitpunkt®, ,,Geschlecht” und ,,Stadium
nach UICC*.

Sie stand auch in keiner Beziehung mit dem Raucherstatus, dem T-Stadium, dem Vorliegen von
Fernmetastasen, dem Gewebeursprung und dem Grading. Diese Parameter wurden von Chiosea et al.
(2011) nicht thematisiert.

Eine signifikante Antikorrelation ergab sich allerdings zwischen der Hohe der KRAS-Mutationslast und
dem Vorliegen von regiondren Lymphknotenmetastasen:

So ging eine hohe KRAS-Mutationslast seltener mit einer zum Diagnosezeitpunkt bestehenden
regiondren Lymphknotenmetastasierung einher als eine niedrige KRAS-Mutationslast. In der an
Terzilen orientieren Gruppenbildung waren Patienten mit hoher KRAS-Mutationslast (44 %) signifikant
(p=0,01) seltener von Lymphknotenmetastasen betroffen als Patienten ohne KRAS-Mutation (88 %).
Zwischen Patienten mit mittlerer (57 %) oder niedriger KRAS-Mutationslast (71 %) und Patienten ohne
KRAS-Mutation (88 %) ergaben sich keine signifikanten Unterschiede. Die Bedeutung der KRAS-
Mutationslast fur die Lymphknotenmetastasierung wurde in der zum Vergleich herangezogenen
Literatur (Chiosea et al., 2011) nicht untersucht.
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Mit einem medianen Gesamtiberleben (OS) von 719 d tiberlebten Patienten ohne KRAS-Mutation nicht
signifikant langer als Patienten mit niedriger KRAS-Mutationslast (MD=679 d) oder hoher KRAS-
Mutationslast (MD=152 d).

Die Hohe der KRAS-Mutationslast spielte auch in einer Studie von Chiosea et al. (2011) bei Patienten
in den UICC-Stadien II, Il und IV keine prognostische Rolle. Dagegen ging eine hohe KRAS-
Mutationslast bei Chiosea et al. (2011) in der Subgruppe ,,UICC-Stadium I* mit einer signifikant
(p=0,00) schlechteren Prognose einher. In der vorliegenden Arbeit wurde eine Uberlebenszeitanalyse
von Patienten mit KRAS-Mutation in niedrigem Stadium aufgrund der geringen Fallzahl (N=5) nicht
durchgefiihrt.

Eine hohe KRAS-Mutationslast stellte auch in der Studienpopulation von Villaruz et al. (2013) einen
signifikant schlechten Prognosefaktor dar. Der Anteil von Patienten in niedrigem UICC-Stadium
(UICC-Stadium I-111) war in dieser Population mit 79 % allerdings groBer als der in dem hier
untersuchten Unterkollektiv (Stadium I-111A 17 %).

Der Unterschied im Hinblick auf die prognostische Bedeutung kénnte darauf zurlickzufiihren sein, dass
die KRAS-Mutationslast, mdglicherweise aufgrund anderer Therapieoptionen, insbesondere bei

Patienten in niedrigem UICC-Stadium bedeutsam ist.

5.4.3 Der Q787Q Einzelnukleotid-Polymorphismus (Exon 20 im EGFR-Gen)

Zum Q787Q SNP gibt es bei Patienten mit pulmonalem Adenokarzinom derzeit nur wenige
Informationen. Da der Q787Q SNP ebenso wie die bekannte Resistenzmutation T790M in Exon 20 zu
finden ist, kdnnte man vermuten, dass auch dem Q787Q SNP eine prognostische Relevanz zukommt.
Dennoch legen einzelne Studien (Leichsenring et al., 2017; Koh et al., 2016) nahe, dass der Q787Q SNP
fur den Krankheitsverlauf von pADC-Patienten keine Rolle spielt. Eine neue Studie von Wu et al. (2022)
deutet allerdings darauf hin, dass der Q787Q SNP zumindest bei Patienten mit einer aktivierenden
EGFR-Mutation einen positiven prognostischen Einfluss ausubt. Bei Patienten ohne weitere EGFR-

Mutation kam dem Polymorphismus jedoch auch dort keine prognostische Rolle zu.

Der Q787Q SNP ohne weitere EGFR-Mutation erwies sich auch in dem vorliegenden Kollektiv
zunachst als irrelevant fiir die Prognose.

Allerdings stellte der Q787Q SNP bei (ehemalig) rauchenden Patienten mit pulmonalem
Adenokarzinom einen prognostischen Vorteil dar (p=0,03). So belief sich bei (Ex)rauchern mit Q787Q
SNP die Uberlebensrate nach 3 Jahren immerhin noch auf 33 %, hingegen nur noch auf 13 % bei jenen
ohne den Polymorphismus. Auch die Hohe der Q787Q-Last zeigte sich in der Kohorte des UKS relevant
fiir das Uberleben in der Subgruppe ,,(Ex)raucher: Eine hohe Q787Q-Last wirkte sich positiv auf das
Uberleben aus. So war das mediane OS in den Gruppen mit hoher Q787Q-Last (MD=523-642 d)
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signifikant (p=0,01-0,03) hoher als in der Gruppe ohne Q787Q SNP (MD=433 d). Eine niedrige Q787Q-
Last beeinflusste das OS hingegen nicht signifikant; Das OS von Patienten mit niedriger Q787Q-Last
(MD=367-405 d) wich nicht signifikant von dem der Patienten ochne Q787Q SNP (MD=433 d) und nur
tendenziell (p=0,09-0,14) von dem der Patienten mit hoher Q787Q-Last (MD=523-642 d) ab.

Warum in meiner Studie das Vorliegen des Q787Q SNP in Verbindung mit einer positiven
Raucheranamnese beim pulmonalem Adenokarzinom einen positiven Prognosefaktor darstellte, ist noch
nicht geklart. Moglicherweise spielt die Isoform D des EGFR, die durch den Polymorphismus vermehrt
exprimiert wird und ihn auch zuganglicher fir eine Therapie mit TKI macht (Tan et al., 2017; zitiert
nach Wu et al., 2022), eine Rolle. Der Q787Q SNP ist Ubrigens nicht der einzige Einzelnukleotid-
Polymorphismus, der in Kombination mit der Raucherhistorie von Belang ist. Bereits Ag et al. (2014)
untersuchten in ihrer Studie Polymorphismen (,,CYP1A1 m1* und ,,CYP1A1 m2*) und kamen dort zu
dem Schluss, dass diese in Kombination mit einer positiven Raucheranamnese das Risiko, an
Lungenkrebs zu erkranken, steigern.

Dass dem Q787Q SNP in den Studien von Leichsenring et al. (2017) und Koh et al. (2016) im pADC
keine prognostische Bedeutung zukommt, konnte daran liegen, dass dort keine separaten
Uberlebenszeitanalysen an Patienten mit positiver Raucheranamnese durchgefiihrt wurden. Auch Wu et

al. (2022) untersuchten die prognostische Bedeutung des Polymorphismus nicht in dieser Subgruppe.

Der Q787Q SNP kam sowohl in der vorliegenden Studie als auch in den Studien von Wu et al. (2022)
und Leichsenring et al. (2017) unabh&ngig vom Raucherstatus vor. Dagegen war er in der Studie von
Koh et al. (2016) mit einer positiven Raucheranamnese assoziiert. Dieses abweichende Ergebnis von
Koh et al. (2016) konnte darauf zurtickzufuhren sein, dass in deren Studie lediglich Patienten mit Q787Q
SNP und Patienten mit anderen EGFR-Mutationen (u.a. 21-L858R und del-19), nicht aber Patienten
ohne EGFR-Mutation, verglichen wurden. Die beiden letztgenannten EGFR-Mutationen gehen haufig
mit einer negativen Raucheranamnese einher und sind méglicherweise maBgeblich flr die Ergebnisse
von Koh et al. (2016). Dies gilt auch fur die Assoziation des Q787Q SNP mit dem Status ,,mannlich* in
der Studie von Koh et al. (2016). Weder in der Kohorte des UKS noch in den Untersuchungen von Wu
et al. (2022) stand der Q787Q SNP in einem Zusammenhang mit dem Geschlecht.

Wihrend der Q787Q SNP in der Subgruppe ,,(Ex)raucher einen positiven Prognosefaktor darstellte,
wirkte er sich bei Patienten in der Subgruppe ,,Alter>=65 Jahre* negativ auf die Prognose aus: Die
Uberlebenszeitmediane von Patienten ohne Q787Q SNP (MD 0S=633 d, MD DSS=633 d) lagen tiber
denen der Patienten mit Q787Q SNP (MD 0S=409 d, MD DSS=324 d). Wahrend sich die Analyse des
OS als nicht signifikant (p=0,18) erwies, zeigten sich beim DSS signifikante Unterschiede (p=0,01).
Diese Subgruppenanalysen wurden in der zum Vergleich herangezogenen Literatur (Leichsenring et al.,
2017; Koh et al., 2016; Wu et al., 2022) nicht durchgefuhrt. Welche Mechanismen dem negativen
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Einfluss des Q787Q SNP bei Patienten mit einem Alter von (ber 65 Jahren in der Kohorte des UKS
zugrunde liegen, ist aktuell unklar.

Allerdings hatte der Q787Q SNP bei (Ex)rauchern, die zum Diagnosezeitpunkt alter als 65 Jahre waren,
keinen Einfluss. Im Kollektiv des UKS scheint somit der positive prognostische Effekt des Q787Q SNP
bei (Ex)rauchern durch den negativen prognostischen Effekt des Q787Q SNP bei Patienten, die zum
Diagnosezeitpunkt &lter als 65 Jahre waren, kompensiert zu werden.

Bei (Ex)rauchern, die zum Diagnosezeitpunkt junger als 65 Jahre alt waren, wirkte sich das
Vorhandensein des Q787Q SNP positiv auf das Gesamtlberleben aus. In dieser Subgruppe war das OS
von Patienten mit dem Q787Q SNP (MD=523 d) signifikant (p=0,02) langer als das OS von Patienten
ohne Q787Q SNP (MD=318 d). Die DSS der beiden Gruppen unterschieden sich nicht signifikant.

Zur weiteren Evaluation der prognostischen Bedeutung des Q787Q SNP scheint die Durchfiihrung von
multivariaten Uberlebenszeitanalysen sinnvoll. Dartiber hinaus sollten pradiktive Untersuchungen

durchgefuhrt werden, bei denen die semiquantitative Q787Q-Last berticksichtigt wird.

Des Weiteren waren Patienten mit hoher Q787Q-Last (MT/WT-Ratio>1,36) im terzilorientierten Ansatz
mit ca. 70 % signifikant (p=0,03) h&ufiger von Fernmetastasen betroffen als Patienten mit einer
niedrigeren Q787Q-Last (47-59 %). Wenn eine hohe Q787Q-Last mit einer vorhandenen
Fernmetastasierung in Verbindung stehen sollte, wiirde es allerdings naheliegen, dass der Anteil von
Patienten mit Fernmetastasen signifikant héher in der Gruppe mit homozygotem Q787Q SNP ist als in
der Gruppe ohne Q787Q SNP oder heterozygotem Q787Q SNP, da in der Gruppe mit homozygotem
Q787Q SNP die Q787Q-Last am hdchsten ist. Da dies weder in der vorliegenden Arbeit noch in der
Arbeit von Leichsenring et al. (2017) der Fall war, handelt es sich bei der Korrelation zwischen hoher
Q787Q-Last und dem Vorliegen einer Fernmetastasierung im terzilorientierten Ansatz am ehesten um

eine Zufallsbeobachtung.

Der Q787Q SNP und seine Last waren in der vorliegenden Arbeit (ebenso wie in der Studie von
Leichsenring et al. [2017]) unabh&ngig vom Alter zum Diagnosezeitpunkt, dem Stadium nach UICC
und dem TN-Stadium. Ein Zusammenhang zwischen der Q787Q-Last und dem Differenzierungsgrad
des Tumors oder dem Gewebeursprung konnte nicht gefunden werden und wurde auch in der
vorliegenden Literatur (Leichsenring et al., 2017; Koh et al., 2016; Wu et al., 2022) nicht beschrieben.
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5.5 Fazit: Mutationslast und Allelfrequenz

Die vorliegenden Daten deuten darauf hin, dass die durch Sanger-Sequenzierung ermittelte
Mutationslast eine Bedeutung fur das biologische Verhalten von Tumoren haben kénnte. Dafir spricht,
dass in der Kohorte des UKS die Hohe der EGFR-Mutationslast eine Rolle fiir das Uberleben spielte
und abhéngig von der KRAS-Mutationslast ein Unterschied hinsichtlich des Vorliegens von regionaren
Lymphknotenmetastasen zum Diagnosezeitpunkt beobachtet werden konnte. AuRerdem wirkte sich die
Hohe der Q787Q-Last in Kombination mit einer positiven Raucheranamnese auf die Prognose der
Patienten aus. In diesen Untersuchungen entsprach das Verhalten der Tumore mit niedriger
Mutationslast eher dem der Tumore ohne Mutation als dem der Tumore mit hoher Mutationslast.

Auch in Arbeiten, die NGS zur quantitativen Bestimmung von Mutationen heranzogen, &hnelte das
Verhalten der Tumore mit niedriger Allelfrequenz mehr dem der Tumore ohne Mutation als dem der
Tumore mit hoher Allelfrequenz. So zeigten Patienten mit niedriger EGFR-Allelfrequenz in einer Studie
von Friedlaender et al. (2021) ein schlechteres Ansprechen auf eine TKI-Therapie als Patienten mit
hoher EGFR-Allelfrequenz, und Patienten mit niedriger KRAS-Allelfrequenz sprachen in der
CRYSTAL-Studie besser auf eine Therapie mit Anti-EGFR-Antikorpern an als Patienten mit hoher
KRAS-Allelfrequenz (Stintzing und Heinemann, 2019).

Damit weist die vorliegende Arbeit darauf hin, dass die klinische Bedeutung der semiquantitativ
ermittelten Mutationslast vergleichbar mit der Bedeutung der Allelfrequenz ist. Diese Erkenntnis stimmt
tiberein mit der Untersuchung von Malapelle et al. (2015), nach der eine hohe KRAS-Mutationslast im

kolorektalen Karzinom mit einer hohen KRAS-Allelfrequenz einherging.

Zur Validierung des Zusammenhangs zwischen der semiquantitativ ermittelten Mutationslast und der

durch NGS ermittelten Allelfrequenz sollten weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden.

Aulerdem sollten Untersuchungen beziiglich der pradiktiven Bedeutung der semiquantitativen EGFR-

und KRAS-Mutationslast vorgenommen werden.
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9 Anhang

94.1 TNM-Klassifikation und IASLC / UICC8 Stadieneinteilung

Tabelle 26: TNM-Klassifikation der Lungenkarzinome, T-Stadium

Kategorie Stadium Beschreibung
T (Tumor) Tis Carcinoma in situ
T1 groRter Durchmesser <3 cm, umgeben von Lungengewebe oder
viszeraler Pleura, Hauptbronchus nicht beteiligt
Tla(mi) Jminimal invasives Adenokarzinom (solitéres Adenokarzinom mit
tberwiegend lepidischem Wachstumsmuster, <3 cm in der gréften
Ausdehnung mit einem invasiven Anteil <5 mm)
Tla groRter Durchmesser <1 cm
Tlb groRter Durchmesser >1 und <2 cm
Tilc groRter Durchmesser >2 und <3 cm
T2 groRter Durchmesser >3 und <5 cm oder
o Infiltration des Hauptbronchus unabhéngig vom Abstand von
der Karina, aber ohne direkte Invasion der Karina oder
Infiltration der viszeralen Pleura oder
tumorbedingte partielle Atelektase oder obstruktive
Pneumonie, die bis in den Hilus reichen und Teile der Lunge
oder die gesamte Lunge umfassen
T2a groRter Durchmesser <4 cm
T2b groRter Durchmesser >4 und <5 cm
T3 e grofter Durchmesser >5 aber <7 cm oder
e Infiltration von Thoraxwand (inklusive Sulcus superior),
parietaler Pleura, N. phrenicus, parietales Perikard oder
e separate(r) Tumorknoten im selben Lungenlappen wie der
Priméartumor
T4 e groRter Durchmesser >7 cm oder

e mit direkter Infiltration von Diaphragma, Mediastinum, Herz,
groRRen GeféaRen (V. cava, Aorta, Pulmonalarterie,
Pulmonalvene intraperikardial), Trachea, N. laryngeus
recurrens, Osophagus, Wirbelkorper, Karina oder

e separate(r) Tumorknoten in einem anderen ipsilateralen
Lungenlappen

Quelle: In Anlehnung an Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche
Krebshilfe, AWMF), 2022, pp. 123-124
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Tabelle 27: TNM-Klassifikation der Lungenkarzinome, N- und M-Stadium

M (Fern-
metastasen)

Kategorie Stadium Beschreibung
N (regionére NO keine Lymphknotenmetastasen
Lymphknoten) N1 Metastase in ipsilateralen peribronchialen und/oder ipsilateralen
hilaren Lymphknoten und/oder intrapulmonalen Lymphknoten
(einschlieRlich direkter Invasion dieser Lymphknoten durch den
Primartumor)
N2 Metastase in ipsilateralen mediastinalen und/oder subkarinalen
Lymphknoten
N3 Metastase in kontralateralen mediastinalen, kontralateralen hilaren,

Lzmehknoten

ipsi- oder kontralateral tief zervikalen, supraklavikularen

MO keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

M1la separater Tumorknoten in einem kontralateralen Lungenlappen
Pleura und/oder Perikard mit knotigem Befall
maligner Pleuraerguss
maligner Perikarderguss

M1b isolierte Fernmetastase in einem extrathorakalen Organ

Mlc mehrere Fernmetastasen (>1) in einem oder mehreren Organen

Quelle: In Anlehnung an Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche
Krebshilfe, AWMF), 2022, pp. 125, 131
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Tabelle 28: Klassifikation der Tumorstadien des Lungenkarzinoms nach UICC (8. Auflag_;e)

Stadium Priméartumor Lymphknoten Fernmetastasen
0 Tis NO MO
IA1 T1a(mi) NO MO
Tla NO MO
IA2 Tib NO MO
IA3 Tic NO MO
B T2a NO MO
A T2b NO MO
1B Tla-c N1 MO
T2a N1 MO
T2b N1 MO
T3 NO MO
A Tla-c N2 MO
T2a-b N2 MO
T3 N1 MO
T4 NO MO
T4 N1 MO
1B Tla-c N3 MO
T2a-b N3 MO
T3 N2 MO
T4 N2 MO
nc T3 N3 MO
T4 N3 MO
IVA jedes T jedes N Mla
jedes T jedes N M1b
VB jedes T jedes N Mlc

Quelle: In Anlehnung an Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche
Krebshilfe, AWMF), 2022, p. 132
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Anhang

94.2 Ergebnisse der Mutationsanalyse

94.2.1 Mutationen im Gesamtkollektiv

Tabelle 29: Mutationen im EGFR-Gen

Veranderung auf Ebene der Basen Exon Status (,,haufig*, ,,selten*, synonym) | N
Qvo1* 18 ,,selten” 1
G719A 18 ,,selten® 2
AT22A 18 synonym 1
L707S 18 ,,selten” 1
G724S 18 ,,selten” 1
Deletionsmutationen 19 ,haufig* 28
L747P 19 ,,selten” 1
T790M 20 ,,selten” 4
Q787Q 20 synonym 314
S768I 20 ,,selten”
P794L 20 ,,selten®
F795L 20 ,,selten®
T790A 20 ,,selten®
L858R 21 ,haufig” 12
K860E 21 ,,selten®
R836R 21 synonym
P848L 21 ,,selten”
Summe (inkl. synonyme Varianten) | 374
Summe (exkl. synonyme Varianten) | 58

Tabelle 30: Mutationen im KRAS-Gen

Veranderung auf Ebene der Basen

Exon N

Gi12C

G12D

G128

G13C

Gi1z2v

G12A

G12R

NN NN NN
| Bl O W N -

Summe | 32
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94.2.2 Mutationen im EGFR-Gen

94.2.2.1, Hauftige EGFR-Mutationen*

Tabelle 31: Falle mit Deletion in Exon 19

Eligg MT/WT-Ratio Komutationen
3 0,56

4 0,28

5 2,02 T790M (Exon 20)
6 0,38

7 0,55

8 1,42

9 0,89

10 homozygot

11 2,08

12 0,91

13 0,67

14 0,17

2 0,98 G12C (KRAS-Gen)
15 0,67

16 1,14

17 0,47

18 0,92

19 0,66

20 1,00

21 nicht bestimmbar

22 0,56 R836R (Exon 21)
23 1,35

24 1,16 T790M (Exon 20)
25 2,06 T790M (Exon 20)
26 1,33 T790M (Exon 20)
27 0,31

28 1,47

29 1,84

30 1,6
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Tabelle 32: Falle mit der Punktmutation L858R

Elilllz MT/WT-Ratio Komutation
31 0,46

32 0,13

33 0,28

34 2,87 Q701* (Exon 18)
35 0,30

36 0,61

37 homozygot

38 0,23

39 0,53 S768I (Exon 20)
40 1,60

41 0,53

42 2,6
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94.2.2.2,,Seltene Mutationen*

Tabelle 33: Falle mit ,,seltenen Mutationen*

Ela:I18 Mutation Komutation

34 Q701* (Exon 18) L858R (Exon 21)

43 G719A (Exon 18)

44 G719A (Exon 18)

45 AT722A (Exon 18)

46 L707S (Exon 18), L747P (Exon 19)

1 G724S (Exon 18) G12C (KRAS-Gen)
T790M (Exon 20) Deletionsmutation (Exon 19)

24 T790M (Exon 20) Deletionsmutation (Exon 19)

39 S768I (Exon 20) L858R (Exon 21)

47 T794L, F795L (jeweils Exon 20)

48 T790A (Exon 20)

49 K860E (Exon 21)

22 R836R (Exon 21) Deletionsmutation (Exon 19)

50 P848L (Exon 21)

51 P848L (Exon 21)

25 T790M (Exon 20) Deletionsmutation (Exon 19)

26 T790M (Exon 20) Deletionsmutation (Exon 19)

52 T790A (Exon 20)
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94.2.2.3 Multiple Mutationen

Tabelle 34: Féalle mit multiplen Mutationen

Elilé Mutation

34 Q701* (Exon 18), L858R (Exon 21)

5 T790M (Exon 20), Deletionsmutation (Exon 19)
39 S768l1 (Exon 20), L858R (Exon 21)

22 R836R (Exon 21), Deletionsmutation (Exon 19)
24 T790M (Exon 20), Deletionsmutation (Exon 19)
25 T790M (Exon 20), Deletionsmutation (Exon 19)
26 T790M (Exon 20), Deletionsmutation (Exon 19)
46 L707S (Exon 18), L747P (Exon 19)
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94.2.3 Mutationen im KRAS-Gen

Tabelle 35: Falle mit Mutation im KRAS-Gen

Eligl Mutation MT/WT-Ratio
53 Gl12C 2,57

54 Gl12C 0,31

55 G12D nicht bestimmbar
56 G12s 0,11

57 G13C 5,63

58 G1lz2v 3,86

59 G12A nicht bestimmbar
60 G13C nicht bestimmbar
61 G13C 0,59

62 G12s 0,08

63 Gi12C nicht bestimmbar
64 G12C nicht bestimmbar
65 G12C 1,11

66 G12C 0,37

67 G12R nicht bestimmbar
68 Gl2v 0,88

69 G12C 1

70 G12C 0,69

71 Gl2C 0,95

72 Gl12C 0,66

73 Gi12C nicht bestimmbar
74 G12A nicht bestimmbar
75 G12C 0,13

76 Gl12C 0,48

77 Gl2v 0,66

78 Gl2v 15

79 Gi12C 1,17

80 G12D 1,17

81 Gl12C 1,00

82 G12D 0,2

83 Glz2v 0,22
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94.3 Genderhinweis

Aus Grunden der besseren Lesbarkeit wurde in der vorliegenden Arbeit das generische Maskulinum

verwendet. Sofern nicht anders kenntlich gemacht, beziehen sich die verwendeten
Personenbezeichnungen auf alle Geschlechter.
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