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1 Einleitung 1

1  Einleitung

11 Kolorektale Karzinome

1.1.1 Epidemiologie

Das kolorektale Karzinom (KRK) zihlt zu den hdufigsten Krebserkrankungen weltweit, in
den USA ist es die vierthdufigste Krebsentitit hinter Mamma-, Bronchial- und Prostatakarzi-
nomen und die zweithdufigste krebsbedingte Todesursache (SEER). Die Surveillance, Epidemio-
logy and End Results DataBase (SEER) geht von einer Inzidenz des kolorektalen Karzinoms von
140.250 Personen im Jahr 2018 aus, wobei die Mortalitit auf 50.630 Individuen geschitzt wird
(SEER). Fir Deutschland registrierte das Robert Koch-Institut im Jahre 2014 rund 33.120
Neuerkrankungen bei Minnern und rund 27.890 bei Frauen. Insgesamt verstarben 11.932
Frauen und 13.580 Minner 2014 in Deutschland an Darmkrebs (Krebsdaten 2018a; Robert
Koch-Institut 2018a).

1.1.2  Therapie des kolorektalen Karzinoms — aktuell und in Zukunft

Die aktuelle leitliniengerechte Therapie des kolorektalen Karzinoms umfasst mehrere Siulen,
darunter die operative Therapie, die systemische Chemotherapie, verschiedene lokale Inter-
ventionsverfahren zur Behandlung von Fernmetastasen sowie molekulare Therapieansitze mit
monoklonalen Antikérpern (epidermal growth factor receptor EGEFR)-Antikorper, vascular endothelial
growth factor (VEGF)-Antikorper) und Immuncheckpoint-Inhibitoren bei mikrosatelliteninsta-
bilen kolorektalen Karzinomen (Leitlinienprogramm-Onkologie 2017). Initial nimmt die chi-
rurgische Resektion den hochsten Stellenwert ein. Bei primar nicht gegebener Resektabilitit
wird insbesondere beim Rektumkarzinom eine neoadjuvante Therapie aus Radio- und Che-
motherapie durchgefithrt. Im metastasierten Stadium erfolgt eine molekulare Subtypisierung
des KRK, um die molekularen Therapieoptionen zielgerichtet einsetzen zu kénnen. Bislang
beschrinken sich die molekularen Analysen in der Klinik routinemaf3ig auf Mutationen in den
Genen KRAS (rat sarcoma)/ NRAS und BRAF (rapidly accelerated fibrosarcoma) sowie auf die Ana-
lyse der Mikrosatelliteninstabilitit (MSI) (Van Cutsem et al. 2016). Bei einer vorliegenden
RAS-Mutation ist eine EGFR-Antikérpertherapie unwirksam (Amado et al. 2008; Karapetis et
al. 2008; Lievre et al. 2000).

Beziiglich der personalisierten Therapieoptionen haben sich fiir die Therapie des kolorektalen

Karzinoms seit der Etablierung von EGFR- und VEGF-Antikérpern in den letzten Jahren
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wenige Neuerungen ergeben. Hingegen ist vor allem die in vielen Fillen zu beobachtende Re-
sistenzentwicklung (de-novo-Resistenz) gegentiber einer EGFR-Antikérpertherapie Gegenstand
intensiver Forschung. In diesem Zusammenhang scheinen Mutationen in den Genen KRAS,
NRAS, BRAF sowie Amplifikationen von MET (mesenchymal-epithelial transition factor) und
HER?2 (buman epidermal growth factor receptor 2) von Bedeutung zu sein (Bertotti et al. 2011;
Kavuri et al. 2015; Misale et al. 2014). Auch eine PIK3CA (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-
kinase catalytic subunit alpha)-Exon-20-Mutation koénnte moglicherweise fir eine EGFR-
Resistenzentwicklung verantwortlich sein (Karapetis et al. 2014; Tian et al. 2013). Ferner
konnten aktivierende HERZ2-Mutationen sowie HERZ2-Amplifikationen neben ihrer Bedeu-
tung fir die Resistenzentwicklung (Bertotti et al. 2011; Kavuri et al. 2015) auch einen thera-
peutischen Ansatzpunkt darstellen. In einer Phase-1I-Studie zeigte sich ein Ansprechen der
HERZ2-aberranten Tumoren unter Inhibition des Rezeptors (Sartore-Bianchi et al. 2016). Zur
Integration dieser Beobachtungen in den klinischen Alltag bedarf es weiterer Studien, um die

personalisierten Therapieoptionen weiter zu verbessern.

1.1.3 Therapieoptionen beim oligometastasierten kolorektalen Karzinom

Kolorektale Karzinome, die in einem frithen und lokal begrenzten Stadium diagnostiziert wer-
den, sind durch eine operative Therapie des Primirtumors gut zu behandeln und haben exzel-
lente Heilungschancen. Mit zunehmender Tumorausdehnung und Infiltration der umgeben-
den Strukturen verschlechtert sich die Prognose hingegen kontinuierlich. Daher sollte die rela-
tive 5-Jahres-Uberlebensrate nicht fiir die Entitit des kolorektalen Karzinoms als solches,
sondern fir die verschiedenen Tumorstadien getrennt betrachtet werden. Fiir die USA wurden
diese Daten vom National Cancer Institute (NCI) in der SEER Database verotfentlicht. Entschei-
dend sind in diesem Zusammenhang die relativen Ubetlebens-/Sterberaten. Im Vergleich zu
absoluten Uberlebens-/Sterberaten gehen in die relativen Raten nur die Patienten ein, welche
allein bedingt durch die Krebserkrankung verstorben sind (Krebsdaten 2018b; Robert Koch-
Institut 2018b). Rund 39% der kolorektalen Karzinome werden im lokal begrenzten Stadium
(Ia-11 nach UICC (Union internationale contre le cancer)-Klassifikation) diagnostiziert und die rela-
tive 5-Jahres-Uberlebensrate liegt bei 89,8%. Bei einer bestehenden Lymphknotenmetastasie-
rung (Stadium II1 nach UICC) erreicht die relative 5-Jahres-Uberlebensrate bei leitlinienge-
rechter Therapie immer noch 71,1%. Das entscheidende Ereignis hingegen, welches die Prog-
nose der Patienten gravierend verschlechtert, ist die himatogene Fernmetastasierung (Stadium
IV nach UICC). In diesem Stadium fillt die relative 5-Jahres-Uberlebensrate auf 13,8%
(SEER). Einige Patienten weisen im Stadium IV bereits eine multiple Fernmetastasierung in

mehrere Organe auf, bei anderen besteht eine oligometastatische Erkrankung. Mit dem Begriff
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»oligometastatisch® werden im Lexikon des National Cancer Institutes Tumoren dann bezeich-
net, wenn sie eine geringe Anzahl von metastatischen Absiedlungen in einem oder zwei ande-
ren Organen aufweisen (Cancer.gov). Die Ewropean Society for Medical Oncology (ESMO)-
Konsensus-Leitlinie definiert den Begriff wenig prizise und spricht von einer begrenzten An-
zahl von Metastasen (bis zu finf, selten mehr) in meist bis zu zwei Organen (Van Cutsem et
al. 2016).

Fir diese Arbeit sollen nun die Patienten mit oligometastatischem kolorektalen Karzinom und
Metastasenlokalisation in der Leber betrachtet werden, welches eine hdufige klinische Konstel-
lation darstellt. Zur Planung einer multimodalen Therapie werden die Patienten zunichst an-
hand ihres Allgemeinzustandes und ihres dementsprechenden Eignungsgrades fiir eine Che-
motherapie in drei Gruppen aufgeteilt: Patienten, welche fiir eine intensive Chemotherapie
geeignet erscheinen; Patienten, die fiir eine moderate Chemotherapie in Frage kommen; Pati-
enten, denen keine Chemotherapie zugemutet werden kann (Leitlinienprogramm-Onkologie
2017). Bei einer bestehenden Oligometastasierung kommt der Metastasenchirurgie eine tra-
gende Rolle zu. Ob zusitzlich zur Metastasenresektion eine neoadjuvante Chemotherapie er-
folgen sollte, hingt nicht nur davon ab, ob die Metastasen primir operabel sind, sondern auch
von prognostisch relevanten Faktoren des einzelnen Patienten. Letztere umfassen klinische
Parameter wie sie im FONG-Score zusammengefasst werden (bestehende Lymphknoteninfilt-
ration des Primidrtumors, Zeitspanne zwischen Primirtumor und Manifestation der Metasta-
sen <1 Jahr, Tumoranzahl >1, prioperativer CEA (Carcinoembryonales Antigen)-Wert >200
ng/ml, groBter Tumor >5 cm messend) sowie eine bestehende extrahepatische Manifestation
(Fong et al. 1999; Van Cutsem et al. 2016). Die synchrone Metastasierung ist mit einem un-
gunstigeren Verlauf und einer schlechteren Prognose assoziiert als die metachrone Metastasie-
rung (Mekenkamp et al. 2010; van der Pool et al. 2010). Bei Votliegen von zwar primir resek-
tablen Metastasen, jedoch prognostisch ungiinstigen Kriterien empfiehlt die Leitlinie zunédchst
eine systemische Therapie zum Erreichen einer Stabilisierung der Erkrankung. Innerhalb der
nichsten Monate sollte dann in einem zweiten Schritt die Resektion erfolgen (Van Loon und
Venook 2014). Bei primir resektablen Metastasen und prognostisch giinstigen Kiriterien soll
die primire Resektion der Metastasen durchgefithrt werden (Leitlinienprogramm-Onkologie
2017). Ob eine adjuvante Chemotherapie nach Metastasenresektion sinnvoll ist, bleibt bislang
unklar (Leitlinienprogramm-Onkologie 2017). Sollte eine Reduktion der Tumortlast nicht in
hinreichendem Malle durch die Metastasenchirurgie erzielt werden kénnen, stehen weitere
lokale Interventionsverfahren zur Verfiigung, wie z. B. die Radiofrequenzablation, die
Brachytherapie, die intraarterielle Chemotherapie der Leber oder die hypertherme Chemothe-

rapie.
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Die Auswahl des Chemotherapieregimes orientiert sich an der molekularen Subtypisierung des
Tumors sowie am Allgemeinzustand des Patienten.

Trotz der aufgefithrten multimodalen Therapie haben viele Patienten mit oligometastasiertem
kolorektalen Karzinom immer noch ein sehr schlechtes klinisches Outcome. Patienten mit
wenigen Metastasen, die auf die Leber und eventuell zusitzlich auf die Lunge beschrinkt sind,
erreichen bei mikroskopischer RO-Resektion der Metastasen ein Langzeitiiberleben in 20-50%
der Fille (Weiser et al. 2013). Die Lungenbeteiligung scheint insgesamt mit einer besseren
Prognose einherzugehen als die Lebermetastasierung. Das mediane Gesamtiiberleben von
Patienten, welche einzig Lungenmetastasen aufwiesen, betrug 41,1 Monate im Vergleich zu
22,8 Monaten bei den Patienten mit auf die Leber beschrinkten Metastasen (Khattak et al.
2012). In retrospektiven Studien konnten Giacchetti et al. bei Patienten, welche eine neoad-
juvante Chemotherapie und sekundire Metastasenresektion erhielten, ein 5-Jahres-Uberleben
in knapp 50% der Fille zeigen (Giacchetti et al. 1999). Somit verbleiben rund 50% der Patien-
ten, welche in den auf die Metastasenchirurgie folgenden Jahren multiple Organmetastasen
entwickeln (Kanas et al. 2012). Van Cutsem et al. berichten sogar von einer Rezidivrate von
bis zu 75% (Van Cutsem et al. 2014). Dem gegeniiber steht eine Gruppe von Patienten, bei
denen unter adiquater Therapie ein lingerfristiges Uberleben und manchmal sogar eine Hei-
lung méglich sind. Bislang ist unklar, welche Faktoren dazu fihren, dass das klinische Outco-
me der Patienten mit oligometastasiertem KRK so heterogen ist und prognostische Marker
fehlen weitgehend. Fir die Gruppe von Patienten, die unter einem sehr raschen Tumorpro-
gress leiden, sind neue effektive Therapicoptionen dringend erforderlich. Hier bedarf es der
Identifizierung von pridiktiven Biomarkern und molekularen Targets, welche die Patienten
mit einer ungiinstigen Prognose identifizieren und einen potentiellen therapeutischen Ansatz-

punkt darstellen kénnen.

1.2 Fibroblast growth factor-Rezeptoren (FGFR) und — Liganden

1.2.1  Struktur
Die fibroblast growth factor-Rezeptoren (FGFRs) werden auf der Oberfliche vieler verschiedener

Zellen exprimiert und steuern zentrale Vorginge in der Embryonalentwicklung sowie bei der
Zellproliferation, Differenzierung und Angiogenese im erwachsenen Organismus (Turner und
Grose 2010). Zur FGFR-Familie gehoren vier Rezeptortyrosinkinasen (FGFR1-4), welche aus
einer extrazelluliren Bindungsdomaine, die drei Bindungsstellen fiir Immunglobuline enthilt
(Ig I, Ig II und Ig III), einer transmembraniren Helix sowie einer in das Zytoplasma ragenden

Tyrosinkinase aufgebaut sind. Ig II und Ig III bilden zusammen die Bindungsstelle fiir den
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FGFR-Liganden (Turner und Grose 2010). Insgesamt gibt es 18 fibroblast growth factors (FGFs):
FGF1-FGF10 und FGF16-FGF23. Dies sind Glykoproteine, welche die FGFRs spezifisch
aktivieren. FGF11-FGF14 werden hier nicht mit eingeschlossen. Obwohl sie den FGFs struk-
turell sehr ahnlich sind, sind sie nicht in der Lage, FGFRs zu aktivieren. FGF15 hat keine Be-
deutung im menschlichen Organismus, sondern stellt das Korrelat zu FGF19 in der Maus dar
(Beenken und Mohammadi 2009). Funktionell konnen die FGFs in zwei Gruppen unterteilt
werden, wovon die eine Gruppe, welcher der Grof3teil der FGFs angehort, eine parakrine Sti-
mulation auf die Zielzellen austbt und die zweite Gruppe, bestehend aus FGF19, FGF21 und
FGF23, als Hormone eine endokrine Wirkung entfaltet (Beenken und Mohammadi 2009).
Letztere benttigen im Rahmen der endokrinen Stimulierung bestimmte Klotho-Proteine als
Co-Faktoren, die die Interaktion von Ligand und Rezeptor etleichtern (Grose und Dickson

2005; Kurosu et al. 2000).

1.2.2 Physiologie des FGF-/FGFR-Signalwegs
Um die FGFRs zu aktivieren, binden FGFs an Ketten aus Heparansulfatproteoglykanen

(HPSGs) auf der Zelloberfliche (Ori et al. 2008). Die HPSGs stabilisieren hierbei die Bindung
zwischen Ligand und Rezeptor und schitzen die FGFs vor Denaturierung (Mohammadi et al.
2005; Ornitz und Itoh 2001). Eine spezifische Liganden-Rezeptor-Bindung wird durch ver-
schiedene Mechanismen ermdglicht: Alternatives Spleilen der FGFR-mRNA sorgt fiir eine
gewebsspezifische Expression der FGFRs (Orr-Urtreger et al. 1993); eine Liganden-Rezeptor-
Spezifitit wird durch Unterschiede in der Basensequenz der verschiedenen FGFs und FGFRs
erreicht (Beenken und Mohammadi 2009; Mohammadi et al. 2005; Zhang et al. 2000).

Nach Dimerisierung des Rezeptors und Autophosphorylierung der zytoplasmatischen Doma-
ne interagiert die FGFR-Tyrosinkinase mit verschiedenen Proteinen, die im Verlauf Signalwe-
ge wie RAS-RAF-MAPK (mitogen-activated protein kinase), STAT (signal transducers and activators of
transcirption) und PI3K (Phosphoinositid-3-Kinasen)-4KT (Proteinkinase B) aktivieren (Abbil-
dung 1) (Eswarakumar et al. 2005; Turner und Grose 2010). Auch eine Inhibierung dieser
Signalwege ist tber eine Internalisierung der Rezeptoren sowie tiber eine die Signalkaskade
abschwichende oder hemmende Wirkung verschiedener Mediatoren mdglich, darunter CBL
(casitas B-lineage lymphoma), ERK1 (extracellular signal-regulated finases) und ERK2, MKP3
(MAPK-Phosphatase), SEF (similar expression to FGF genes) und Sprouty (SPRY)-Proteine.
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Abbildung 1: FGF-Rezeptor

Abbildung 1: HPSG, Heparansulfatproteoglykane; RAS, rat sarcoma; RAF, rat fibrosarcoma,
MAPK, wmritogen-activated protein kinases; STATS, signal transducer and activator of transcription proteins,
PI3K, Phosphoinositid-3-Kinasen; AKT, entspricht PKB, Proteinkinase B; P, Phosphorylie-
rung; modifiziert nach Chae et al. (2017); Turner und Grose (2010).

1.2.3 FGF-FGFR-Signalweg in malignen Tumoren

In vielen verschiedenen malignen Tumoren sind Aberrationen im FGFR-Signalweg beschrie-
ben worden. Die Folgen sind tibermiBige Zellproliferation, -migration und Neovaskularisati-
on, welche die Tumorentstehung férdern und den Tumorprogress beschleunigen (Grose und
Dickson 2005; Turner und Grose 2010). Der FGFR-Signalweg kann sowohl durch genetische
Alterationen wie Amplifikationen, Translokationen oder gain-of-function-Mutationen aktiviert
werden als auch durch Aberrationen auf der RNA-Expressionsebene. Genamplifikationen
kénnen in einer Uberexpression des Rezeptors oder Liganden resultieren; Translokationen
lassen ein Fusionsprotein entstehen, welches, ebenso wie gain-of-function-Mutationen, eine Lig-
anden-unabhingige Rezeptoraktivierung ermdglicht. Funktionelle Alterationen fihren zu einer
Rezeptor- oder Liganden-Uberexpression. Ferner kann durch alternatives Spleien der FGFRs
die Zahl passender Liganden vergroflert werden (Eswarakumar et al. 2005; Grose und
Dickson 2005). Eine Vielzahl solider Tumoren sowohl epithelialen als auch mesenchymalen
Ursprungs ist mit spezifischen FGFR-Alterationen assoziiert (Taylor et al. 2009; Turner und
Grose 2010). FGFR7-Amplifikationen finden sich in 20% der Plattenepithelkarzinome der
Lunge (Weiss et al. 2010), in 5% der kleinzelligen Lungenkarzinome (Schultheis et al. 2014)
sowie in 10% der Mammakarzinome (Coutrjal et al. 1997; Reis-Filho et al. 2006). FGFR2-
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Amplifikationen und -Mutationen lassen sich in ca. 5% der Magenkarzinome nachweisen
(Jung et al. 2012). FGFR3-Mutationen zeigen sich hdufig in Harnblasenkarzinomen, wobei 50-
60% der nicht-muskelinvasiven und 10-15% der muskelinvasiven Karzinome davon betroffen
sind (Al-Ahmadie et al. 2011; Touat et al. 2015). FGFR3-Translokationen findet man in 3-7%
der Glioblastome (Parker et al. 2013; Singh et al. 2012) und in 15-20% der Myelome (Chesi et
al. 1997; Dieci et al. 2013).

Selten konnen FGEFR-Alterationen auch eine hemmende Wirkung auf die Karzinogenese ent-
falten wie es z. B. fur die FGFR2-Expression in Harnblasenkarzinomen beschrieben wurde
(Ricol et al. 1999). In den allermeisten Fillen foérdern sie jedoch das Tumorwachstum und
verschlechtern die Prognose (Turner und Grose 2010). Eine Assoziation von FGFR-
Alterationen und einer rascheren Tumorprogression zeigte sich z. B. in Mammakarzinomen
mit einer FGFR1-Expression (Courjal et al. 1997; Shi et al. 2016), in Magenkarzinomen mit
einer FGFR2-Amplifikation (Jung et al. 2012), in Endometrium-Karzinomen mit einer
FGFR2-Mutation (Jeske et al. 2017), in HPV (humanes Papilloma Virus)-negativen HNSCC
(bead and neck. squamons cell carcinoma) mit einer FGFR1-Protein-Uberexpression (Koole et al.
2016) und in Plattenepithelkarzinomen der Lunge mit einer FGFR7-Amplifikation (Seo et al.
2014).

Eine tbermifige Stimulation des FGFR-Signalwegs kann auch durch Alterationen der FGF-
Liganden entstehen. So kénnen FGF-Amplifikationen in einer FGF-Uberexpression resultie-
ren, wodurch eine autokrine oder parakrine Schleife entsteht, welche den Rezeptor permanent
stimuliert (Dienstmann et al. 2014). In diesem Zusammenhang sind vor allem die FGF-
Liganden 3,4, und 19 zu nennen. Eine FGF3,4,79-Co-Amplifikation wurde von Parish et al. in
5,6% fortgeschrittener Karzinome beschrieben (Parish et al. 2015). Da die drei Liganden in
einem Cluster auf dem langen Arm von Chromosom 11 (11q13) zusammen liegen, findet sich
hier oft eine Co-Amplifikation. Eine FGF3-Amplifikation zeigte sich dariiber hinaus in 15-
20% der Mammakarzinome und war mit einem rascheren Tumorfortschritt verbunden (Parish
et al. 2015). FGF19 stellt, unter anderen, fiir FGFR1 und fir FGFR4 einen wichtigen Ligan-
den dar (Yang et al. 2012).

1.2.4 FGFR-Tyrosinkinase-Inhibitoren in der Krebstherapie

Angesichts des hdufigen Vorkommens von FGFR-Alterationen in verschiedenen Tumorenti-
titen werden aktuell eine Vielzahl von selektiven und nicht-selektiven Tyrosinkinase-

Inhibitoren in klinischen Studien der Phasen I und II getestet. Erstere hemmen selektiv die
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FGFR-Tyrosinkinase, letztere inhibieren neben den FGFRs noch weitere Tyrosinkinasen wie
PDGYRs (platelet-derived growth factor receptor) und VEGFRs. Multi-Tyrosinkinase-Inhibitoren
erscheinen aufgrund des breiteren Spektrums an molekularen Zielstrukturen effektiver, brin-
gen dadurch jedoch auch mehr Nebenwirkungen mit sich (Turner und Grose 2010). Hier sind
vor allem Bluthochdruck, kardiale sowie gastrointestinale Nebenwirkungen, Proteinurie sowie
Nebenwirkungen an Haut und Auge zu nennen. Die FGFR-selektiven Tyrosinkinase-
Inhibitoren hingegen verursachen typischerweise eine Hyperphosphatimie, welche eine Ge-
webskalzifizierung verursacht (Chae et al. 2017; Dienstmann et al. 2014).

Aktuelle klinische Studien der Phase I und II zeigen vielversprechende Ergebnisse. In einer
Phase-I1-Studie in metastasierten kolorektalen Karzinomen war Nintedanib, ein VEGFR- und
PDGFR-Inhibitor mit hemmender Wirkung auf FGFRs, in Kombination mit systemischer
Chemotherapie der Standardtherapie zuziiglich Bevacizumab nicht unterlegen. Bei intensiv
vorbehandelten Patienten war Nintedanib hinsichtlich des progressionsfreien Uberlebens so-
wie der Lebensqualitit der Standardtherapie sogar tberlegen (Rossi et al. 2017). Fir Lucitanib,
ein VEGFR1-3, PDGFRa/ und FGFR1-3 Inhibitor, konnte in einer klinischen Studie der
Phase I/II (FINESSE, NCT020536306) ein an RECIST (response evaluation criteria in solid tumonrs)
gemessenes Ansprechen bei sechs von zwolf metastasierten, Ostrogen—Rezeptor—positiven
Mammakarzinomen mit einer FGFR7- oder FGF 3,4,719-Amplifikation erreicht werden (Soria
et al. 2014). In metastasierten Nierenzellkarzinomen, welche zuvor mit VEGFR- und mTOR
(mechanistic target of rapamycin)-Inhibitoren behandelt worden waren, zeigte sich Dovitinib (No-
vartis), ein FGFR, VEGFR, PDGFR, CSF (colony-stimulating factor)-1 und c-Kit Inhibitor, tber
eine Blockade von FGFR1 wirksam (Chae et al. 2017; Escudier et al. 2014). In einer klinischen
Studie der Phase I zeigte Lenvatinib (E7080, FEisai), ein Inhibitor von FGFR, VEGFR,
PDGFR, RET (rearranged during transfection) und KIT, eine Ansprechrate von 15,6% und eine
stable disease (SD) fur mindestens 23 Wochen in 24,7% fortgeschrittener Tumore (Hong et al.
2015).

Die Gruppe der selektiven FGFR-Tyrosinkinase-Inhibitoren zeigte ebenfalls eine gute Wirk-
samkeit bei einer Vielzahl von Tumoren. BGJ398, ein selektiver FGFR1-3-Tyrosinkinase-
Inhibitor, zeigte bei FGFR3-mutierten Harnblasen- und Urothelkarzinomen sowie FGFRT-
amplifizierten Plattenepithelkarzinomen der Lunge ein partielles Ansprechen bei guter Ver-
traglichkeit (Nogova et al. 2017). Auch bei Cholangiokarzinomen mit einer FGFR2-Fusion
sowie in FGFR7-amplifizierten Mammakarzinomen zeigte sich ein Ansprechen der Tumoren
(Sequist et al. 2014). Der Pan-FGFR-Inhibitor BAY1163877 erreichte in einer Phase-I-Studie
eine Tumorverkleinerung bei sieben von acht Patienten (87,5%) mit Urothelkarzinomen, wel-

che eine FGFR3-mRNA-Uberexpression aufwiesen (Joerger et al. 2017). Auch der Pan-
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FGFR-Inhibitor JNJ-42756493 hat sich in einer klinischen Studie der Phase I bei therapiere-
fraktiren Tumoren sowie Lymphomen bewihrt (NCT01703481). Die partielle Ansprechrate
lag bei 22% in diesen Tumoren (5/23), wobei alle finf eine FGFR2- oder FGFR3-
Translokation aufwiesen (Tabernero et al. 2015). SchlieB3lich ist noch der selektive FGFR-
Inhibitor AZD4547 zu nennen, welcher vielversprechende Ergebnisse in einer klinischen Pha-
se-II-Studie bei Patienten mit fortgeschrittenen Magen-, Bronchial-, und Mammakarzinomen
mit einer FGFR7- oder FGFR2-Amplifikation zeigte. Bei den FGFRT7-amplifizierten
Mammakarzinomen lag die Ansprechrate bei 12,5%; bei den FGFRZ-amplifizierten gast-
roosophagealen Karzinomen lag sie sogar bei 33% (Smyth et al. 2015).

1.2.5 Pradiktive Biomarker fiir eine anti-FGFR-Therapie

Angesichts der teils vielversprechenden Erfolge der anti-FGEFR-Therapie, stellt sich die Frage
nach geeigneten pridiktiven Biomarkern, welche die Patienten identifizieren, welche von
FGFR-Inhibitoren profitieren koénnten. Bislang wurden meist genetische Alterationen der
FGFRs und FGFs, darunter Amplifikationen, Genfusionen oder Mutationen als Einschlusskri-
terium fur klinische Studien verwendet (Guagnano et al. 2012; Guffanti et al. 2016; Kaibori et
al. 2016; Nogova et al. 2017). Einige konnten auch eine positive Korrelation zwischen dem
Vorhandensein von genetischen FGFR-Alterationen und dem Therapieansprechen zeigen. Die
Autoren einer aktuellen Phase-I-Studie mit dem Pan-FGFR-Inhibitor BAY1163877 favorisie-
ren jedoch ein erhohtes mRINA-Expressionsniveau anstelle von genetischen Alterationen zur
Auswahl von Patienten fur eine anti-FGFR-Therapie. In der genannten Studie zeigte die
Mehrzahl der Tumoren, welche auf die Therapie ansprachen, erhéhte mRNA-
Expressionsniveaus von FGFR1-3, jedoch keine genetischen FGFR-Alterationen. Das
mRNA-Expressionsniveau wurde dabei mittels RNA-zz-situ-Hybridisierung (RNAScope) und
Nanostring  bestimmt;  genetische  Alterationen wurden mittels Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH) ermittelt (Joerger et al. 2017). Auch Wynes et al. und Goke et al. sehen
eine erh6hte FGFR-mRNA- und Proteinexpression als verldsslicheren Parameter gegeniiber
der Genkopienzahl zur Vorhersage eines Therapieansprechens bei Patienten mit Bronchial-

karzinomen und HNSCC (Goke et al. 2015; Wynes et al. 2014).
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1.3  Zielsetzung

Trotz der bestehenden multimodalen Therapicoptionen ist das Outcome der Patienten mit
oligometastasiertem kolorektalen Karzinom bislang immer noch unbefriedigend. Es fehlt an
prognostischen Markern, welche die Patientengruppe mit einem ungunstigen Krankheitsver-
lauf identifizieren, und an Therapicoptionen, um diese effektiv zu behandeln. FGFR-
Alterationen haben sich als potentielle molekulare Zielstrukturen in verschiedenen Tumorenti-
titen erwiesen und FGFR-Inhibitoren vielversprechende therapeutische Erfolge gezeigt. Im
kolorektalen Karzinom sind sie bislang wenig erforscht und ihre Bedeutung ist weitgehend

unklar.

Ziel dieser Arbeit ist es nun, Antworten auf die folgenden Fragen zu finden:

Wie ist die Privalenz von FGFR- und FGF-Alterationen in primiren kolorektalen Karzino-
men?

Wie ist die Pravalenz derselben in Lebermetastasen oligometastasierter kolorektaler Karzino-
me?

Haben FGFR- und FGF-Alterationen eine prognostische Bedeutung in kolorektalen Karzi-
nomen?

Besteht eine Korrelation der FGFR- und FGF-Alterationen mit den molekularen Subtypen

des kolorektalen Karzinoms?
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2 Material und Methoden

21 Material

2.1.1 Probenkollektiv

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei getrennte Kohorten von 140 Primirtumoren kolorek-
taler Karzinome, davon 70 Kolon- und 70 Rektumkarzinome sowie 63 Lebermetastasen kolo-
rektaler Karzinome untersucht. Primirtumoren und Lebermetastasen stammten dabei von
verschiedenen Patienten. Es wurden Lebermetastasen von insgesamt 55 Patienten analysiert,
wobei von drei Patienten jeweils mehrere Metastasen untersucht wurden. Ferner wurde in
einem Fall nicht nur die Lebermetastase, sondern auch der dazugehérige Priméirtumor sowie
dessen Lymphknotenmetastase untersucht.

Bei den Priparaten handelte es sich um Resektate von Primartumoren und um Resektate von
Lebermetastasen oligometastasierter Patienten, welche von erfahrenen Pathologen begutachtet
wurden. Die Metastasen wurden zwischen 2011 und 2014 im Rahmen der Leberchirurgie oli-
gometastasierter Patienten zusammengetragen. Eine Charakterisierung der Patientenkohorte
beziiglich klinischer und histopathologischer Parameter sowie Informationen zum durchge-
fihrten Therapieregime finden sich in Tabelle 1. Follow-up-Daten wurden aus dem lokalen
Krebsregister der Klinik oder vom behandelnden Arzt bezogen. Das Gesamtiiberleben wurde
definiert als die Zeit zwischen der chirurgischen Resektion des Primirtumors und dem krebs-

bedingten Tod des Patienten.
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Tabelle 1: Charakterisierung der Fallkohorten

Primartumoren Metastasen
(n=140) (n=55)

Tabelle 1: * Ein Patient hatte gleichzeitig ein Kolon (Z6kum)- sowie ein Rektumkarzinom,
sodass unklar war, welches Karzinom die Metastasen vetrursachte; T, Grofle des Primirtu-
mors; N, regionaler Lymphknotenstatus; M, Fernmetastasen; anti-EGFR, Antikérper gegen
den epidermal growth factor receptor ; anti-VEGF, Antikorper gegen den vascular endothelial growth
factor. Tabelle modifiziert nach Fromme et al. (2018).

Das Projekt wurde von der lokalen Ethik-Kommission genehmigt (EK-Nr. 21/3/11).
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2.2 Methoden

2.2.1 Tissue microarrays (TMAs)

Die vorliegenden Primirtumoren sowie die Lebermetastasen wurden anhand von Zissue
microarrays (TMAs) untersucht. Hierzu wurde das Gewebe zunichst in Formalin fixiert und in
Paraffin eingebettet (FFPE). Dann wurden aus den Paraffinblocken der einzelnen Primartu-
moren, die als Donorblocke dienten, je zwei Stanzzylinder mit einem Durchmesser von 1 mm
von Tumor- sowie angrenzendem Normalgewebe entnommen. Aus den Paraffinblécken der
Metastasen wurden je zwei Stanzzylinder mit einem Durchmesser von 1 mm entnommen, die
beide Tumorgewebe enthielten. Diese einzelnen Stanzen wurden darauthin in einen weiteren
Paraffinblock, den Empfiangerblock, hineingesetzt, sodass der Tumor und bei den Primartu-
moren das dazugehorige Normalgewebe, bei den Metastasen die beiden Gewebszylinder der-
selben Metastase, immer nebeneinander zu liegen kamen. Fur die Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH) wurden nun 4 um dicke Schnitte vom Empfingerblock angefertigt und
auf einen Objekttriger gezogen. Insgesamt konnten auf den TMAs der Metastasen bis zu 32

Metastasen auf einem Objekttriger untersucht werden, bei den Primartumoren waren es je-

weils 70 Tumoren je TMA. Die TMA-Blocke lagen vor.

2.2.2 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)
Die Fluoreszenz-in-sitn-Hybridisierung ist ein Verfahren, mit dem isolierte DNA und RNA

mithilfe von komplementir bindenden und mit Fluoreszenz-Farbstoffen markierten Sonden 77
sitn, d. h. im Zellkern einer einzelnen Zelle dargestellt werden kann (Langer-Safer et al. 1982;
Levsky und Singer 2003). Sie eignet sich sowohl zur Identifizierung von numerischen chro-
mosomalen Anomalien als auch wie in unserem Falle zum Nachweis von strukturellen chro-
mosomalen Aberrationen (z. B. Translokationen) und Genvervielfachungen (Amplifikatio-
nen). Hierfiir muss die DNA zunichst denaturiert werden, damit sie als Einzelstrang vorliegt.
Dann wird die Sonde hinzugegeben, ebenfalls bestehend aus einem DNA-Einzelstrang, des-
sen Basenabfolge so beschaffen ist, dass er komplementir an die gesuchte Basensequenz im
zu untersuchenden Gewebe binden kann. Diesen Prozess nennt man Hybridisierung. Nach
erfolgter Hybridisierung leuchtet die markierte Sonde unter dem Fluoreszenz-Mikroskop far-
big auf (Levsky und Singer 2003).

Fir die Fluoreszenz-in-sitn-Hybridisierung wurden zwei Arten von FISH-Sonden verwendet.
Dual Color Break Apart Probes dienten zur Analyse chromosomaler Translokationen und Nuwsze-
rical Dual Color Probes zur Analyse von Genamplifikationen (Tabelle 2). Bei den Numerical Dual
Color Probes markiert meist der griin fluoreszierende Teil der Sonde das gesuchte Gen und der

orange fluoreszierende Teil eine Sequenz nahe dem Zentromer, welche relativ stabil ist und
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daher als interne Kontrolle genutzt werden kann. Nur bei zweien der hier verwendeten Son-
den ist die Markierung umgekehrt und das orange Signal entspricht dem gesuchten Gen (Ta-
belle 3). Bei den Amplifikationssonden werden die Genkopienzahl und die Anzahl der
Zentromer-Signale je Zellkern bestimmt. Daraus kann die Ratio, d. h. das Verhiltnis von
Genkopienzahl zur Anzahl der Zentromer-Signale berechnet werden. Die durchschnittliche
Genkopienzahl lasst sich durch das Verhiltnis der Anzahl der griinen Signale zur Zahl ausge-
werteter Zellen bestimmen, wobel in einem normalen disomen Zellkern, welcher sich in der
Interphase befindet, zwei Kopien jedes Gens und zwei Zentromere vorliegen. Folglich ergibt
sich eine durchschnittliche Genkopienzahl von 2 sowie eine Ratio von 1. Weiterhin wurden
die Zellen hinsichtlich einer moglichen Polysomie analysiert, welche durch das Vorhandensein
von mindestens drei Zentromer-Signalen definiert ist. Bei einer Monosomie zeigt sich hinge-
gen nur ein Zentromer-Signal. Um einen mdglichen Genzugewinn zu quantifizieren, wurde
neben der durchschnittlichen Genkopienzahl pro Zelle auch der Prozentsatz der Zellen ange-
geben, welche 25 oder 215 Genkopien aufwiesen. Diese Daten wurden in standardisierten

Auswertebogen festgehalten.

Tabelle 2: Verwendete FISH-Sonden

Alteration Rezeptor Verwendete Sonde Hersteller
Amplifikation FGFRT ZytoLight SPEC FGFR7/CENS Dual ZytoVision,
Color Probe Bremerhaven,
Deutschland
FGFR2 ZytoLight SPEC FGFR2/CEN10 «
Dual Color Probe
FGFR3 ZytoLight SPEC FGFR3/CEN4 Dual «
Color Probe
FGF3,4,19  ZytoLight SPEC FGF 3,4,19/CEN 11 «“
Dual Color Probe
FGFR4 POSEIDON FGFR4 (5q35)/5q11.2 Kreatech, Amster-
Probe dam, Niedetlande
Translokation FGEFRT ZytoLight SPEC FGFRT Dual Color ZytoVision,
Break Apart Probe Bremerhaven,
Deutschland
FGFR3 Agilent Sure FISH FGFR3 (BA) Probe  Agilent
Technologies,
CA, USA
FGFR1/ SPEC FGFR3 Break Apart/ FGFR2/ ZytoVision,
FGFR2/ FGFRT Quadruple Color Probe Bremerhaven,
FGFR3 Deutschland
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Tabelle 3: Charakterisierung der Amplifikationssonden

Rezeptor Lokalisation Fluoreszenzfarbe =~ CEN
des Target-Gens
FGFRT7 8p11.23-p11.22.  Griin D872
(Spectrum Green) (Zentromer 8)
FGFR2 10926.12-q26.13  Grin D10Z1
FGFR3 4p16.3 Grin 4p.11
(zentromernah)
FGFR4 (5935)/5q11.2 Rot 5q11.2
(Platinum Brigh?) (zentromernah)
FGF3,4,19 11q13.3 Orange D11Z71
(Spectrum Orange)

FGFR17 und FGFR3 wurden sowohl mit Amplifikations- als auch mit Translokationssonden
untersucht. FGFR3 wurde zusitzlich mit der Quadruple Color Probe analysiert (Tabelle 4). Bei
den Dual Color Break Apart Probes hybridisiert der griin fluoreszierende Teil der Sonde (5%
Signal) distal und der orange fluoreszierende Teil (3-Signal) proximal eines typischen mdgli-
chen Bruchpunkts des FGFR-Gens. Liegt keine Translokation vor, verschmelzen das orange
fluoreszierende 3‘-Signal und das grin fluoreszierende 5°-Signal zu einer gelben Fluoreszenz.
Im translozierten Fall sind das 5‘-Signal und das 3‘-Signal in einem gewissen Abstand einzeln
zu erkennen. Der erforderliche Mindestabstand wurde als ein Signaldurchmesser festgelegt. In
einem disomen Zellkern, welcher sich in der Interphase befindet, leuchten zwei gelb fluores-
zierende Fusionssignale. Llag hingegen nur ein gelbes Fusionssignal und jeweils ein 5‘- und ein
3°-Signal in erforderlichem Abstand vor, wurde dies als break apart gewertet. Das Fusionssignal
war hierbei als obligate interne Kontrolle jeweils erforderlich.

In diesem Zusammenhang ist jedoch zu beachten, dass auch Schnittartefakte zum Auftreten
einzelner 5%/3%Signale fithren konnen, wenn der Tumorzellkern z. B. so angeschnitten witd,
dass nur der rote oder nur der griine Teil der Sonde im Schnitt sichtbar sind. Solche Schnittar-
tefakte kommen meist nur in wenigen Zellen eines Tumors vor, wohingegen bei einer echten
Translokation eine substantielle Anzahl von Zellen break apar+-Phinomene zeigt. Um dies dif-
ferenzieren zu konnen, wurde eine Kohorte von Plattenepithelkarzinomen und Tonsillen mit
der FGFR7- und FGFR3-Translokationssonde hybridisiert und hinsichtlich des Auftretens
von break apart-Phinomenen sowie einzelnen orange oder griinen Signalen untersucht. An-
schlieBend wurde aus diesen Ergebnissen fiir die jeweilige Sonde und das jeweilige Signalmus-

ter ein Mittelwert bestimmt.
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Tabelle 4: Charakterisierung der Translokationssonden

Rezeptor Bruchpunkt- 3*-Signal der 5%Signal der

Region Bruchpunkt- Bruchpunkt-
Region in kB Region in kB

FGFR1 8p11.23-p11.22 605 600

FGFR3 4p16.3 184.229 315.551

(FGFR1/ == == =

FGFR2/) — — —

FGFR3 4p16.3 525 800

2.2.2.1 Protokoll der Fluoreszenz-in-sitn-Hybridisierung (FISH)
Zur Vorbereitung und Hybridisierung der FISH-Sonden wurde der vollautomatische VP 2000

Prozessor (Abbott Molecular, Wiesbaden, Deutschland) verwendet. Im Folgenden werden die

einzelnen Schritte stichpunktartig erliutert:

1) 2 um dinne Schnitte von den TMA-Blocken anfertigen, auf Objekttrager aufzichen

und bei 37 °C trocknen lassen

2) zum Entparaffinisieren Schnitt fiir 30 Minuten auf 60 °C erhitzen

3) zwei Wasserbader mit jeweils 37 °C und 80 °C bereitstellen

4) Objekttriager in Fach des VP2000 Prozessors einsetzen und Programm starten

5) automatisches Waschen im VP2000 Prozessor mit 2x jeweils 10 Minuten Xylol und

dann mit absteigenden Konzentrationen von Isopropanol (2x jeweils fiinf Minuten

100% Isopropanol, eine Minute 96% Isopropanol, eine Minute 80% Isopropanol, eine

Minute 70% Isopropanol)

6) Schnitte bei 37 °C finf Minuten ruhen lassen

7) 0.2 molare Salzsaure (HC]) fir 20 Minuten

8) waschen mit destilliertem Wasser fiir drei Minuten und dann mit 2x standard sodium ci-
trate (SSC) -Waschpuffer fir drei Minuten

9) inkubieren mit pretreatment solution (80 °C) fir 30 Minuten

10) Waschen mit destilliertem Wasser fiir eine Minute und 2x SSC-Waschpuffer fir 2x
finf Minuten

11) Hinzugeben der Protease bei 37 °C fir 90 Minuten

12) erneutes Waschen mit 2x SSC-Waschpuffer fur 2x fiinf Minuten

13) Hinzugeben von gepuffertem Formalin (4%) fiir zehn Minuten

14) erneutes Waschen mit 2x SSC-Waschpuffer fir 2x finf Minuten sowie mit destillier-

tem Wasser fir eine Minute
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15) Entnahme der Objekttriger aus dem VP2000-Prozessor und Trocknenlassen der
Schnitte bei 37 °C

16) je nach Gewebemenge ca. 5-10 ul der entsprechenden Sonde auftropfen, Deckglis-
chen aufsetzen und mit Fixogum versiegeln

17) Hybridisierung mittels HyBrite VYSIS (Abott) bei 37 °C iiber Nacht

18) am nichsten Tag: Proteinstrukturen bei 75 °C fiir zehn Minuten denaturieren

19) Wasserbad auf 76 °C erwirmen, Post-Hybridisierungs-Puffer aufwirmen in 2x SSC-
Waschpuffer

20) Fixogum ablosen und Objekttriager in 2xSSC-Waschpuffer stellen, bis sich das Deck-
glidschen abl6sen ldsst

21) Post-Hybridisierungs-Puffer bei genau 72 °C fiir zwei Minuten inkubieren

22) Eintauchen der Objekttrager in 2x SSC-Waschpuffer

23) Schnitt trocknen, ca. 10 ul DAPT auftropfen und mit Deckglischen versehen.

2.2.2.2 Auswertung der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
Die FISH-Priparate wurden an einem Fluoreszenz-Mikroskop (DM5500 B TL (BF) + Fluo

Mikroskop, Leica, Wetzlar, Deutschland) mit dem 63er- oder 100er-Objektiv in den entspre-
chenden Filtern ausgewertet. Zur besseren Darstellung der Zellkerngrenzen wurde der DAPI
und zur Analyse der Signale der Griin-/Orange-Mischfilter sowie der Grin- und der Orange-
Filter verwendet. Die Fluoreszenz-Signale im an den Tumor angrenzenden Normalgewebe
dienten als interne Kontrolle sowie zur Einschitzung der Qualitit der Hybridisierung,.

Fir die Auswertung der Amplifikations-Sonden wurde die gesamte TMA-Stanze begutachtet
und die drei Tumorareale mit der héchsten Genkopien-Anzahl ausgewihlt. Wenn innerhalb
eines Areals ein Bereich mit einer besonders hohen Zahl an Genkopien vorlag, wurde dieser
vorzugsweise ausgewertet. In jedem der drei Areale wurden die Signale in 20 nebeneinander
liegenden Zellkernen ausgezahlt. Insgesamt wurden folglich 60 Tumorzellkerne beurteilt.

Als Bewertungskriterien wurden die folgenden Parameter herangezogen: das Verhiltnis von
Gen- zu Zentromer-Signalen (Ratio), die Anzahl der Zellen mit =25 und =15 Signalen sowie
die durchschnittliche Genkopienzahl pro Zelle. Basierend auf diesen Kriterien wurden die
Ergebnisse anhand eines Scores kategorisiert, welcher zuvor in einer Arbeit zu FGFRT-
Amplifikationen bei Plattenepithelkarzinomen der Lunge verwendet wurde (Schildhaus et al.

2012).
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1) Hohes Amplifikationslevel wurde definiert als
a) Gen/Zentromer Ratio > 2.0 oder
b) durchschnittliche Genkopienzahl pro Zelle von 26.0 oder
c) die Anzahl der Tumorzellen, die =15 Zielsignale oder grof3ere Cluster aufwie-
sen lag bei =210%;

2) Niedriggradige Amplifikation wurde definiert als

die Prozentzahl der Tumorzellen, die =5 Zielsignale aufwiesen war =50%

3) alle anderen Tumoren wurden als negativ bewertet.

Fir die Auswertung der Translokationssonden wurden 50 zusammenhingende Tumorzellker-
ne auf das Auftreten von break apart-Phinomenen sowie auf zusitzliche 5°- oder 3°-Signale hin
untersucht. Zur internen Kontrolle bedurfte es wenigstens eines gelben Fusionssignals, an-
dernfalls wurde die Zelle aus der Wertung ausgeschlossen. Die FGIFR7- und FGFR3-
Translokationssonden wurden zuvor an Zelllinien mit einer gesicherten FGFR7- oder FGFR3-
Translokation validiert. Fiir die Bewertung der Translokationen wurde zunichst ein Mittelwert
aberranter Signale in 54 Tonsillen und 54 Plattenepithelkarzinomen des Oropharyngeal-Trakts
bestimmt. Diese beiden hochproliferativen Gewebe wurden gewihlt, da in der Literatur hierzu
keine FGFR7- oder FGFR3-Gen-Rearrangements beschrieben sind und in hochproliferativen
Geweben eine hohere Polysomie-Rate zu erwarten ist. In polysomen Zellen sind durch den
Schnitt bedingte trunkierte aberrante Signale vermutlich haufiger zu finden als in Normalge-
webe und mit dem Vorkommen im Tumorgewebe eher vergleichbar.

Die 54 Tonsillen und 54 Plattenepithelkarzinome des Oropharyngealtrakts lagen als FFPE-
Material vor. Von diesen Blécken wurden mit Himatoxylin-Eosin eingefirbte Schnitte (HE-
Schnitte) sowie FISH-Priparate hergestellt, welche mit FGFR7- und FGFR3-
Translokationssonden hybridisiert wurden. Zunichst wurde im HE-Schnitt im Falle der Plat-
tenepithelkarzinome das Tumorareal identifiziert, im FISH-Priparat lokalisiert und hinsicht-
lich break apart-Phinomenen oder zusitzlicher 5% oder 3‘-Signale untersucht. Der spiter fest-
gelegte cut-off -Wert zur Definition einer Translokation in Primirtumoren und Metastasen ko-
lorektaler Karzinome durfte nicht unter dem hier bestimmten Mittelwert aberranter Signale in
hochproliferativen Geweben liegen.

Die Definition einer Translokation orientiert sich in dieser Arbeit an den Studien von Finelli
et al. und Turkmen et al., welche Tumoren bei einem Auftreten von break apart-Phinomenen

in 215% der Tumorzellen als transloziert werteten (Finelli et al. 1999; Turkmen et al. 2014).
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2.2.3 RNA-in-situ-Hybridisierung (RNA-ISH)

Die RNA-zn-situ-Hybridisierung ist ein Verfahren, mit dem man semiquantitativ die Expressi-
on von messenger-RNA (mRNA) im Rahmen der Transkription eines bestimmten Gens ermit-
teln kann und sie z situ, d. h. im histologischen Kontext der einzelnen Zelle nachweisen kann
(Wang et al. 2012). Die RN.AScope bildet eine Weiterentwicklung der einfachen RNA-zx-situ-
Hybridisierung, indem sie die spezifischen Hybridisierungssignale verstirkt und die unspezifi-
schen unterdriickt (Wang et al. 2012). Dazu werden mehrere Zielsonden hergestellt, die an das
RNA-Molekdl binden. Die RNA-Sonden bestehen aus einer 18 bis 25 Basen langen, zur Ziel-
region komplementiren Sequenz, einem Zwischenstiick, und einer 14 Basen langen endstin-
digen Sequenz, die auch Z-Sequenz genannt wird. Zwei Zielsonden a 18-25 Basen binden nun
an eine RNA-Zielregion, die ca. 50 Basen lang ist, jede von ihnen hat eine unterschiedliche Z-
Sequenz. Beide Z-Sequenzen zusammen genommen entsteht eine 28 Basen lange Region, an
die der ,preamplifier'* binden kann, wobei dieser wiederum 20 Bindungsstellen fiir den ,,azplifi-
er'* bietet. An den ,,amplifier'* kann schlieflich die Markierungssonde an 20 Bindungsstellen
binden (Abbildung 2, (Wang et al. 2012)). Die Markierungssonde kann entweder mit einem
fluoreszierenden Farbstoff beladen oder wie in diesem Fall mit einem Molekul (Alkalische
Phosphatase, Meerrettich-Peroxidase) gekoppelt sein, durch das es bei Zugabe eines anderen
Molekiils zur Farbreaktion kommt. An diesem Kollektiv wurde alkalische Phosphatase und
fast red verwendet. Die Auswertung erfolgte mit einem herkémmlichen Lichtmikroskop bei 40-
bis 100facher VergroBerung. Das Tumorgewebe lag in Formalin fixiert und in Paraffin einge-
bettet vor (FFPE). Die RNA-zx-sitn-Hybridisierung wurde im Labor der Firma Targos in Kas-
sel durchgefithrt, wobei der ACD RNAscope Assay (RUO) sowie das rote Detektions-Kit
verwendet wurden (Advanced Cell Diagnostics, CA, USA).

o Preamplifier —

Zwed Zielsonden e Amplifier E.rlzy@-kn)ﬂjugxerte

mit i Markierungssonde

unterschiedlicher S

Z-Sequenz binden z .

an eine RNA- < , > 2

Zielregion B > - a8 '

RNA  TRNA >
Tumorgewebe (FFPE) zwel Z-Sequenzen dienen als Bindungsstelle flar Auswertung im

den, Preamplifier”, an den dann der, Amplifier Lichtmikroskop
binden kannund schliefSlich die Enzym-konju-
glerten Markierungssonden

Abbildung 2: RNAScope-Verfahren, modifiziert nach Wang et al. (2012)
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2.2.3.1 Protokoll der RNA-zn-sitn-Hybridisierung
Im Folgenden wird das Protokoll der RNA-zx-situ-Hybridisierung stichpunktartig dargestellt:

1) Anfertigen von 4 um dicken Schnitten von in Formalin fixiertem und in Paraffin ein-
gebettetem Tumorgewebe (FFPE) und Aufziehen auf Superfrost Plus-Objekttriger

2) uber Nacht bei Raumtemperatur trocknen lassen

3) eine Stunde bei 60 °C im Ofen erhitzen

4) entparaffinisieren mit Xylene (2 x 5 min), 100% EtOH (2 x 3 min), 96% EtOH (1 x
2 min), 80% EtOH (1 x 2 min), 70% EtOH (1 x 2 min)

5) 5 min bei Raumtemperatur trocknen lassen

6) Vorbehandlung zur Hybridisierung: HybEZ Ofen auf 40 °C vorheizen und Feuchtig-

keitskontrolltablett fiir 30 min hineinstellen

7) Mischen von 200 ml 1x pretreat 2-Losung, 180 ml destilliertem Wasser und 20 ml der
10x pretreat 2-1.6sung in einem Behilter

8) Behilter mit Folie abdecken und auf einer heilen Platte fir 10-15 min auf hochster
Stufe erhitzen

9) sobald die Lésung kocht, Temperatur auf 100-104 °C herabdrehen und kécheln lassen

10) wihrenddessen entparaffinisierte Objekttriger je nach Grofie der aufgezogenen Ge-
webeareale mit 5-8 Tropfen der pretreat 1-L.osung bedecken und 10 min lang bei Raum-
temperatur inkubieren

11) Entfernen der pretreat 1-Lésung mit saugfihigem Papier

12) Objekttrager mittels eines Halters sofort in destilliertes Wasser tauchen, Vorgang mit
frischem Wasser nochmals wiederholen

13) Halter mit Objekttrigern in leicht kbchelnde 1x prefreat 2-1.6sung tauchen und Behilter
mit Folie abdecken; Kochzeit orientiert sich an Gewebetyp und untersuchtem FGF-
Rezeptor

14) in destilliertem Wasser abkiihlen lassen, wichtig ist, sie nicht in prefreat 2-Losung ab-
kithlen zu lassen

15) Waschen der Objekttriger in destilliertem Wasser, dann in 100% EtOH und an der
Luft trocknen lassen

16) Markieren des Gewebeareals auf Objekttrager mittels Permanent-Stift

17) Platzieren der Objekttriger in HybEZ Stinder, je nach GroBe des Gewebeareals ca. 5
Tropfen der pretreat 3-Losung zugeben

18) Herausnehmen des im Ofen vorgewdrmten HybEZ Feuchtigkeitskontrolltabletts, Ein-
setzen des HybEZ S/ide Racks, VerschlieBen des Deckels und im Ofen gemil3 der an-
gegebenen Zeit bei 40 °C inkubieren
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19) Waschen in destilliertem Wasser

20) Hybridisierung: Objekttriger in HybEZ Stinder platzieren und abhingig von der Ge-
webemenge ca. 4 Tropfen der entsprechenden Ziel- oder Kontrollsonde zugeben

21) HybEZ Stinder in HybEZ Feuchtigkeitskontrolltablett stellen und im Ofen fir 2
Stunden bei 40 °C erhitzen (Ofen gut verschlieBen, um Verdunstung zu vermeiden)

22) Objekttriager in 1x Waschpuffer 2 min lang waschen, Vorgang mit frischem Wasch-
puffer wiederholen

23) Amplifikation der Signale: Behandeln mit (je nach Gewebemenge) ca. 4 Tropfen
AMP1, bis Gewebe vollstindig benetzt ist

24) Objekttriager im Feuchtigkeitskontrolltablett erneut fiir 30 min bei 40 °C im Ofen in-
kubieren

25) Waschen in 1x Waschpuffer
(Schritt 23-25 jeweils mit AMP2 (hier jedoch nur 15 min bei 40 °C im Ofen), AMP3
(30 min bei 40 °C im Ofen) und AMP4 (15 min bei 40 °C im Ofen) wiederholen. Bei
AMP5 und AMP6 wird das Feuchtigkeitskontroll-Tablett nicht in den Ofen gegeben,
sondern bei Raumtemperatur mit AMP5 30 min und mit AMP6 15 min lang inku-
biert.)

26) Detektion der Signale: Herstellen einer roten Arbeitslésung mit Red A- und Red B-
Losung (Verhiltnis 1:60)

27) Benetzen des Gewebes mit 75 ul der roten Arbeitslosung

28) im Feuchtigkeitskontrolltablett fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubieren

29) zweimaliges Waschen in destilliertem Wasser

30) Gegenfirbung und Eindecken: Gewebe fiir 15 Sekunden mit Mayer’s Hamatoxylin

blau gegenfirben, zweimalig in warmem Wasser waschen und 5 min lang inkubieren
31) in Xylol waschen und die Objekttriger im Ofen 15 min lang bei 60 °C trocknen
32) nach Abkiihlen mit Aquatex eindeckeln

2.2.3.2 Auswertung der RNA-7#-sztu-Hybridisierung
Die Auswertung der RNA-zn-situ-Hybridisierung erfolgte anhand der Empfehlungen des Her-

stellers (Tabelle 5).
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Tabelle 5: RNA-ISH-Auswertekriterien

RNA-ISH-Bewertungs-Score (Wang et al. 2012)

Score 0 keine Firbung oder weniger als 1 Punkt in
je 10 Zellen bei 40facher VergroB3erung

Score 1 1-3 Punkte pro Zelle bei 20-40facher Ver-
groflerung

Score 2 4-10 Punkte pro Zelle, sehr wenige Clus-
ter bei 20-40facher Vergroflerung

Score 3 >10 Punkte pro Zelle, weniger als 10%
der positiven Zellen haben Cluster bei
20facher Vergroflerung

Score 4 >10 Punkte pro Zelle, mehr als 10% der
Signale sind in Clustern gruppiert bei
20facher Vergroflerung

Es wurde jeweils beurteilt, wie viel Prozent der Tumorzellen eines Falles einem jeweiligen
Score entsprachen, z. B. Score 0: 0%, Score 1: 10%, Score 2: 50%, Score 3: 40%, Score 4: 0%,
sodass die Summe 100% ergibt. Auf Grundlage dessen wurde der H-Score gemil3 der folgen-
den Gleichung berechnet:

Score 0*0 + score 1*1 + score 2*¥2 + score 3*3 +score 4*4 = x.

Im obigen Beispiel ergibt sich:

Score 0*0+ Score 1*10+ Score 2*50+ Score 3*40+ Score 4*0 = 230.

In jedem Fall liegt das Ergebnis zwischen 0 und 400 maximal, wobei der cu#t-gff bei einem H-
Score von 2200 gesetzt wurde. Falle mit einem H-Score 2200 wurden als positiv beziiglich
einer mRNA-Uberexpression gewertet.

Als alternatives Kriterium fiir eine mRNA-Uberexpression wurde der pridominante Score
verwendet. Der pridominante Score bezeichnet den Score, der prozentual am haufigsten ver-
treten ist. Im Falle eines gleich hiufigen Vorkommens mehrerer Scores wird der hochste ge-
wihlt. Eine mRNA-Uberexpression wurde definiert ab einem pridominanten Score von 3.
SchlieBlich wurden die Ergebnisse gemal3 H-Score und die Ergebnisse gemil3 pridominantem
Score korreliert. Fiir die nachfolgenden statistischen Analysen wurde hingegen immer der H-

Score mit einem Schwellenwert von 2200 als Uberexpressionskriterium zu Grunde gelegt.

2.2.4 Molekulare Analysen

2.2.4.1 KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA
Die Mutationsanalysen der Lebermetastasen fiir KRAS, NRAS und BRAF wurden mittels der

Qiagen therascreen kits (therascreen BRAF Pyro Kit, therascreen RAS Extension Pyro Kit, therascreen
KRAS Pyro Kit, therascreen NRAS Pyro Kif) durchgefithrt. Zunichst wurden die in Formalin
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fixierten und in Paraffin eingebetteten Gewebsschnitte (FFPE) deparaffinisiert und mit Hima-
toxylin-Eosin eingefirbt. Fur die DNA-Extraktion wurden unter dem Mikroskop relevante
Tumorareale ausgewihlt, abgekratzt und mittels des Qragen A/Prep DNA/ RNA FFPE Kit
(Qiagen, Hilden, Deutschland) wurde die DNA gemil3 der Anweisung des Herstellers extra-
hiert (Jo et al. 2016). Nun wurden spezifische Regionen der extrahierten DNA mittels Primern
im KRAS Pyro assay (Qiagen, Hilden, Deutschland) amplifiziert. Die amplifizierten DNA-
Sequenzen wurden nun fixiert, gewaschen und denaturiert. Nun wurde die Pyrosequenzie-
rungsanalyse mit dem PyroMark Q24 Pyrosequencer (Qiagen, Hilden, Germany) durchgefiihrt.
Mit dem KRAS Pyro Kit 24, V1 in Kombination mit dem RAS Extension Pyro Kit 24, V1 ist es
moglich, Mutationen in den KRAS Codons 12, 13, 59, 61, 117 und 146 der humanen DNA zu
identifizieren. Far den therascreen assay wurde die PyroMark Q24 MDx Plattform und die Soft-
ware Q24, Version 2.0.7 mit den KRAS Plugln v1.2.0 und dem RAS Extention Plugln v.1.2.1.2.
verwendet (Jo et al. 2010).

Die PIK3CA-Mutationsanalyse der Lebermetastasen wurde mittels Ahigh resolution melting-
Analyse durchgefthrt wie sie bei Ney et al. (Ney et al. 2012) beschrieben wurde. Die high resolu-
tion melting-Analyse ist eine effiziente und kostengtnstige Methode, um Mutationen in doppel-
strangiger DNA sichtbar zu machen (Reed et al. 2007). Hierzu wird zunichst eine Polymerase-
Ketten-Reaktion (PCR) durchgefithrt, um den spezifischen DNA-Abschnitt zu vervielfaltigen,
in dem die Mutation erwartet wird. Die PCR-Produkte werden nun mit einem fluoreszieren-
den Farbstoff markiert, welcher ausschlieBlich doppelstringige DNA bindet und dann hell
aufleuchtet. Die PCR-Produkte werden auf ca. 90 °C erhitzt, sodass sich der DNA-
Doppelstrang auftrennt. Der Schmelzpunkt eines PCR-Produkts wird dabei von der Basenab-
folge bestimmt. Nach dem Auseinanderweichen des Doppelstrangs kann der fluoreszierende
Farbstoff nicht mehr binden, sodass die Fluoreszenz abnimmt. Dieser Prozess wird zeitlich
hochaufl6send aufgezeichnet. Im Falle einer Mutation ist die Schmelzkurve verindert, welches
beim Vergleich mit einer Wildtyp-DNA festgestellt werden kann. Fir die Durchfithrung der
high resolution melting-Analyse wurde der LightCycler 480 (Roche Diagnostics, Mannheim, Ger-
many) verwendet. Zunichst wurde die DNA aus FFPE-Priparaten der Lebermetastasen iso-
liert, aufgereinigt und spektrometrisch (NanoDrop ND 1000 (Peqglab, Erlangen, Germany))
sowie Uber Agarose-Gelelektrophorese quantifiziert. Die PCR sowie die high resoultion melting-
Analyse wurden gemil3 Anweisung des Herstellers durchgeftihrt. Die Schmelzkurven wurden
mittels der Gene Scanning Software (Roche Diagnostics) ausgewertet und mit Wildtyp-DNA ver-
glichen. Bei Vorhandensein einer Mutation wurde die Sanger-Sequenzierung zur genaueren
Bestimmung durchgefithrt. Tumoren mit auffilligen HRM-Schmelzkurven wurden nachfol-

gend zur Bestitigung der Mutation mit Sanger-Sequenzierung untersucht.
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Mittels der Sanger-Sequenzierung, auch Kettenabbruch-Methode genannt, lisst sich die Ba-
senabfolge eines einzelstringigen DNA-Abschnitts bestimmen. Die Methodik der Sanger-
Sequenzierung soll hier nur kurz umrissen werden. Es werden vier Ansitze bereitgestellt mit
jeweils der zu bestimmenden einzelstringigen DNA, einem zu deren 3“-Ende komplementa-
ren fluoreszenzmarkierten Primer, Desoxyribonucleosid-Triphosphate der vier Basen, eine
DNA-Polymerase sowie Didesoxyribonucleosid-Triphosphate jeweils einer Base. Letztere
fithren bei Einbau zum Kettenabbruch an spezifischen Stellen. Nach Vermischen der vier
Ansitze werden die DNA-Bruchstiicke mittels Gel aufgetrennt und die komplementire Ba-
sensequenz kann im Fluorometer ausgelesen werden (Montenarh 2007; Sanger und Coulson
1975). Far die Sanger-Sequenzierung wurde das BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit, der
ABI Prism 3130 automatische Sequencer sowie zur Datenanalyse die Sequenzieranalyse Software
(Applied Biosystems, Darmstadt, Germany) verwendet (Ney et al. 2012).

In den Primidrtumoren wurde nur KRAS-Exon 2 analysiert.

2.2.4.2 Analyse der Mikrosatelliteninstabilitdt (MSI)

Mittels Immunhistochemie wurden die Lebermetastasen auf eine Mikrosatelliteninstabilitit
untersucht. Die Immunhistochemie basiert auf einer Bindung zwischen dem Antigen/ Epitop,
welches im Gewebe vorliegt und einem spezifischen Antikérper. Dieser Primarantikérper wird
wiederum von einem Sekundirantikérper gebunden, welcher mit einem Enzym gekoppelt ist,
wodurch es nach Zugabe eines Substrats zur Farbreaktion kommt und die Bindung im
Schnittpriparat sichtbar wird (Dietmaier et al. 1997).

Eine Mikrosatelliteninstabilitit kann nun dadurch nachgewiesen werden, dass bestimmte Re-
paraturproteine (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) nicht exprimiert werden und daher — im Ver-
gleich zum nicht-neoplastischen Stroma als interne Kontrolle - immunhistochemisch nicht
angefirbt werden (Buecher et al. 2013). Die Immunhistochemie wurde unter Verwendung der
unten aufgefithrten, gebrauchsfertigen Antikérper gemill dem in Géttingen etablierten Stan-
dardprotokoll durchgefiihrt (Tabelle 6).

Molekulare Analysen und MSI-Status lagen aus Routineuntersuchungen oder Analysen im

Rahmen des MetastaSys-Projektes vor.



2 Material und Methoden 25

Tabelle 6: Antikérper zur Analyse der Mikrosatelliteninstabilitit

Proteine Antikorper Hersteller

MLH1 Clon ES05 Dako, Agilent technolo-
gies, Glostrup, Denmark

MSH2 Clon FE11 «“

MSHG6 Clon Epi 49 «“

PMS2 Clon EP51 «“

2.2.5 Datenanalyse

Die Datenanalyse wurde mit dem Statistik-Software-Programm R, Version 3.2.2 sowie mit
dem SPSS Statistik Programm (SPSS 22.0, IBM, Armonk, NY, USA) durchgefithrt. Das Venn-
Diagramm zur Visualisierung der Primartumoren mit FGFR-Aberrationen wurde mit dem R
Softwarepaket (Version 1.6.17) erstellt. Fiir die statistischen Auswertungen zu den Ubetle-
bensdaten wurde das R Softwarepaket ,,Survival“ (Version 2.40) verwendet (Therneau 2015).
Die Kaplan-Meier-Kurven fiir das Gesamt- und das krebsspezifische Uberleben wurden mit-
tels des Log-rank-Tests miteinander verglichen. Ferner wurden der exakte Test nach Fisher
sowie der Chi-Quadrat-Test zum Vergleich von FGFR-positiven und -negativen Fillen hin-
sichtlich klinischer und molekularer Parameter verwendet. Mittels des t-Tests wurde das Alter
der Patienten mit FGIFR-positiven und -negativen Tumoren verglichen. Alle Tests waren

zweiseitig; p<0,05 wurde als signifikant gewertet.
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3  Ergebnisse

3.1 mRNA-Uberexpression von FGFR1-3

Mittels RN A—in-sztu-Hybridisierung (RNAScope) wurden 140 Primartumoren und 63 Leberme-

tastasen hinsichtlich einer mRNA-Uberexpression von FGFR1-3 untersucht.

Jeder Patientenfall ist in der Auswertung nur einmal vertreten, auch wenn von einzelnen Pati-
enten mitunter mehrere Metastastasen untersucht wurden. Von den drei Patienten mit multip-
len Metastasen wurden die Metastasen mit den hochsten H-Scores fiir FGFR3 in die Wertung
eingeschlossen.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 7 dargestellt, wobei die Prozentwerte immer auf die Anzahl der

auswertbaren Falle hin berechnet wurden.

Tabelle 7: mRNA-Uberexpression von FGFR1-3 (H-Score)

Primirtumoren Lebermetastasen
Uberexpression positiv/auswertbar positiv/auswertbatr
FGFR1 10/99 (10,1%) 4747 (8,5%)

K: 7/46 (15,2%)
R: 3/53 (5,7%)

FGFR2 5/91  (5,5%) 0/45 (0%)
K: 4/36 (11,1%)
R: 1/55 (1,8%)

FGFR3 18/111 (16,2%) 7/47 (14,9%)
K: 11/58 (19,0%)
R:7/53 (13,2%)

Tabelle 7: K, Kolon; R, Rektum; mRNA-Uberexpression von FGFR1-3 gemessen mittels H-
Score 2200.

Die FGFR3-mRNA-Uberexpression stellte mit 16,2% in den Primirtumoren und 14,9% in
den Lebermetastasen fiir beide Entititen die haufigste FGFR-Alteration dar. In Kolonkarzi-
nomen war sie mit 19% etwas hdufiger zu beobachten als in Rektumkarzinomen mit 13,2%.
Der H-Score der FGFR3-liberexprimierenden Lebermetastasen reichte von 200 bis 360, der

pridominante Score lag in der Mehrzahl der Fille bei 4 (Abbildung 3c und 3d, Tabelle 8), in
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zwei Fillen auch bei 2. Bei den Primirtumoren ergab sich ein dhnliches Bild mit H-Scores
zwischen 200 und 340 und pridominanten Scores zwischen 2 und 4.

Die Primirtumoren, welche eine FGFR1-mRNA-Uberexpression zeigten (10,1%), wiesen H-
Scores zwischen 210 und 340 und pridominante Scores von 2 oder 3 auf. In den Kolonkarzi-
nomen war eine FGFR1-Uberexpression mit 15,2% hiufiger zu beobachten als in Rektumkar-
zinomen mit 5,7%. Bei den FGFR1-tberexprimierenden Metastasen (8,5%) lagen die H-
Scores zwischen 200 und 260, die pridominanten Scores bei 2 oder 3 (Tabelle 8).

Eine FGFR2-mRNA-Uberexpression fand sich in unserer Kohorte nur in Primirtumoren
(5,5%), jedoch nicht in Lebermetastasen. In den Primartumoren trat die FGFR2-
Uberexpression vor allem in Kolonkarzinomen (11,1%), hingegen weniger in Rektumkarzi-
nomen (1,8%) auf. Bei den positiven Fillen zeigten sich H-Scores von 200 bis 310 sowie
pridominante Scores zwischen 2 und 4.

Neben der Tatsache, dass die FGFR3-Uberexpression in Primirtumoren und Metastasen die
hiaufigste Alteration darstellt, ldsst sich auch beobachten, dass FGFR1-, FGFR2- und FGFR3-
Uberexpressionen hiufiger in Kolonkarzinomen als in Rektumkarzinomen vorkommen, wo-
bei sich dies prozentual am deutlichsten fir FGFR2 zeigt. Wenn man sich die Lokalisation des
Primidrtumors bei den Lebermetastasen anschaut, haben drei der vier FGFR1-positiven Meta-
stasen ihren Primarius im Kolon und eine im Rektum. Bei den FGFR3-positiven Metastasen
ist das Verhiltnis hingegen umgekehrt; dort befinden sich fiinf der Primarien im Rektum und
zwei im Kolon.

In insgesamt sechs Fillen zeigte sich eine mRNA-Uberexpression von mehr als einem FGF-
Rezeptor. Dabei handelte es sich um fiinf Kolonkarzinome und ein Rektumkarzinom; in den
Lebermetastasen konnte dieses Phinomen nicht beobachtet werden. In drei Fillen bestand
eine simultane Uberexpression von FGFR1 und FGFR3; in zwei Fillen wurden gleichzeitig
FGFR2 und FGFR3 iiberexprimiert und in einem Fall zeigte sich eine Uberexpression von
FGFR1, FGFR2 und FGFR3 (Abbildung 3a und 3b; Tabelle 8 letzter Abschnitt).

Die einzelnen Fille, die eine mRNA-Uberexpression der verschiedenen FGFRs aufwiesen, die
klinischen Daten, die molekulare Subtypisierung sowie eine Gegeniiberstellung der Ergebnisse
von Uberexpression (RNA-ISH) und Genamplifikation (FISH) sind in Tabelle 8 dargestellt.
Es sind sowohl die pridominanten Scores als auch die H-Scores angegeben, wobei fiir die im
Folgenden dargestellten statistischen Analysen eine FGFR-Uberexpression immer anhand des

H-Scores mit einem Schwellenwert =200 definiert wurde.
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Abbildung 3: RNA-Uberexpression in Primirtumoren und Lebermetastasen

a)+b) FGFR1 (a) und FGFR2 (b) Gberexprimierendes Kolonkarzinom; H-Score 250 und 220,
priad. Score 3 fur beide Rezeptoren; ¢) FGFR3 tberexprimierende LM; H-Score 350, prid.
Score 4; (d) FGFR3 tberexprimierende LM, H-Score 360, prad. Score 4.

Prad. Score, pradominanter Score; LM, Lebermetastase.

Abbildung modifiziert nach Fromme et al. 2018
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Als weiteres Kriterium fiir eine FGFR-Uberexpression wurde neben dem H-Score auch der
pridominante Score bestimmt, wobei ein Schwellenwert =3 zugrunde gelegt wurde. Die Er-
gebnisse fiir eine FGFR-Uberexpression gemiB pridominantem Score > 3 sind in Tabelle 9
zum Vergleich dargestellt. Es zeigen sich hier grof3tenteils geringere Prozentraten fiir die ein-
zelnen Rezeptoren sowohl bei den Primarien als auch bei den Lebermetastasen. Einige Ergeb-
nisse sind hingegen gleich geblieben, so z. B. die FGFR2- und die FGFR3-
Uberexpressionsraten bei den Rektumkarzinomen sowie die Tatsache, dass es bei beiden

Scores keine FGFR2-tberexprimierenden Lebermetastasen gibt.

Tabelle 9: mRNA-Uberexpression von FGFR1-3 (pridominanter Score)

Primirtumoren Lebermetastasen
Uberexpression positiv/auswertbar positiv/auswertbar
FGFR1 4/99  (4,0%) 1/47 (2,1%)

K: 4/46 (8,7%)
R: 0/53 (0%)

FGFR2 3/91  (3,3%) 0/45 (0%)
K: 2/36 (5,6%)
R: 1/55 (1,8%)

FGFR3 10/111 (9,0%) 6/47 (12,8%)
K: 3/58 (5,2%)
R: 7/53 (13,2%)

Tabelle 9: mRNA—Uberexpression von FGFR1-3 gemessen mittels pridominantem Score
(Schwellenwert pridominanter Score = 3); K, Kolon; R, Rektum.

Die Ergebnisse bei Zugrundelegen des H-Scores sowie die Ergebnisse unter Berticksichtigung
des pridominanten Scores wurden getrennt nach Primirtumoren und Metastasen statistisch
miteinander korreliert. Beztglich FGFR3 zeigte sich hier eine hochsignifikante Korrelation
(Exakter Test nach Fisher p=0,001) fir die Kohorte der Metastasen. Hinsichtlich FGFR2
wurden bei Zugrundelegen beider Scores keine positiven Lebermetastasen beobachtet. Ledig-
lich fir FGFRI1 ergab sich ein geringer Unterschied in den beiden Scores (Exakter Test nach
Fisher, p=0,085). Bei den Primirtumoren korrelierten beide Scores fir FGFR1, FGFR2 und
FGFR3 hochsignifikant (Chi-Quadrat-Test p<0,001).
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3.2  Genamplifikation von FGF-Rezeptoren und -Liganden

Mittels Fluoreszenz-zn-situ-Hybridisierung wurden 140 Primirtumoren und 63 Lebermetasta-
sen hinsichtlich Genamplifikationen der FGF-Rezeptoren 7-4 sowie der FGIF-Liganden 3,4,
und 79 untersucht.

Wie in Tabelle 10 dargestellt, konnten FGFR7-Genamplifikationen sowohl in Primirtumoren
(6,3%), als auch in Metastasen (4,8%) gefunden werden. Vier der funf FGFR7-amplifizierten
Primirtumore stammten aus dem Rektum und auch bei den beiden FGFR7-amplifizierten
Metastasen war der Primiartumor im Rektum lokalisiert. FGFR2-, FGFR3- und FGFR4-
Amplifikationen fanden sich weder in Primidrtumoren noch in Metastasen. FGF3,4,79-
Amplifikationen traten in 2,2% der Primirtumoren auf, hingegen nicht in den Metastasen

(Tabelle 10).

Tabelle 10: FGFR-Genamplifikationen

Primirtumoren Lebermetastasen
positiv/auswertbar positiv/auswertbar
FGFR1-Amplifikation 5/80 (6,3%) 2/42 (4,8%)

K: 1/36 (2,8%)

R: 4/44 (9,1%)
FGFR2-Amplifikation 0/96 (0%) 0/46 (0%)

K: 0/52 (0%)

R: 0/44 (0%)
FGFR3-Amplifikation 0/78 (0%) 0/44 (0%)

K: 0/44 (0%)

R: 0/34 (0%)
FGFR4-Amplifikation 0/70 (0%) 0/34 (0%)

K: 0/40 (0%)

R: 0/30 (0%)
FGF3,4,19- 2/89 (2,2%) 0/51 (0%)
Amplifikation K: 1/43 (2,3%)

R: 1/46 (2,2%)

Tabelle 10: K, Kolon; R, Rektum.

3.2.1 FGFRI1

Von 80 auswertbaren, mit der FGFR7-Sonde hybridisierten Primirtumoren wiesen finf

(6,3%) eine FGFR7-Amplifikation auf. Von diesen wiederum zeigten drei ein hohes Amplifi-
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kationsniveau (FGFR7/CEN8-Ratio 22,0 oder durchschnittliche FGFR7-Genkopienzahl
26,0 oder =15 FGFR7-Genkopien/Zelle in 210% der Tumorzellen) mit einer
FGFR1/CENS8-Ratio von 2,1, 3,0 und 4,4 und zwei ein geringes Amplifikationsniveau (Pro-
zentzahl der Tumorzellen mit 25 FGFR7-Genkopien ist 250%) mit =25 FGFR7-Genkopien
pro Zelle in 60,0% und 66,7% der Tumorzellen (Tabelle 11). Bei einem der funf FGFRT-

amplifizierten Primartumoren lag eine RAS-Mutation vor, die anderen waren RAS-Wildtyp.

Bei den 42 auswertbaren Lebermetastasen betrug die Rate der FGFR7-amplifizierten Fille
4,8%. Beide FGFRT7-amplifizierten Lebermetastasen zeigten ein hohes Amplifikationsniveau
mit einer FGFR7/CENS8-Ratio von 2,4 und 2,0 (Abbildung 4, Tabelle 11). Der Primirtumor
der Metastase mit einer Ratio von 2,0 sowie ein Lymphknoten wurden ebenfalls untersucht;
interessanterweise zeigten beide kein hohes, sondern ein niedriges Amplifikationsniveau. Der
Primirtumor stammte aus dem Kolon und wies eine FGFR7/CENS-Ratio von 1,9, eine
durchschnittliche FGFR7-Genkopienzahl von 5,0 sowie in 50% Zellen =5 FGFRT-
Genkopien auf. Ahnliche Werte zeigten sich in der Lymphknotenmetastase (FGFR7/CENS-
Ratio 1,9, durchschnittliche FGFR7-Genkopienzahl 5,7 sowie 25 FGFR7-Genkopien in 65%
der Zellen). In der molekularen Subtypisierung wiesen beide amplifizierten Metastasen weder

eine RAS-, BRAF- oder PIK3C.A-Mutation noch eine Mikrosatelliteninstabilitit auf.

Abbildung 4: FGFRI-amplifizierte Lebermetastasen

a) Lebermetastase mit Primarius im Rektum, hohes Amplifikationsniveau fir FGFRT
(Fromme et al. 2018), b) weitere Lebermetastase mit Primarius im Rektum, hohes Amplifika-
tionsniveau fur FGFR7 (Fromme und Schildhaus 2018)

Die durchschnittliche FGFR7/CENS8-Ratio der FGFR7-negativen Primirtumoren betrug
0,971 + 0,259 (Spanne 0,4-1,7) und die durchschnittliche FGFR7-Genkopienzahl lag bei 2,145
+ 0,0646 (Spanne 1,2-4,2) pro Tumorzelle. Bei den Lebermetastasen betrug die durchschnittli-
che FGFR7/CENS8-Ratio 1,030 £ 0,0341 (Spanne 0,5-1,4) und die durchschnittliche FGFR7-
Genkopienzahl 1,938 * 0,0554 (Spanne 1,1-2,7) pro Tumorzelle.
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Weiterhin fiel auf, dass 23 Primirtumoren und zehn Metastasen eine Ratio <1,0 aufwiesen,
davon neun Primirtumoren und drei Lebermetastasen mit einer Ratio von 0.4 bis 0,6, was

mitunter auch auf eine Polysomie der Zellkerne zurtickzufiihren war.

3.2.2 FGFR2

Von den mit der FGFR2-Sonde hybridisierten Tumorproben konnten 96 Primartumoren und
46 Lebermetastasen ausgewertet werden. Hierbei fanden sich in beiden Kohorten keine
FGFR2-amplifizierten Fille. In den Primirtumoren betrug die durchschnittliche
FGFR2/CEN10-Ratio 1,022 + 0,0148 (Spanne 0,7-1,6) und die durchschnittliche FGFR2-
Genkopienzahl 2,194 + 0,0450 (Spanne 1,5-4,4) pro Tumorzelle; in den Metastasen fand sich
eine durchschnittliche FGFR2/CEN10-Ratio von 1,161 + 0,0274 (Spanne 0,8-1,7) und eine
durchschnittliche FGFR2-Genkopienzahl von 2,131 + 0,0753 (Spanne 1,3-4,2). In funf Fillen
fanden sich mitunter einzelne amplifizierte Zellen mit =215 FGFR2-Signalen in 1.7% bis 4.4%

der Tumorzellen.

3.2.3 FGFR3

In den beurteilbaren 78 Primirtumoren und 44 Lebermetastasen fanden sich keine FGFR3-
amplifizierten Fille. In den Primirtumoren lag die durchschnittliche FGFR3/CEN4-Ratio bei
1,057 + 0,0137 (Spanne 0,8-1,6) und die durchschnittliche FGFR3-Genkopienzahl bei 1,819 +
0,0397 (Spanne 1,2-2,9) pro Tumorzelle; in den Metastasen fand sich eine durchschnittliche
FGFR3/CEN4-Ratio von 1,177 £ 0,0306 (Spanne 0,7-1,9) und eine durchschnittliche
FGFR3-Genkopienzahl von 2,070 £ 0,0671 (Spanne 1,2-3,9). Eine Lebermetastase mit dem
Primarius im Rektum verfehlte die Amplifikationskriterien nur knapp mit einer
FGFR3/CEN4-Ratio von 1,9. Weiterhin wies diese Metastase eine durchschnittliche FGFR3-
Genkopienzahl von 3,9 auf und in 28,3% der Tumorzellen konnten =5 Signale beobachtet

werden.

3.2.4 FGFR4

FGFR4-amplifizierte Falle fanden sich keine in den auswertbaren 70 Primartumoren und 34
Lebermetastasen. Die durchschnittliche FGFR4/CENS5-Ratio lag bei 1,022 + 0,0135 (Spanne
0,8-1,5) und die durchschnittliche FGFR4-Genkopienzahl bei 1,981 * 0,0443 (Spanne 1,4-3,9)
pro Tumorzelle in den Primirtumoren. In den Metastasen fand sich eine durchschnittliche
FGFR4/CEN5-Ratio von 0,958 £ 0,0272 (Spanne 0,6-1,5) und eine durchschnittliche
FGFR4-Genkopienzahl von 1,804 + 0,0389 (Spanne 1,5-2,7). Die Qualitit der Signale war mit
der FGFR4-Amplifikationssonde oft unzureichend, sodass fiir diese Sonde die Zahl nicht

auswertbarer Fille in beiden Kohorten am hdchsten watr.
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3.2.5 FGF3,4,19

Eine FGF3,4,19-Amplifikation zeigte sich in zwei der 89 auswertbaren Primirtumoren (2,2%),
jedoch in keiner der 51 beurteilbaren Lebermetastasen. In einem der beiden Fille, einem Ko-
lonkarzinom, lie3 sich ein auflergewShnlich hohes Amplifikationsniveau mit einer
FGF3,4,19/CEN11-Ratio von 12,9 und einer durchschnittlichen FGI3,4,79-Genkopienzahl
von 29,9 beobachten. Die Anzahl der Tumorzellen mit 25 FGF3,4,79-Signalen betrug nahezu
100%. Die FGF3,4,19-Fluoreszenz-Signale waren insgesamt kleiner im Durchmesser (Abbil-
dung 5a).

Die durchschnittliche FGF3,4,79/CEN11-Ratio der 87 FGI3,4,19-negativen Primirtumoren
betrug 1,001 + 0,0116 (Spanne 0,8-1,3) und die durchschnittliche FGF3,4,79-Genkopienzahl
2,006 + 0,0314 (Spanne 1,0-2,8) pro Tumorzelle. Bemerkenswerterweise lag die durchschnitt-
liche FGF3,4,19-Genkopienzahl in 39 Primartumoren unter 2,0; in einem Fall lag sie sogar bei
1,0. Die FGF3,4,19/CEN11-Ratio lag mindestens bei 0,8. In der Kohorte der Lebermetasta-
sen lag die durchschnittliche FGF3,4,79/CEN11-Ratio bei 1,138 £ 0,0279 (Spanne 0,7-1,9)
und die durchschnittliche FGF3,4,79-Genkopienzahl bei 2,241 £ 0,0642 (Spanne 1,6-4,4) pro

Tumorzelle.

Abbildung 5: FGF3,4,19-Amplifikation in den Primértumoren

a) rechtsseitig lokalisiertes Kolonkarzinom mit hohem Amplifikationsniveau fir FGF3,4,79,
b) Rektumkarzinom mit ebenfalls hohem Amplifikationsniveau fur FGF3,4,79 (Fromme et al.
2018)
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3.3 Untersuchung auf Translokationen von FGFR1und FGFR3

3.3.1 Mittelwertbestimmung aberranter Signale fiir die FGFRI- und FGFR3-

Translokationssonden in Tonsillen und Plattenepithelkarzinomen

Fir die Auswertung der FGFR7- und FGFR3-Translokationssonden wurde zunichst ein Mit-
telwert der Zellen mit aberranten Signalen in Plattenepithelkarzinomen des Oropharyngeal-
trakts und Tonsillen bestimmt. Der Mittelwert wird im Folgenden zusammen mit dem Stan-
dardfehler des Mittelwerts in Prozent angegeben.

Von den mit der FGFR7-Translokationssonde hybridisierten Plattenepithelkarzinomen und
Tonsillen konnten 95 von 108 Priparaten ausgewertet werden. GrofB3tenteils fanden sich gute
Fluoreszenz-Signale und ausreichend Gewebe. Der Mittelwert der Tumorzellen mit break
apart-Phinomenen betrug 0,611% =+ 0,1586, wobei maximal 10% der Tumorzellen break aparts
aufwiesen.

Uberdies wurde auch das Auftreten von extra 5°-Signalen und extra 3‘Signalen in den Tumor-
zellen analysiert. Der Mittelwert der Tumorzellen mit extra 5“-Signalen betrug 2,4421% =*
0,21621 und der Median 2,00%. Das Minimum der Tumorzellen mit extra 5-Signalen lag bei
0%, das Maximum bei 10%. Ahnliche Werte zeigten sich bei den Zellen mit extra 3‘-Signalen.
Deren Mittelwert lag bei 2,5684% £ 0,19550 und der Median bei 2,00%. Das Minimum der
Zellen mit extra 3°-Signalen betrug 0%, das Maximum 6% (Tabelle 12).

Nach Hybridisierung mit der FGFR3-Translokationssonde konnten 92 von 108 Proben analy-
siert werden, wobei sich ein Mittelwert der Tumorzellen mit break apart-Phinomenen von
0,065% £ 0,0372 ergab. Die maximale Anzahl der gezihlten Zellen mit break aparts betrug hier
lediglich 2%.

Der Mittelwert der Tumorzellen mit extra 5°-Signalen lag hier bei 1,5000% =* 0,18708 und der
Median bei 1,00%; das Maximum lag bei 8% und das Minimum bei 0%. Der Mittelwert der
Zellen mit extra 3“-Signalen betrug 0,4565% * 0,10754 und der Median 0,00%; das Minimum
lag bei 0% und das Maximum bei 6% (Tabelle 12).
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Tabelle 12: Mittelwertbestimmung FGFRI1- und FGFR3-Translokationssonde

Translokations- Ermittelter MW  Ermittelter MW Ermittelter MW Publizierter

Sonde BA + 38D (%)  extra 5-Signal + extra 3“Signal + SW* (%)
3 SD (%) 3 SD (%)

FGFR1 5,26 8,8 8,28

FGFR3 1,13 6,88 3,56 15

Tabelle 12: MW, Mittelwert; BA, break apart; SD, standard deviation; SW, Schwellenwert; *nur
unter Einbeziehung von break aparts ermittelt

Nach der Methode von Finelli et al. kénnen Schwellenwerte bestimmt werden durch den Mit-
telwert zuziiglich drei Standardabweichungen (Finelli et al. 1999). In Tabelle 12 sind die fir
dieses Kollektiv bestimmten Mittelwerte dargestellt. Daraus ergibt sich, dass der Schwellen-
wert zur Auswertung der Translokationssonden nicht unter den hier bestimmten Werten von
5,26% fir die FGFR7-Sonde und 1,13% fir die FGFR3-Sonde liegen sollte. Dies steht im
Einklang mit der Literatur, die 15% beschreibt (Finelli et al. 1999; Turkmen et al. 2014). Um
falsch positive Ergebnisse zu vermeiden, wurde fiir die weiteren Analysen der von Finelli et al.
herangezogene ,,strengere cut-off-Wert von 15% angewendet (Finelli et al. 1999). Dieser wut-
de anhand von zytologischen Untersuchungen in Lymphozyten ermittelt. Die hier untersuch-
ten Tonsillen und Plattenepithelkarzinome lagen hingegen als FFPE-Material vor, was den

Unterschied in den Werten teilweise erklaren kann.
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3.3.2 Auswertung der FGFR-Translokationssonden

Zur Auswertung der Translokationen wurde wie oben beschrieben der von Finelli et al. defi-
nierte Schwellenwert zu Grunde gelegt, d. h. ein Tumor mit break apart-Phinomenen in min-

destens 15% der Tumorzellen wurde als positiv beziiglich einer FGFR-Translokation gewertet.

Tabelle 13: Auswertung der FGFRI- und FGFR3Translokationssonden

Primirtumoren (%) Lebermetastasen (%)
FGFR1-Translokation 0/81 (0%) 0/45 (0%)
K: 0/38 (0%)
R: 0/43 (0%)
FGFR3-Translokation 0/93 (0%) 0/43 (0%)
K: 0/47 (0%)
R: 0/46 (0%)

Tabelle 13: K, Kolon; R, Rektum.

3.3.2.1 Ergebnisse der FGFR7-Translokationssonde

Von den mit der FGFR7-Sonde hybridisierten Primirtumoren konnten 81 Tumoren ausge-
wertet werden. Es zeigte kein Tumor ein Rearrangement des fir FGFR1 kodierenden Gens
(Tabelle 13). Im Mittel wiesen die Primirtumoren 1,470% £ 0,2249 break apar+-Phinomene
auf, der Median lag bei 0,00% und die Prozentzahl der break aparts reichte von 0 bis 10%, wo-
bei tiber die Hilfte der Primédrtumoren kein break apart aufwies.

Extra 5%Signale traten etwas hiaufiger in Primartumoren auf. Der Mittelwert lag hier bei 6,00%
+ 1,59668 und der Median bei 4,00%. In den meisten Fillen lag die Zahl der Tumorzellen mit
extra 5°-Signalen bei 2% (in 24,7% der Fille). Interessanterweise zeigten zwei Priméartumoren
eine aullergewOhnlich hohe Anzahl an extra 5°-Signalen. In einem Rektumkarzinom lieSen
sich in einem fokalen Areal in mehr als 90% der Tumorzellen extra 5°-Signale beobachten,
wohingegen das restliche Tumorgewebe Fusionssignale aufwies (Abbildung 6a und 6b). Ein
Kolonkarzinom zeigte in tiber 90% der Tumorzellen extra 5°-Signale (Abbildung 6c¢).

Der Mittelwert der extra 3°-Signale lag bei 3,5802% * 0,32908 in den Primartumoren, der Me-
dian bei 4,00%, wobei die Spanne von 0% bis 14% extra 3°-Signale reichte.

Von den mit der FGFR7-Sonde hybridisierten Lebermetastasen konnten 45 Metastasen aus-
gewertet werden. Keine davon zeigte ein Rearrangement des fir FGFR1 kodierenden Gens
(Tabelle 13). Im Mittel zeigten die Lebermetastasen 1,438% =£ 0,3080 break apart-Phinomene
und der Median lag bei 0,00%, wobei die Spanne von 0% bis 10% break aparts reichte.
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Bei den extra 5°-Signalen lag der Mittelwert bei 6,5333% * 1,54449 und der Median bei 6,00%.
In den meisten Fillen lag die Zahl der Zellen mit extra 5-Signalen bei 6% (in 35,6% der Fille).
In einer Lebermetastase konnten aullergewohnlich viele extra 5°-Signale beobachtet werden.
Es zeigten sich in 72% der Tumorzellen extra 5°-Signale; davon in 24% der Zellen sogar je-
weils zwel extra 5°-Signale und in 10% der Zellen drei extra 5-Signale (Abbildung 6d).

Der Mittelwert der extra 3‘-Signale lag in den Lebermetastasen bei 3,1556% £ 0,28061, der
Median bei 2,00%, wobei die Spanne von 0% bis 8% extra 3‘-Signalen reichte.

Bei der FGFR7-Translokationssonde zeigte sich somit kein nennenswerter Unterschied zwi-

schen Primirtumoren und Metastasen.

Abbildung 6: FGFRI-break apart-Sonde, Fille mit vermehrt extra 5°-Signalen

a) + b) Rektum-Karzinom mit a) extra 5°Signalen in fokalem Areal, b) verbleibendes Areal
ohne extra 5°-Signale; ¢) Kolonkarzinom mit in bis zu 90% der Tumorzellen extra 5°-Signale;
d) Lebermetastase mit Primarius im Rektum, vermehrt extra 5-Signale in gesamtem Tumora-
real.

3.3.2.2 Ergebnisse der FGFR3-Translokationssonde

Von den mit der FGFR3-Translokationssonde hybridisierten Primédrtumoren konnten 93 Tu-
moren ausgewertet werden. Auch hier zeigte kein Tumor ein Rearrangement des fir FGFR3
kodierenden Gens (Tabelle 13). Im Mittel zeigten die Primdrtumoren 1,247% = 0,1858 break
apart-Phinomene, der Median lag bei 0,00%, wobei die Spanne von 0% bis 8% break aparts
reichte. Bei den extra 5“Signalen lag der Mittelwert bei 7,4624% £ 0,60475 und der Median
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bei 6,00%. Es ergab sich ein Maximum von 28% extra 5°-Signalen und rund 29% der Fille
wiesen =10% extra grine Signale auf.
Der Mittelwert der extra 3‘-Signale lag bei 1,3548% * 0,18132, der Median bei 0,00%, wobei

die Spanne von 0% bis 6% extra 3‘-Signalen reichte.

Um die hohe Anzahl der extra 5°-Signale, welche vor allem in den Primirtumoren auftraten,
zu verifizieren, wurden die betreffenden Primirtumoren zusitzlich mit der Zytol ight SPEC
FGFR3 Break Apart/ FGFR2/FGFR1T Quadruple Farbsonde hybridisiert. Mit dieser Sonde
zeigte sich eine Reduktion der extra 5-Signale (Tabelle 14).

Tabelle 14: Hybridisierung mit der Quadruple-Sonde beziiglich FGFR3

Tumor-Typ FGFR3 BA Sonde Agilent FGFR3 BA Quadruple Sonde
extra 5°-Signale extra 5°-Signale
R 6 3
R 7 0
R 14 5
R 13 6
R 7 2
R 6 1
K 11 3
K 7 2
K 7 2
K 9 2
K 7 5
K 7 2
K 9 2
K 6 2
K 12 1
K 9 1
K 6 2
K 6 3

Tabelle 14: Reduktion der extra 5°-Signale bei Hybridisierung mit der Quadruple-Sonde
(dargestellt sind Primédrtumoren mit >10% extra 5-Signalen); K, Kolon; R, Rektum.

Von den mit der FGFR3-Translokationssonde hybridisierten Lebermetastasen konnten 43
Metastasen ausgewertet werden. Keine davon zeigte ein Rearrangement des FGFR3-Gens
(Tabelle 13). Im Mittel zeigten die Lebermetastasen 0,791% % 0,2413 break aparts und der Me-

dian lag bei 0,00%, wobei die Spanne von 0% bis 8% break aparts reichte. Bei den extra 5
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Signalen lag der Mittelwert bei 5,9070% % 0,61345 und der Median ebenfalls bei 6,00%. Es
ergab sich ein Maximum von 22% extra 5°-Signalen (Abbildung 7).
Der Mittelwert der extra 3°-Signale lag bei 1,5814% * 0,25394, der Median bei 2,00%, wobei

die Spanne von 0% bis 6% extra 3‘-Signalen reichte.

Abbildung 7: Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung mit FGFR3Translokationssonde

Vereinzelt extra 5-Signale in a) Lebermetastase mit Primarius im Rektum, b) Lebermetastase
mit Primarius im Kolon

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass weder in Primirtumoren noch in Lebermetastasen

FGFR1- oder FGFR3-Rearrangements beobachtet werden konnten bei einem c#t-gff von 15%.

3.4 Zusammenschau der verschiedenen FGFR-Signalweg-Alterationen

In der Zusammenschau der verschiedenen FGFR-Signalweg-Alterationen wiesen 30 Primir-
tumotren, davon 17 Kolon- und 13 Rektumkarzinome, und 12 Metastasen eine Alteration der
FGF-Rezeptoren oder —Liganden auf. Darunter gab es auch Fille, welche multiple FGF-
Rezeptor- oder -Liganden-Alterationen zeigten (Tabelle 8, ,Fille mit multiplen FGFR-
Alterationen®). Es handelte sich dabei um neun Primirtumoren, davon sechs meist rechtssei-
tig gelegene Kolonkarzinome und drei Rektumkarzinome sowie eine Lebermetastase mit dem
Primirtumor im Rektum. Eine Zusammenschau der verschiedenen, sich teils uiberschneiden-
den FGFR-Aberrationen ist fiir die Primartumoren im Venn-Chart dargestellt (Abbildung 8).
Eine FGFR7-Amplifikation trat entweder isoliert auf oder war mit einer FGFR3-mRNA-
Uberexpression vergesellschaftet. FGF3,4,79-Amplifikationen waren in beiden Fillen mit ei-
ner FGFR-mRNA-Uberexpression vergesellschaftet; einmal mit einer FGFR1-, im anderen
Fall mit einer FGFR3-Uberexpression. Jedoch bleibt festzuhalten, dass in den Fillen, in denen
eine genomische Amplifikation und eine mRNA-Uberexpression gleichzeitig auftraten, diese
nie den gleichen Rezeptor betrafen. Eine mRNA-Uberexpression von mehr als einem FGF-
Rezeptor wurde in mehreren Fillen beobachtet (Tabelle 8, ,Fille mit multiplen FGFR-

Alterationen®). Die Patienten, welche mehrere FGFR-Alterationen aufwiesen (n=10), hatten
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Uber die gesamte Kohorte hinweg ein signifikant hoheres Alter als Patienten mit nur einer

FGFR-Alteration (n=32; t-Test p=0,027, 71 vs. 80 Jahre).

FGFR1
Uberexpression

FGFR2 FGF3,4.19
fjbemxpmssion Amplifikation
FGFR3 FGFRY
ﬁbemxpmssion Amplifikation

Abbildung 8: Alterationen von FGF-Rezeptoren und -Liganden in Primirtumoren

Einige Primirtumoren zeigen mehrere FGFR-Alterationen, modifiziert nach Fromme et al.
(2018)

3.5 Korrelation der Ergebnisse

3.5.1 Korrelation von FGF(R)-Genamplifikation und mRNA-Uberexpression mit
klinisch-pathologischen Daten

Fir die Kohorte der Lebermetastasen fand sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen
FGFR1-Amplifikationen und Uberexpressionen von FGFR1 oder FGFR3 und klinisch patho-
logischen Parametern wie Alter des Patienten, Geschlecht oder Lokalisation des Primartumors
(Kolon vs. Rektum, rechtsseitiges vs. linksseitiges Kolon).

Jedoch zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen dem Vorhandensein von FGF(R)-
Alterationen und dem Gesamt- und krebsspezifischen Uberleben der Patienten. Bei den Meta-
stasen ging die FGFR3-mRNA-Uberexpression mit einem signifikant kiirzeren Gesamtiiber-
leben (Log-rank-Test, p=0,0152, HR=3,14 [1,19-8,31]; Abbildung 9B, Tabelle 15) sowie
krebsspezifischen Uberleben einher (Log-rank-Test, p=0,00497, HR=3,8 [1,4-10,35]).
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Abbildung 9: Prognostische Relevanz einer FGFR3-Uberexpression

Gesamtubetleben in Monaten von Patienten mit FGFR3—mRNA—Uberexpression in Primar-
tumoren (A) und in Metastasen (B), modifiziert nach Fromme et al. 2018

Auch fiir Metastasen mit einer FGFR7-Amplifikation fand sich ein signifikant reduziertes Ge-
samtiiberleben (Log-rank-Test, p=0,00111, HR=8,83 [1,82—-42,95], 12,6 vs. 47,4 Monate, Ta-
belle 15, Abbildung 10B).

Da jedoch nur zwei Metastasen eine FGFR7-Amplifikation aufwiesen, ist die Anzahl positiver
Fille sehr gering und weitere Studien mit groBeren Fallzahlen sind erforderlich, um die Er-
gebnisse zu bestitigen. Fiir die Metastasen, welche eine FGFR1-mRNA-Uberexpression auf-

wiesen, fand sich kein signifikanter Zusammenhang mit dem Gesamt- oder krebsspezifischen

Ubetleben.
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Abbildung 10: Prognostische Relevanz einer FGFRI-Amplifikation

Gesamtiiberleben in Monaten von Patienten mit einer FGFR7-Amplifikation in Primértumo-
ren (A) und in Metastasen (B)
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Die Primirtumoren, welche eine FGFRT- oder FGF3,4,719-Amplifikation oder eine FGFR1-,
FGFR2- oder FGFR3-Uberexpression aufwiesen, zeigten keine positive Korrelation mit kli-
nisch-pathologischen Parametern wie Alter, Geschlecht, Grof3e des Primirtumors, Lokalisati-
on des Primartumors beim Kolonkarzinom (rechtsseitiges vs. linksseitiges Kolon), bestehen-
der Lymphknoteninfiltration, bestehender Fernmetastasierung oder dem Gesamttberleben.
Im Gegensatz zu den Metastasen oligometastasierter kolorektaler Karzinome bestand in kolo-
rektalen Primirtumoren kein Zusammenhang zwischen einer FGFR3-Uberexpression und
dem Gesamtiiberleben der Patienten (Log-rank-Test, p=0,985, HR=1,01 [0,49-2,05]; Abbil-
dung 9A). Da aus der Kohorte der Primédrtumoren 33 Tumoren (23,6%) bereits Fernmetasta-
sen gebildet hatten, wurde diese Subgruppe nochmals gesondert hinsichtlich einer Korrelation
zwischen einer FGFR3-Uberexpression und dem Gesamtiiberleben der Patienten analysiert.
Auch hier zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen einer FGFR3-
Uberexpression und dem Gesamtiiberleben der Patienten (Log-rank-Test, p=0,992).

Ferner wurden die bereits fernmetastasierten Primédrtumoren (M1) mit den nicht metastasier-
ten Primirtumoren (MO) hinsichtlich des Auftretens einer FGF(R)-Genamplifikation oder
FGFR-Uberexpression mittels des Chi-Quadrat-Tests und des exakten Tests nach Fisher ver-

glichen. Auch hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen.
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Von drei Patienten mit oligometastasiertem kolorektalen Karzinom untersuchten wir mehr als
eine Lebermetastase (Tabelle 16). Bei einem Patienten wurden insgesamt finf Lebermetasta-
sen metachron reseziert. Dieser Patient hatte zuvor eine Chemotherapie in Kombination mit
EGFR-Antikorpern erhalten. Bemerkenswerterweise zeigten nur die drei zuletzt aufgetretenen
Metastasen, welche im Rahmen einer Hemihepatektomie entfernt wurden, eine FGFR3-
Uberexpression. Die beiden zuvor resezierten Metastasen wiesen keine FGFR-Alteration auf
(Tabelle 16 1.1-1.5). Von zwei weiteren Patienten untersuchten wir ebenfalls mehr als eine
Lebermetastase; in einem der beiden Fille traten die Metastasen synchron, im anderen meta-
chron auf. Bei diesen Patienten zeigte sich kein Unterschied im FGFR-Expressionsverhalten

zwischen den Metastasen (Tabelle 16, 2.1-2.4 und 3.1-3.2).

Tabelle 16: Patienten mit multiplen synchronen oder metachronen Metastasen

RNA-Uberexpression Ampli- Molekulare
Nr. Lage Zeitspanne fikation Subtypisie-
des vom Auftre- rung
Primir-  ten der ers-
tumors  ten bis zu FGFRI EGFR2 FEGFR3 | FGFRI RAS/
) Ratio/ BRAF/
werteren H-Score H-Score H-Score | GCN/Ampli- PIK3CA
Metastasen : ) . )
Ergebnis  Ergebnis FErgebnis | fikations-
(Monate) .
niveau
11 R 0 0 100 160 1.2/2.4 WT
(neg) (neg) (neg) (neg) WT
WT
1.2 8 100 45 140 1.2/2.5 WT
(neg) (neg) (neg) (neg) WT
WT
1.3 10 120 100 320 1.2/2.5 WT
(neg) (neg) (pos) (neg) WT
wWT
1.4 10 100 100 260 1.1/21 WT
(neg) (neg) (pos) (neg) WT
WT
1.5 10 20 100 350 1.3/2.5 WT
*(22) (neg) (neg) (pos) (neg) WT
wWT
21 R 0 NA NA NA 1.1/2.0 WT
(neg) WwWT

WT
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RNA-I"Jberexpres sion Ampli- Molekulare
Nr. Lage Zeitspanne fikation Subtypisie-
des vom Auftre- rung
Primiar-  ten der ers-
tumors  ten bis zu FGFR1  FGFR2 FGFR3 —ﬁ' Gf'f/U RAS/
: atio BRAF/
wetteren H-Scote H-Scote H-Score | GCN/Ampli- PIK3CA
Metastasen . . . )
Ergebnis Ergebnis Ergebnis | fikations-
(1\/[0nate) niveau
2.2 0 NA 100 140 1.0/1.8 WT
(neg) (neg) (neg) WT
WT
2.3 0 NA NA NA 1.2/2.3 WT
(neg) WT
WT
2.4 0 NA 100 100 1.0/2.0 WT
(neg) (neg) (neg) WT
WT
31 K+R' 0 105 110 130 0.5/1.2 Mt
(neg) (neg) (neg) (neg) WT
WT
3.2 NA 0 130 140 0.5/1.1 Mt
(neg) (neg) (neg) (neg) WT
WwWT

Tabelle 16: *(X), Nummer des gleichen Falls in Tabelle 8; K, Kolon; R, Rektum; WT, Wildtyp;
Mt, Mutation; GCN, durchschnittliche Genkopienzahl; neg, negativ; pos, positiv; NA, Daten
nicht verfugbar.

" Dieser Patient litt gleichzeitig an einem Kolon- (Z6kum) sowie Rektumkarzinom, sodass

unklar ist, welches Karzinom die Metastasen verursacht hat.
Tabelle modifiziert nach Fromme et al. (2018)

In der Kohorte der Lebermetastasen standen fiir insgesamt 28 Patienten Therapiedaten zur
Verfigung. Davon erhielten zehn Patienten eine VEGF-Antikérper-Therapie in den sechs
Monaten vor Resektion der Lebermetastasen. Die anti-VEGF-Therapie wurde hierbei immer
in Kombination mit einer Chemotherapie verabreicht; in einem Fall erhielt der Patient zusatz-
lich EGFR-Antikérper. Beim Vergleich der Patienten, welche eine anti-VEGEF-Therapie er-
hielten, mit den Patienten, welche lediglich eine Chemotherapie und gegebenenfalls EGFR-
Antikérper bekamen, zeigte sich keine positive Korrelation zwischen einer anti-VEGE-
Therapie und einer FGFR-Amplifikation oder —Uberexpression. Soweit anhand dieser kleinen
Fallzahl beurteilbar, besteht somit kein Zusammenhang zwischen einer vorangegangenen
VEGF-Antikérpertherapie und dem Auftreten von FGFR-Alterationen. Jedoch sind grof3ere

Studien notwendig, um diese Annahme zu bestitigen.
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3.5.2 Korrelation von FGFR-Genamplifikation und mRNA-Uberexpression mit

molekularen Subtypen

Die FGFR3-tiberexprimierenden Lebermetastasen (n=7) zeigten in mehr als 50% der Fille
einen RAS-Wildtyp und in allen Fillen einen BRAF- und PIK3CA-Wildtyp (Tabelle 8). Bei
den Lebermetastasen mit einer FGFR1-Uberexpression (n=4) lag RAS jeweils mutiert vor; fiir
BRAF und PIK3CA zeigte sich jedoch ein Wildtyp. Die beiden FGFR7-amplifizierten Meta-
stasen wiesen einen Wildtyp fir RAS, BRAF und PIK3C.A auf (Tabelle 11).

Insgesamt konnten fiir die Lebermetastasen keine statistisch signifikanten Korrelationen zwi-
schen dem Auftreten von FGFR-Amplifikation oder FGFR-Uberexpressionen und dem Mu-
tationsstatus von RAS, BRAF und PIK3CA beobachtet werden.

Aus der Kohorte der Lebermetastasen wies nur eine Metastase eine Mikrosatelliteninstabilitat
auf (1,8%). Diese Metastase zeigte weder eine genetische noch eine auf das Expressionsniveau

bezogene FGFR-Alteration; RAS, BRAF und PIK3CA lagen als Wildtyp vor.

Bei den Primirtumoren zeigten nur drei der 18 FGFR3-iberexprimierenden Tumoren eine
RAS-Mutation. Von den Primirtumoren mit einer FGFR2-Uberexpression (n=5) und denen
mit einer FGFR1-Uberexpression (n=10) zeigten jeweils zwei eine RAS-Mutation (Tabelle 8).
Aus der Gruppe der Primirtumoren mit einer FGFR-Amplifikation zeigte einer der finf
FGFRT7-amplifizierten und keiner der beiden FGF3,4,79-amplifizierten Tumoren eine RAS-
Mutation (Tabelle 11).

Zusammenfassend bestand bei den Primirtumoren keine statistisch signifikante Korrelation
zwischen dem Auftreten einer FGFR-Amplifikation oder FGFR-Uberexpression und dem
RAS-Mutationsstatus. Beim Vergleich der Primirtumoren, welche eine einzelne FGIFR-
Alteration aufwiesen, und denen mit mehreren FGFR-Alterationen zeigte sich statistisch kein

signifikant hdufigeres Auftreten von RAS-Mutationen.
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4 Diskussion

Mit einer geschitzten Letalitit von ca. 51.000 Individuen in den USA fir das Jahr 2018 ist das
kolorektale Karzinom hinter dem Bronchialkarzinom die zweithaufigste krebsbedingte Todes-
ursache. Vor allem im metastasierten Stadium ist die Prognose der Patienten trotz moderner
Therapieoptionen immer noch sehr schlecht mit einer relativen 5-Jahres-Uberlebensrate von
ca. 13,8% (SEER).

Patienten mit oligometastasierten kolorektalen Karzinomen bilden eine relevante Subgruppe
mit sehr unterschiedlichem klinischem Verlauf der Erkrankung. Bei manchen ist ein Langzeit-
tberleben moglich, andere entwickeln innerhalb relativ kurzer Zeit eine multilokulire Metasta-
sierung und haben eine sehr schlechte Prognose. Um hier die Patienten zu identifizieren, bei
denen trotz leitliniengerechter Therapie ein Aufhalten des Tumorprogresses nicht suffizient
gelingt, bedarf es aussagekriftiger prognostischer Marker. Die Patienten mit einem ungunsti-
gen Verlauf der Erkrankung sollten dann gezielt in klinische Studien eingeschlossen werden,
um fiir sie individuelle und effektive Therapieoptionen zu finden. Hier ist das Feld der perso-
nalisierten Medizin von Bedeutung. Mittels Tyrosinkinase-Inhibitoren kénnen fir das Tu-
morwachstum entscheidende molekulare Signalwege gezielt blockiert werden bei verhiltnis-
miflig geringeren systemischen Nebenwirkungen im Vergleich zu einer Chemotherapie. Die
FGF-Rezeptoren und -Liganden sind bereits in verschiedenen Tumoren als vielversprechende
molekulare Zielstrukturen beschrieben worden. In dieser Arbeit wurde nun die Bedeutung
von FGFR- und FGF-Alterationen im kolorektalen Karzinom umfassend untersucht.

Die Privalenz von FGFR-Alterationen wurde sowohl auf der genomischen als auch auf der
RNA-Expressionsebene ermittelt. Hierzu wurden mit der FISH und der RNA-ISH zwei 7#-
situ-Verfahren verwendet. Diese haben den Vorteil, dass die Alterationen direkt im Zellkern
der einzelnen Tumorzelle dargestellt werden konnen und storende Effekte des Tumorstromas
nicht mit einflieBen, was insbesondere bei den FGF-Rezeptoren, welche auch von Fibroblas-
ten exprimiert werden, von Bedeutung ist.

In der Literatur sind FGFR-Alterationen in kolorektalen Karzinomen bislang nur selten be-
schrieben worden. Dartiber hinaus bezichen sich die meisten Daten, die bisher publiziert wur-

den, lediglich auf die Primidrtumoren. FEinzelne Autoren berichten von FGEFRT-

Amplifikationen sowie FGFR1-mRNA-Uberexpressionen in primiren kolorektalen Karzino-
men (CancerGenomeAtlas 2012; Goke et al. 2013; Kwak et al. 2015). Ferner beschreiben

Mathur et al. eine FGFR2-Amplifikation in einer Zelllinie des kolorektalen Karzinoms (INCI-
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H716), welche aus Aszites gewonnen wurde, sowie eine vermehrte FGFR2-Expression in vier
kolorektalen Primartumoren sowie einer Lymphknotenmetastase (Mathur et al. 2014). Desno-
yers et al. beobachteten eine Co-Uberexpression von FGF19 und FGFR4 in Kolonkarzino-
men und konnten zeigen, dass durch Hemmung von FGF19 und der daraus resultierenden
FGFR4-Inhibition das Tumorwachstum kolorektaler Karzinome in Xenografts i vivo ge-
hemmt werden konnte (Desnoyers et al. 2008). Dem gegeniiber steht eine aktuelle Publikation
von Karkera et al., in der mittels FISH-Analyse keinerlei Genamplifikationen von FGFR7-4 in

kolorektalen Karzinomen gefunden wurden (Karkera et al. 2017).

Genomische FGFR-Alterationen in primaren und oligometastasierten KRK

Im Gegensatz zur Arbeit von Karkera et al. zeigen die vorliegenden Daten, dass Amplifikatio-
nen von FGFR7 sowohl in Primirtumoren als auch in Lebermetastasen oligometastasierter
kolorektaler Karzinome vorkommen. Ebenso finden sich Amplifikationen des Genclusters der
wichtigsten Liganden FGF3,4 und 79 in Primirtumoren. Die Genamplifikationen wurden
anhand des FGFR-Scores definiert, welcher von Schildhaus et al. zuvor in einer Arbeit zu
FGFR17-Amplifikationen in Plattenepithelkarzinomen der Lunge verwendet wurde (Schildhaus
et al. 2012). In den kolorektalen Primirtumoren zeigte sich eine FGFR7-Amplifikation in ins-
gesamt 6,3% der Fille. Von dhnlichen Zahlen berichten Kwak et al. und Goke et al. Erstere
konnten FGFR7-Amplifikationen in 3,8%, letztere in 5,3% primirer kolorektaler Karzinome
zeigen. Die Amplifikationskriterien, welche in diesen beiden Studien verwendet wurden, un-
terscheiden sich in einigen Punkten von den hier gewihlten. Der Auswertealgorithmus, wel-
chen Kwak et al. verwendeten, orientierte sich an dem fiir EGFR-Amplifikationen (Vorhan-
densein von EGFR-Genclustern und Ratio EGFR-Genkopienzahl zu Chromosom 22 oder
215 EGFR-Genkopien pro Zelle in 210% der Zellen) (Kwak et al. 2015). Beziiglich der De-
finition eines hohen Amplifikationsniveaus (Gen/Zentromer Ratio = 2,0 oder Anzahl der
Tumorzellen, die 215 Zielsignale oder groBere Cluster aufwiesen von =10%) dhnelt dieser der
hier verwendeten, es fehlt jedoch die Amplifikationsdefinition Gber die durchschnittliche
Genkopienzahl (durchschnittliche Genkopienzahl pro Zelle von 26,0). Weiterhin wird nicht
zwischen hoch- und niedriggradigem Amplifikationsniveau unterschieden. Ein niedriggradiges
Amplifikationsniveau wurde in dieser Arbeit definiert, wenn der Prozentsatz der Tumorzellen,
welche mindestens funf Gensignale enthielten, bei mindestens 50% lag. Dies war bei zweien
der funf FGFR7-amplifizierten Primirtumoren der Fall. Die biologische Relevanz des Unter-
schieds zwischen hochgradiger und niedriggradiger Amplifikation ist noch unklar, jedoch er-
scheint die Gefahr geringer, moglicherweise therapeutisch relevante Alterationen zu verpas-

sen, wenn auch die niedriggradigen Amplifikationen als FISH positiv gewertet werden. Dar-
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Uber hinaus lie3 sich ein Fall beobachten, bei dem der Primartumor und die Lymphknoten-
metastase niedriggradige Amplifikationen zeigten, die Lebermetastase jedoch eine hochgradige
Amplifikation. Dies ldsst vermuten, dass es im Verlauf der Tumorerkrankung zu einer stirke-
ren Betonung bestimmter genomischer Alterationen und den entsprechenden Signalwegen
kommen kann. Folglich erscheint es sinnvoll, auch niedriggradigen Amplifikationen eine Be-
deutung beizumessen. In der Publikation von Goéke et al. wurde dies getan. Eine niedriggradi-
ge Amplifikation wurde hier definiert, wenn zwei bis neun tberschiissige Genkopien im Ver-
hiltnis zur Anzahl der Referenzsignale in 220% der Zellkerne auftraten. Eine hochgradige
Amplifikation wurde definiert, wenn die Anzahl der Genkopien mindestens neunfach hoher
als die Anzahl der Referenzsignale in 220% der Zellkerne war oder Cluster auftraten (Goke et
al. 2013). Auch wenn sich die einzelnen Definitionen von den in dieser Arbeit verwendeten
unterscheiden, wurden hier ebenso niedrig- und hochgradige Amplifikationen als FISH positiv
bewertet.

In der Kohorte der Lebermetastasen lieBen sich FGFR7-Amplifikationen in 4,8% der Fille
nachweisen. Da in den wenigen Publikationen zu FGFR in kolorektalen Karzinomen vor al-
lem die Primirtumoren analysiert wurden, fehlen beziiglich der Metastasen jegliche Ver-
gleichsdaten.

Neben FGFR7- fanden sich FGF3,4,79-Amplifikationen in 2,2% der Primirtumoren. Eine
konstitutive Expression von FGF3 wurde bereits von Galdemard et al. in karzinogenen Klo-
nen einer Zelllinie des Kolonkarzinoms beschrieben; sie zeigte sich jedoch nicht in nicht-
karzinogenen Klons derselben Zelllinie (Galdemard et al. 2000). Desnoyers et al. beschreiben
eine Co-Expression von FGF19 und dem entsprechenden Rezeptor FGFR4 in Primértumo-
ren des Kolons sowie in einigen humanen Kolonkarzinom-Zelllinien (Desnoyers et al. 2008).
Unal et al. fanden hingegen keine positive Korrelation zwischen immunhistochemischer Ex-
pression von FGF19 und Progredienz des Tumors hinsichtlich lokaler Infiltration und
Lymphknotenbefall bei Patienten mit nicht-fernmetastasierten kolorektalen Karzinomen (Unal
et al. 2013).

Neben den amplifizierten Fillen fiel in einigen Primartumoren und Metastasen eine geringe
FGFR1/CENS8-Ratio auf. Anteilig war diese bedingt durch eine haufiger vorkommende Poly-
somie der Zellkerne (>2 Zentromersignale/Tumorzelle), welche mitunter auch dutrch eine
Amplifikation von repetitiven Sequenzen am Zentromer bedingt sein kann. Als weiterer ur-
sachlicher Mechanismus kommt eine Deletion des FGFR7-Gens oder angrenzender Bereiche

der Sonde in Betracht.
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Primirtumoren und Lebermetastasen wurden ebenso auf FGFR7- und FGFR3-
Translokationen untersucht. Mit den eingesetzten Verfahren zeigten sich bei einem cut-gff-Wert
von 15% keinerlei Genrearrangements von FGFR7 oder FGFR3. Einzelne Fille wiesen ver-
mehrt 5%Signale in den Tumorzellkernen auf.

Mit der FGFRT7-Translokationssonde zeigten sich drei Fille, zwei Primirtumoren und eine
Lebermetastase, mit einer ungewohnlich hohen Anzahl von zusitzlichen 5°-Signalen. In einem
der beiden Primirtumoren war dies ein fokales Phinomen, in den beiden anderen Fillen ein
homogenes Verteilungsmuster. Die FGFR7-Translokationssonde ist so beschaffen, dass sie an
eine Basensequenz von 605kB distal des FGFR7-Gens (3°-Signal) und an eine Basensequenz
von 600kB proximal des FGFR7-Gens bindet (5°-Signal) (ZytoVision 2018). Somit sind die
Basensequenzen von dhnlicher Linge und sollten eine dhnliche Spezifitit aufweisen. Denkbar
wire, dass repetitive Sequenzen im Bindungsbereich des grin fluoreszierenden Teils der Son-
de zum Auftreten von vermehrten 5°-Signalen fithren. Da diese das 5“-Ende betreffen, er-
scheinen sie jedoch primir unspezifisch und sind eher als sondenbedingte Artefakte zu wer-
ten. Als Kontrolle und Referenz wurden jeweils die Signale im angrenzenden Normalgewebe
herangezogen.

Auch bei der Auswertung der FGFR3-Translokationssonde zeigte sich ein verstirktes Auftre-
ten von zusitzlichen 5%Signalen, jedoch nicht in dem Ausmal3 wie bei der FGFRT-
Translokationssonde. Um die Anzahl an zusitzlichen 5°-Signalen anhand ausgewihlter Fille zu
reevaluieren, verwendeten wir die Zytolight SPEC FGFR3 Break Apart/ FGFR2/FGFRT
Quadruple Color Probe. In den ausgewerteten Fillen zeigte sich eine Reduktion von zusitzlichen
5%Signalen. FGFR3-Rearrangements zeigten sich bei dem verwendeten cuz-gff von 15% keine.
Die Quadruple-Sonde bindet eine Basensequenz auf dem Chromosom 4 (p16.3) von 800kb
distal des FGFR3-Gens (5°-Signal) und eine Sequenz von 525kb proximal des FGFR3-Gens
(3*-Signal) (Biosb.com 2018). Im Vergleich dazu bindet die zuvor verwendete Agilent Sure
FISH FGFR3-Translokationssonde eine etwa nur halb so lange Basensequenz von 315,551kB
distal des FGFR3-Gens (5°Signal) und von 184,229kB proximal des FGFR3-Gens (3°-Signal)
(GenomicsAgilent). Somit wire es moglich, dass die Quadruple-Sonde aufgrund ihrer lingeren
Zielsequenz praziser fiir das FGFR3-Gen ist und weniger hiufig unspezifisch bindet. Als un-
spezifische Bindungsstellen wiren z. B. repetitive Elemente in der DNA distal des FGFR3-
Gens denkbar. Schlieflich wire es mdéglich, dass eine Polysomie der Zellkerne vorliegt und
dass jedoch die 3‘-Signale im Fluoreszenz-Mikroskop nicht sichtbar sind aufgrund der Tatsa-
che, dass die Zentromer-Region moglicherweise in den decoilten DNA-Abschnitten liegt,
wohingegen der griin-fluoreszierende Teil der Sonde in der sichtbaren gecoilten DNA bindet.

Letztendlich kénnen diese Fragen jedoch nicht abschlieBend geklart werden.
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Insgesamt bleibt festzuhalten, dass mit den eingesetzten Verfahren keine FGFRT7- oder
FGFR3-Translokationen in Primidrtumoren und Lebermetastasen kolorektaler Karzinome
beobachtet werden konnten. Den Einzelfillen mit zusitzlichen 5°-Signalen liegen wahrschein-
lich sondenbedingte Artefakte zugrunde.

Aufgrund der mitunter im kolorektalen Gewebe vorhandenen Nekrosen und Schleimhautex-
travasate konnte eine relativ hohe Anzahl von Tumorstanzen mangels hinreichender Signal-
qualitit nicht ausgewertet werden. Bei den Primirtumoren, die mit der FGFR4-
Amplifikationssonde hybridisiert wurden, lag die Quote mit 50% nicht auswertbarer Fille am
hoéchsten; bei den Lebermetastasen war ebenfalls die FGFR4-Amplifikationssonde am
schlechtesten auszuwerten (38,2% Ausfallrate). Auch fir die anderen FISH-Sonden sind die
Ausfallraten nicht unerheblich. Daher ist davon auszugehen, dass die Zahl FGFR-

amplifizierter Fille eigentlich noch hoher liegt als es unsere Zahlen zeigen.

FGFR-Alterationen auf der mRNA-Expressionsebene

Die mRNA-Expressionsanalyse von FGFR1-3 erfolgte in dieser Arbeit mittels RNASeope,
einer aktuellen und hocheffizienten Weiterentwicklung des RNA-ISH-Analyseverfahrens, wel-
ches 2012 von Wang et al. beschrieben wurde. Im Gegensatz zur bisher verwendeten real-time
RT-PCR bietet die RNASewpe den Vorteil, dass die RNA-Expression z sitn in der einzelnen
Tumorzelle und im histologischen Kontext untersucht werden kann. Damit wird vermieden,
dass z. B. das Tumorstroma oder bestehende Nekrosen das Ergebnis verfilschen (Wang et al.
2012). Die Nachteile, welche den bislang verfugbaren RNA-ISH-Techniken zu Grunde lagen,
wurden hier iberwunden, indem die Spezifitit sowie die Visualisierung der Bindung zwischen
RNA-Sonde und Ziel-mRNA verbessert wurden. Die Spezifitit wird erreicht durch das erfor-
derliche Binden von zwei Z-Sequenzen, was eine unspezifische Hybridisierung verhindern
soll. Durch die dann folgende sequentielle Bindung des ,preamplifiers, des ,,amplifiers“und der
Enzym-beladenen Markierungssonde wird eine vielfache Signalverstirkung erreicht (Wang et
al. 2012).

In den untersuchten Kohorten zeigten 10,1% der Primartumoren und 8,5% der Lebermetasta-
sen eine FGFR1-Uberexpression, welche iiber einen H-Score >200 definiert wurde. Dies
deckt sich mit den Zahlen von Kwak et al., die in primiren kolorektalen Karzinomen eine
FGFR1-Uberexpressionsrate von 11,7% beschreiben. Goke et al. berichten sogar von einer
Rate von 24,2% (Goke et al. 2013; Kwak et al. 2015). Jedoch wurde in beiden Publikationen
nicht der H-Score als MaB fiir eine Uberexpression verwendet. Kwak et al. definierten eine

mRNA-Uberexpression ab einem pridominanten Score von 3 oder 4 (Kwak et al. 2015). Bei
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Goke et al. wurden Firbegrad 3 und 4 als positiv gewertet, wobei nicht klar wird, welche De-
finitionskriterien hier zugrunde liegen (Goke et al. 2013).

In der vorliegenden Arbeit fand der pridominante Score ebenfalls Berticksichtigung und ist
mitaufgefiihrt, jedoch wurde der H-Score favorisiert, da dieser einfacher auswertbar und bes-

ser reproduzierbar erscheint.

Korrelation von genomischen FGFR-Alterationen und Alterationen auf der Expressionsebene

Bemerkenswert ist, dass in unserer Kohorte genomische FGFR-Amplifikationen und mRNA-
Uberexpressionen zwar simultan auftraten, jedoch nie denselben Rezeptor betrafen. Somit
scheint die Amplifikation eines Gens nicht zwangsldufig zur vermehrten Ablesung desselben
zu fithren und damit nicht zur mRNA-Uberexpression. Griinde hierfiir kénnen in verschiede-
nen epigenetischen Regulationsmechanismen liegen, darunter unter anderen Methylierung und
Inaktivierung eines Gens sowie die Histon-Code-Hypothese (Jenuwein und  Allis 2001;
Montenarh 2007).

Umgekehrt zeigte sich in vielen Fillen eine mRNA-Uberexpression ohne das Vorhandensein
einer Genamplifikation. Hier diirften ebenfalls iiber die Genetik hinausgehende epigenetische

und weitere regulatorische Mechanismen zugrunde liegen.

Prognostische Bedeutung von FGFR-Alterationen in kolorektalen Karzinomen

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass FGEFR-Alterationen sowohl in Form
von Amplifikationen als auch in Form von mRNA-Uberexpressionen in einer substantiellen
Zahl von Primirtumoren und Lebermetastasen oligometastasierter kolorektaler Karzinome
vorkommen. In den Primirtumoren fanden sich FGFR7- (6,3%) und FGF3,4,19- (2,2%)
Amplifikationen. Translokationen von FGFR7 oder FGFR3 konnten im Gegensatz zu vielen
anderen Tumorentititen keine beobachtet werden. Ferner fanden sich RNA-
Uberexpressionen von FGFR1 (10,1%), FGFR2 (5,5%) und FGFR3 (16,2%).

Die Metastasen zeigten auf der genomischen Ebene FGFR7-Amplifikationen in 4,8% der Fil-
le. Weiterhin fanden sich Uberexpressionen von FGFR1 (8,5%) und FGFR3 (14,9%). Im Ge-
gensatz zu den Primarien waren in den Metastasen keine FGF3,4,79-Amplifikationen oder
FGFR2-Uberexpressionen zu beobachten, sodass diesen vermutlich eine geringere Bedeutung
im metastasierten Stadium des KRK zukommt. Weder in Primdrtumoren noch in Metastasen
zeigten sich Amplifikationen von FGFR2, FGFR3 und FGFR4 oder Translokationen von
FGFR1 und FGFR3. Die FGFR3-Uberexpression stellte in beiden Kohorten die hiufigste
Alteration dar, sodass sie im kolorektalen Karzinom von besonderer Bedeutung zu sein

scheint. Einzelne Fille zeigten sogar mehrere FGFR-Alterationen; teils in Form von Uberex-
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pressionen mehrerer Rezeptoren; teils in Form eines Nebeneinanders von Genamplifikation
und Uberexpression.

Die FGFR3-Uberexpression stellt nicht nur die hiufigste Alteration in primiren und oligome-
tastasierten KRK dar, sondern ist in den Metastasen, wenn sie mittels RNA-ISH im metastati-
schen Gewebe bestimmt wird, auch mit einem statistisch signifikant reduzierten Gesamtiiber-
leben assoziiert (medianes Gesamtiiberleben 19,9 vs. 47,4 Monate, HR=3,14, p=0,0152).

In Primirtumoren hat eine FGFR3-Uberexpression, wenn sie im Primarius bestimmt wird,
hingegen keine Auswirkungen auf die Prognose der Patienten (HR=1,01, p=0,985). Dies gilt
auch fir die Gruppe von Primartumoren, welche bereits Fernmetastasen gebildet haben. Folg-
lich legen diese Daten nahe, dass die Bestimmung der FGFR-Alterationen vor allem in den
Metastasen erfolgen sollte, da sie hier erstens biologisch und prognostisch relevanter erschei-
nen und zweitens auch erst spit in der Tumorprogression auftreten kénnen wie das Beispiel
eines Patienten mit mehreren metachronen Metastasen zeigt, bei dem erst die zuletzt aufgetre-
tenen Metastasen eine FGFR3-Uberexpression aufweisen. Die FGFR3-Uberexpression cha-
rakterisiert somit eine Subgruppe der Patienten mit metastasiertem KRK und geht mit einer
signifikant schlechteren Prognose einher. Daher kénnten vor allem diese Patienten von einer
Therapie mit FGFR3-Tyrosinkinase-Inhibitoren profitieren und sollten in aktuelle klinische
Studien mit FGFR-Inhibitoren eingeschlossen werden.

Fir eine FGFR7-Amplifikation fand sich ebenfalls eine statistische Assoziation mit einem
kiirzeren Gesamtiiberleben in der Kohorte der Metastasen (medianes Uberleben 12,6 vs. 47,4
Monate, HR=8,83). Da jedoch insgesamt nur zwei Metastasen eine FGFR7-Amplifikation
aufwiesen, ist die Anzahl positiver Fille sehr gering, und weitere Studien mit héheren Fallzah-
len sind erforderlich, um diese Beobachtung zu bestitigen.

Sato et al. beschreiben in ihrer Arbeit eine positive Korrelation zwischen einer FGFR1-
Uberexpression in den Primirtumoren und dem Auftreten von Lebermetastasen. Die Uberex-
pression wurde dabei mittels gRT-PCR ermittelt (Sato et al. 2009). In unserer Kohorte konnte
dieses Phidnomen nicht beobachtet werden. Lediglich einer von zehn FGFRI1-
Uberexprimierenden Primirtumoren war in unserer Kohorte bereits metastasiert. Ferner war
die Quote der FGFR1-Uberexpression in den Lebermetastasen mit 8,5% geringer als in den
Primirtumoren mit 10,1%. Ferner berichtet Jang von einer Uberexpression von FGFR1 in
Zelllinien kolorektaler Karzinome, die reziprok mit einer FGFR3-Expression korreliert (Jang
2005). Dies konnte am vorliegenden Kollektiv nicht beobachtet werden, zeigten sich doch vier

Primartumoren mit einer simultanen Uberexpression von FGFR1 und FGFR3.
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Relevanz der verschiedenen Methoden zur Bestimmung pradiktiver Biomarker
Aktuell wird eine Vielzahl von selektiven und nicht-selektiven FGFR-Tyrosinkinase-

Inhibitoren in klinischen Studien auf ihre Wirksamkeit und Vertriglichkeit getestet (s. An-
hang). Um gezielt Patienten, welche von einer anti-FGFR-Therapie profitieren kénnten in
diese Studien einzuschlieBen, bedarf es geeigneter pridiktiver Biomarker. Da es durch viele
verschiedene Mechanismen, darunter genomische sowie Alterationen auf der Expressionsebe-
ne oder eine Kombination derselben, zu einer Ubermifligen Aktivierung des FGEFR-
Signalwegs kommen kann, ist bislang noch weitgehend unklar, welche Alterationen die geeig-
netsten Pradiktoren fir ein Ansprechen auf FGEFR-Inhibitoren darstellen. Wie bereits be-
schrieben werden zunehmend Alterationen auf der Expressionsebene anstelle von genomi-
schen Alterationen in aktuellen Studien favorisiert (Goke et al. 2015; Joerger et al. 2017,
Wynes et al. 2014). Auch wenn auf Grundlage dieser Arbeit keine Aussage dariiber getroffen
werden kann, welcher Biomarker der geeignetere ist, konnte sehr wohl gezeigt werden, dass
die FGFR3-Uberexpression in Metastasen kolorektaler Karzinome mit einer Privalenz von
14,9% sowohl die hiufigste FGEFR-Alteration ist als auch einen relevanten negativen Progno-
sefaktor darstellt. Diese Daten und die von Joerger et al. publizierte aktuelle klinische Studie
machen FGFR3 zu einem potentiellen molekularen Target im KRK und die FGFR3-
Uberexpression zu einem moglichen pridiktiven Biomarker (Joerger et al. 2017). Daher sollten
Patienten mit einer FGFR3-Uberexpression in klinische Studien mit FGFR-Inhibitoren einge-
schlossen werden. Die Bedeutung, welche der FGFRS—ﬁberexpression in metastasierten kolo-
rektalen Karzinomen zukommt, wird in der vorliegenden Arbeit erstmals beschrieben. Insbe-
sondere die Patientengruppe mit einer ungiinstigen Prognose sollte in Studien mit FGFR-
Tyrosinkinase-Inhibitoren eingeschlossen werden und kénnte von einer zielgerichteten The-
rapie profitieren. Valide Methoden zur Aus- und Bewertung der verschiedenen Biomarker

wurden in dieser Arbeit ausfihrlich beschrieben.

Limitationen der Arbeit

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine retrospektive Studie, d. h. auf die Voll-
stindigkeit und Qualitdt der klinischen sowie pathologischen Daten konnte kein Einfluss ge-
nommen werden. Die Lebermetastasen waren vergleichsweise sehr gut charakterisiert und es
standen liickenlose Daten zu klinischen Parametern wie Geschlecht, Alter, Lokalisation des
Primarius, Gesamtiiberleben und krebsspezifischem Uberleben zur Verfiigung. Die molekula-
ren Analysen hinsichtlich RAS, BRAF und PIK3CA sowie die Analyse der MSI waren liicken-
los vorhanden. Therapiedaten zu der in den sechs Monaten vor Resektion der Metastasen

durchgefithrten Behandlung waren von fast 50% der Patienten verfiigbar. Bei den Primirtu-
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moren waren hingegen keine Therapiedaten vorhanden. Die klinischen Parameter sowie Da-
ten zum Gesamtiiberleben waren weitestgehend vollstindig. Das krebsspezifische Uberleben
wurde fur die Primidrtumoren nicht ermittelt; ebenso wurde die RAS-Analyse nur in be-
schrinktem Umfang durchgefiihrt. Nichtsdestotrotz konnten anhand der verfiigbaren Daten
valide Korrelationen zwischen klinisch-pathologischen Parametern sowie molekularen Subty-
pen und dem Auftreten von FGFR-Alterationen erstellt werden.

Das Tumorgewebe der Primartumoren sowie der Lebermetastasen wurde anhand von Zssue
microarrays untersucht. Das bedeutet, dass im Gegensatz zu einem grofleren Gewebeareal auf
Einzelschnitten nur ca. Imm durchmessende Stanzen jedes Tumors beurteilt wurden und eine
moglicherweise bestehende intratumorale Heterogenitit somit nicht erfasst wurde. Das Phi-
nomen der intratumoralen Heterogenitit wurde z. B. fir FGFR-Alterationen in Bronchialkar-
zinomen beobachtet (Schildhaus et al. 2013). Daher ist anzunehmen, dass FGFR-Alterationen
im KRK vermutlich noch haufiger vorkommen, als es unsere Daten zeigen.

Insbesondere bei den TMAs der Primirtumoren war es gelegentlich der Fall, dass randstindi-
ge Tumorstanzen nicht vollstindig auf dem Schnitt vorhanden waren, d. h. dass sie beim
Schneiden nicht erfasst wurden oder dass das Gewebe beim Aufziehen auf den Objekttriger
vermutlich abgeschwommen war. Bei den TMAs der Lebermetastasen war dies nicht der Fall,
vermutlich weil hier nur bis zu 64 Stanzzylinder in einen Empfingerblock eingesetzt wurden,
wohingegen es bei den Primdrtumoren 140 waren. Dariiber hinaus war bei den Lebermetasta-
sen jede Metastase mit zwei Stanzen vertreten, sodass bei schlechter Auswertequalitit der ers-
ten auf die zweite Stanze ausgewichen werden konnte. Bei den Primirtumoren war zwar jeder
Fall mit zwei Stanzen vertreten, jedoch enthielt nur eine Stanze Tumorgewebe und die andere
Normalgewebe. Dies ist ein Grund fiir die hohere Anzahl von nicht beurteilbaren Fillen bei
den Primirtumoren. Auch wenn die Tatsache, dass die Tumoren anhand von TMAs untet-
sucht wurden, sicherlich als eine Limitation der Arbeit genannt werden muss, tiberwiegen bei
weitem die Vorteile dieser Methode gegeniiber einzelnen Schnitten eines jeden Tumors. So
lisst sich eine hohe Anzahl von Tumoren auf nur einem Objekttriger untersuchen und eine
schnellere Befundung ist folglich mdéglich. Im Gegensatz zu Einzelschnitten mit groBerem
Gewebeareal musste hier nut eine Tumorstanze bei den Primirtumoren oder zwei Stanzen bei
den Metastasen beurteilt werden und es konnte eine grof3e Zahl von Tumoren auf nur einem
Objekttriger ausgewertet werden. Auch die Vorbehandlung und Hybridisierung wurde erleich-
tert, da diese nur an einem Schnitt erfolgen musste und durch die geringe Stanzgréle weniger
Reagenzien benotigt wurden (Kononen et al. 1998). Generell sind TMAs in Fillen, bei denen

nur wenig Gewebe zur Verfiigung steht, sehr hilfreich, um einerseits Gewebe einzusparen und
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trotzdem eine umfassende molekularpathologische Analyse durchfihren zu koénnen
(Kallioniemi et al. 2001).

Diese Arbeit bietet die bislang umfassendste Analyse von Alterationen in den FGF-
Rezeptoren und -Liganden auf der genomischen sowie auf der Expressionsebene in primiren
und oligometastasierten kolorektalen Karzinomen. Dessen ungeachtet sind die Fallzahlen ins-
besondere bei den Lebermetastasen nicht hoch, sodass weitere Studien nétig und wiinschens-
wert sind, um die hier dargelegten Ergebnisse zu bestitigen. Da vor allem die FGFR3-
Uberexpression in weit fortgeschrittenen KRK auftritt, sollten in diese Studien auch multi-
lokulir fernmetastasierte kolorektale Karzinome mit Metastasen in Lunge und Gehirn mitein-

geschlossen werden.

Schlussfolgerung

FGFR-Alterationen sind insgesamt cher selten in kolorektalen Karzinomen zu beobachten.
Gleichwohl definieren sie aber eine spezifische Subgruppe in primiren und metastasierten
KRK. Die FGFR3-Uberexpression ist hierbei die hiufigste Alteration in Primarien und Meta-
stasen und ist in letzteren mit einem signifikant reduzierten Gesamtiberleben assoziiert. Da-
mit identifiziert sie eine neue Subgruppe von Patienten mit oligometastasiertem KRK mit ei-
nem hohen Progressionsrisiko. FGFR3 stellt Giberdies ein potenzielles molekulares Target fiir
eine personalisierte Therapie mit FGFR-Tyrosinkinase-Inhibitoren dar. FGFR1- und FGFR2-
Uberexpressionen wurden ebenfalls beobachtet, ihnen scheint jedoch keine prognostische
Bedeutung zuzukommen. Genomische FGFR-Alterationen kommen in Form von FGFRT-
Amplifikationen in beiden Kohorten, in Form von FGIF3,4,79-Amplifikationen hingegen nur
in Primarien vor. Eine positive Korrelation zwischen FGFR7-Amplifikationen und einem kiir-
zeren Gesamtiiberleben ist auf Grundlage der vorliegenden Daten ebenfalls zu vermuten,
kann jedoch aufgrund der geringen Zahl von positiven Fillen nicht postuliert werden. Hier
bedarf es weiterer Studien. FGFR7- und FGFR3-Translokationen waren weder in Primirtu-

moren noch in Metastasen mit den hier verwendeten Methoden nachweisbar.
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5  Zusammenfassung

Das Outcome der Patienten mit metastasiertem kolorektalen Karzinom ist bislang unbefriedi-
gend. Es fehlt an effektiven Therapieoptionen und an prognostischen sowie pridiktiven Bio-
markern. Patienten mit oligometastasierten kolorektalen Karzinomen und einer begrenzten
Zahl von Metastasen in der Leber bilden eine klinische Subgruppe mit einem sehr heteroge-
nen Krankheitsverlauf. Anhand der vorliegenden Daten erscheint die FGFR3-Uberexpression
in dieser Subgruppe als ein negativer Prognostikator und FGFR3 als ein potentielles molekula-

res Target.

Die in der Einleitung formulierten Fragen kénnen nun auf Grundlage dieser Arbeit wie folgt

beantwortet werden:

1) Wie ist die Privalenz von FGFR- und FGF-Alterationen in primiren kolorektalen

Karzinomen?

In den Primidrtumoren zeigten sich FGFR7- in 6,3% und FGIF3,4,19-
Amplifikationen in 2,2%. Ferner waren RNA-Uberexpressionen von FGFR1 in
10,1%, FGFR2 in 5,5% und FGFR3 in 16,2% zu beobachten. FGFR2-, FGFR3-
oder FGFR4-Amplifikationen fanden sich weder in Primirtumoren noch in Meta-
stasen. Bei dem verwendeten wroff zeigten sich keine FGFR7- oder FGFR3-

Translokationen.

1i) Wie ist die Privalenz derselben in Lebermetastasen oligometastasierter kolorektaler

Karzinome?

Die Lebermetastasen wiesen FGFR7-Amplifikationen in 4,8% sowie FGFR1- und
FGFR3-Uberexpressionen in 8,5% und 14,9% auf. Auch hier zeigten sich weder
FGFR2-, FGFR3- oder FGFR4-Amplifikationen noch FGFR7- oder FGFR3-

Translokationen.
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1if) Haben FGFR- und FGF-Alterationen eine prognostische Bedeutung in kolorekta-

len Karzinomen?

FGFR-Alterationen sind ein negativer Prognostikator in Metastasen kolorektaler
Karzinome, jedoch nicht in den Primirtumoren. Die FGFR3-Uberexpression ist
signifikant mit einem kiirzeren Gesamtiiberleben in den metastasierten (Log-rank-
Test, p=0,0152 HR=3,14 [1,19-8,31]), jedoch nicht in den primiren KRK (Log-
rank-Test, p=0,985, HR=1,01 [0,49-2,05]) assoziiert. Auch die FGFRIT-
Amplifikation scheint mit einem kiirzeren Gesamtiiberleben assoziiert zu sein und

einen negativen Prognostikator darzustellen.

iv) Besteht eine Korrelation der FGFR- und FGF-Alterationen mit den molekularen

Subtypen des KRK?

Eine statistisch signifikante Korrelation zwischen FGFR- und FGF-Alterationen
und den molekularen Subtypen des KRK besteht in den untersuchten Kohorten
nicht. Die prognostisch relevante FGFR3-Uberexpression ist in den Metastasen in
weniger als 50% der Fille mit RA4S$-Mutationen assoziiert, was hinsichtlich einer po-

tentiellen anti-FGFR-Therapie von entscheidender Bedeutung ist.

Diese Studie ist die bislang umfassendste Analyse zu FGFR-Alterationen in primiren und
metastasierten KRK. Die vorliegenden Ergebnisse legen nahe, dass Patienten mit metastasier-
ten KRK und einer FGFR3-Uberexpression gezielt in klinische Studien mit FGFR-
Inhibitoren eingeschlossen werden sollten und von der zielgerichteten Therapie profitieren

konnten.
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6 Anhang

6.1 Auswahl aktueller klinischer Studien zu FGFR-Inhibitoren

6.1.1 Nicht-selektive FGFR-Inhibitoren (ClinicalTrials.gov)
Witkstoff Sponsor Tumor-Typ Molekulare Phase Clinical
Targets trials.gov ID
Nintedanib ~ Gustave Roussy,  Fortgeschrittene Tu- Nintedanib: Ib NCT02856425
und Pem- Villejuif, Val de moren (darunter VEGFR1-3,
brolizumab  Marne, Frank- NSCLC, Urothelkat- FGFR1-3, PDGFR, -> ausgesetzt,
reich zinome, Nierenzell- RET JSafety event'
karzinome, KRK etc.)  Pembrolizumab:
IgG4, anti-PD1
Nintedanib ~ Roswell Park Fortgeschrittene/ VEGFR, FGFR, 1/11 NCT02393755
Cancer Institute  therapierefraktire PDGFR
kolorektale
Karzinome
Pazopanib ~ Samsung Medi- Refraktire solide FGFR1-2, -- NCT02450136
cal Center, Tumoren mit FGFR2-  VEGFR1-3,
Republic of Amplifikation oder - PDGFR, cKIT
Korea Mutation
Ponatinib Sameek Fortgeschrittene soli- FGFR, KIT, 11 NCT02272998
Roichowdhury de Tumoren mit ge- PDGFR, RET
nomischen Alteratio- FLT3, ABL1
nen in FGFR74,
RET, KIT
Lucitanib Servier Metastasierte, Ostro- FGFR1-2, 1T NCT02053636
E-3810 gen-Rezeptor-positive  VEGERI1-3, (FINESSE)
Mammakarzinome mit PDGFR ->Studie abge-
FGFRT1- schlossen
Amplifikation, 77¢-
Amplifikation oder
keine dieser beiden
Amplifikationen
6.1.2 Selektive FGFR-Inhibitoren (ClinicalTrials.gov)
Witrkstoff Sponsor Tumor-Typ FGFR-Profil Phase Clinical
trials.gov ID
BGJ 398 Novartis Phar- Fortgeschrittene soli-  FGFR 1-3 1 NCT01697605

de Tumoren mit
FGFR-Alterationen
bei asiatischen Patien-
ten

maceuticals




)
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Wirkstoff Sponsor Tumor-Typ FGFR-Profil Phase Clinical

trials.gov ID

BGJ 398 Novartis Phat- Solide Tumoren und s.0. 1I NCT02160041
maceuticals himatologische Neo- ->Studie abge-
plasien mit genomi- schlossen
schen FGFR-
Alterationen

BGJ398 Novartis Phar- Fortgeschrittenes 5.0. I NCT02150967
maceuticals cholangiozellulires
Karzinom mit

FGFR2-
Fusion/anderer ge-
nomischer FGFR-
Alteration

INCB Incyte Corpora-  Myeloi- FGFR 1T NCT03011372
054828 tion sche/lymphatische 1-3 Inhibitor

Neoplasien mit

FGFR1-

Rearrangement

LY3076226  Eli Lilly and Fortgeschritte- FGFR3-Inhbitor 1 NCT02529553
Company ne/metastasierte Tu- ->Studie abge-
moren (insbesondere schlossen

Blasenkarzinome mit
FGFR3-Alteration)

ARQ 087 ArQule Fortgeschrittene soli- ~ FGFR1-3 Inhibitor ~ I/II NCT01752920
de Tumoren mit ge-
nomischen FGFR-
Alterationen
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Wirkstoff Sponsor Tumor-Typ FGFR-Profil Phase Clinical
trials.gov ID

TAS-120 Taiho Oncology,  Fortgeschrittene soli- Pan-FGFR-Inhibitor I/11 NCT02052778
Inc. de Tumoren/multiple
Myelome mit FGF(R)-
Alterationen

JNJ- Janssen Research  Fortgeschritte- Pan-FGFR-Inhibitor I NCT01703481
42756493 and Develop- ne/refraktire solide -> Studie
ment, LL.C Tumoren oder Lym- abgeschlossen
home

FGF 401 Novartis Phat- HCC und solide Tu- FGFR4-Inhibitor 1/ NCT02325739
maceuticals motren mit FGFR4
und KLB-Expression




6 Anhang

72

6.2 Ergebnisse ausgewihlter klinischer Studien zu FGFR-Inhibitoren

6.2.1 Nicht-selektive FGFR-Inhibitoren (ClinicalTrials.gov)

Wirkstoff Molekulare Tumor-Typ Ergebnis Referenz
Targets
Dovitinib FGFR, Fortgeschrittenes Einer von sieben Patienten NCT01676714
PDGFR, nicht- zeigte ein Gesamtansprechen,
VEGFR, kleinzelliges disease control rate ebenfalls
c-kit, CSF-1 Bronchial-Ca., 1/7, progression-free survival 1,9
KRK (nach Monate; drei von zehn Pati-
Progress unter enten hatten schwere NW,
anti-VEGF- darunter vaskulire, infekti-
Therapic) onsbedingte, gastrointestinale

NW.

Dovitinib 8.0. fortgeschrittenes
Nierenzell-

karzinom

Bei Patienten mit fortge- NCT00715182
schrittenem Nierenzell-Ca. (Escudier et al.
zeigten sich unter Dovitinib 2014)

ein medianes progression-free
survival von 3,7 Monaten
sowie ein Gesamtuberleben
von 11,8 Monaten.

In der Subgruppe, welche
zuvor VEGFR- sowie
mTOR-Inhibitoren erhalten
hatte, betrug nach acht Wo-
chen die disease control rate
52,7%. Als haufigste NW
zeigten sich Ubelkeit, Durch-
fall, Erbrechen.
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Wirkstoff ~ Molekulare Tumor-Typ Phase Ergebnis Referenz
Targets

JNJ- Pan-FGFR Fortgeschrittene In der Gruppe der Patienten,  (Tabernero et
42756493 solide Tumoren deren Tumoren FGFR- al. 2015)
Alterationen aufwiesen, zeig-
ten funf von 23 ein Anspre-
chen, darunter Urothel- und
Endometriumkarzinome
sowie Glioblastome mit
FGFR2- oder FGFR3-

Translokationen; bei 16 Pati-
enten konnte eine stable disease
erreicht werden.

Lenvatinib ~ FGFR, In einer Phase-I-Studie zeig- (Hong et al.
(E7080) VEGFR, ten 15,6% der Tumore ein 2015)
PDGEFR, Ansprechen; eine stable disease
RET, KIT fur mindestens 23 Wochen

konnte bei 24,7% der Patien-
ten erreicht werden.
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6.2.2 Selektive FGFR-Inhibitoren (ClinicalTrials.gov)

Wirkstoff Molekulares Tumor-Typ Phase Ergebnis Referenz
Profil

BGJ398 $.0. Cholangiokarzinome Bei vier von funf (Sequist et al.
mit FGFR2-Fusion, Patienten mit FGFR3-  2014)
FGFR7-amplifizierte mutierten Urothelkar-
Mammakarzinome zinomen konnte eine
Reduktion der Tu-

mormasse beobachtet
werden; ein partielles
Ansprechen zeigte
sich bei einem Patien-
ten mit einem FGFR7-
amplifizierten
SqNSCLC. Ebenso
zeigte sich eine Re-
duktion der Tumor-
masse bei cholangio-
zellularen Karzinomen
mit FGFR2-Fusion
und FGFR7-
amplifizierten
Mammakarzinomen.

JNJ- Pan-FGFR Therapierefraktire 1 Bei fiinf von 23 Pati- (Tabernero et
42756493 solide Tumore und enten, deren Tumoren  al. 2015)
Lymphome FGFR- Alterationen NCT01703481
aufwiesen, konnte ein
Ansprechen beobach-
tet werden (darunter
Glioblastome,
Urothel- und Endo-
metriumkarzinome
mit FGFR2- oder
FGFR3- Translokati-
onen). 16 Patienten
zeigten eine stable
disease. Haufigste NW:
Hyperphosphatimie
und Asthenie.
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Wirkstoff Molekulares Tumor-Typ
Profil

Ergebnis

Referenz

ARQO087 Pan-FGFR Fortgeschrittene
solide Tumoren

Von 18 Tumoren mit
genomischen FGFR-
Alterationen zeigten
drei Tumoren ein
partielles Ansprechen,
darunter zwei intrahe-
patische cholangiozel-
lulidre Karzinome mit
FGFR2- Fusion und
ein Urothelkarzinom
mit FGF79- und

FGFR2-Amplifikation.

Bei zwei Tumoren
(cholangiozelluldres
Karzinom mit
FGFR2-Fusion,
FGFR1-amplifiziertes
Nebennierenrinden-
karzinom) konnte eine
stable disease sowie eine
Tumorverkleinerung
erzielt werden. Die
Phosphat- und
FGF19-Spiegel wer-
den als Indikatoren
fir ein Ansprechen
genannt. Haufigste
NW: Fatigue und
Ubelkeit.

(Papadopoulos
etal. 2017)
NCT01752920
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