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Abstract in englischer Sprache

Background

ALK, MET and ROS1 are emerging important predictive and prognostic markers in non-
small cell lung cancer (NSCLC). While ALK testing is already being established in routine
diagnostics, reliable methods to identify MET and ROS1 alterations are still under
investigation. Several drugs for NSCLC treatment are currently being evaluated in clinical
trials, including the multi-targeted tyrosine kinase inhibitor crizotinib, which targets ALK,
MET and ROSH1. In this study we performed parallel screening for alterations in these three
genes to evaluate different diagnostic methods and to identify potential specific clinical or
histopathological characteristics.

Material and Methods

Using tissue microarrays, a cohort of 473 surgically resected NSCLCs was screened for
ALK and MET overexpression by immunohistochemistry (IHC) and for alterations in the
ALK, MET and ROS1 gene by fluorescence in-situ hybridization (FISH).

Results

We identified ALK and ROS1 rearrangements in 2.6% and 1.3% of all adenocarcinomas,
respectively, but not in pure squamous cell carcinomas. Additionally, we observed ROS1
amplification in one ROS1 translocated tumor. 8.6% of all cases showed combined MET
overexpression and MET amplification. No ALK or ROS1 rearranged tumors showed MET
amplification in FISH, but we found three patients with ALK translocations and concomitant
MET overexpression in IHC. Both ALK and MET positive tumors were significantly
associated with lymphatic vessel invasion and lymph node metastasis. While ALK
translocations predominantly occurred in younger patients, MET amplifications were more
likely to occur in cases with pleural invasion or papillary growth pattern.

Discussion

While ALK IHC could complement FISH in routine diagnostics, further research on the
reliability of MET IHC in detecting MET amplifications is needed. Tumors harboring ALK or
MET alterations predominantly show distinct clinical or histopathological characteristics.
However, these attributes are not specific enough to limit IHC or FISH to a particular
subgroup of patients. Additionally, the role of ROS1 amplifications requires further
investigation.



Abstrakt in deutscher Sprache

Hintergrund

ALK, MET und ROS1 sind pradiktive und prognostische Marker, die beim nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinom (NSCLC) mehr und mehr an Bedeutung gewinnen.
Wahrend ALK zunehmend Einzug in die Routinediagnostik erhalt, werden weiterhin
geeignete Methoden zum Nachweis von MET und ROS1 Alterationen erforscht. Mehrere
zielgerichtete Medikamente zur Therapie des NSCLCs befinden sich zur Zeit in klinischen
Studien, unter anderem auch der Multi-Tyrosinkinasen-Inhibitor Crizotinib, der gegen ALK,
MET und ROS1 gerichtet ist. Im Rahmen dieser Studie flhrten wir eine parallele
Untersuchung auf Alterationen in diesen drei Genen durch, um verschiedene Methoden
zu evaluieren und mogliche spezifische klinische oder histopathologische Eigenschaften
zu identifizieren.

Material und Methoden

Mit Hilfe von Tissue Microarrays wurden 473 chirurgisch resezierte NSCLCs mittels IHC
auf ALK und MET Expression sowie mittels FISH auf Alterationen im ALK, MET und ROS1
Gen untersucht.

Ergebnisse

ALK und ROS1 Alterationen konnten bei 2,6% beziehungsweise 1,3% aller Adeno-
karzinome nachgewiesen werden, jedoch nicht bei reinen Plattenepithelkarzinomen. Bei
einem Tumor mit einer ROS1 Translokation konnten wir eine zusatzliche ROS1
Amplifikation beobachten. In 8,6% aller Falle trat eine gleichzeitige MET Uberexpression
und MET Amplifikation auf. Tumore mit ALK oder ROS1 Alterationen zeigten keine MET
Amplifikation in der FISH, jedoch wiesen drei Patienten mit einer ALK Translokation eine
zusétzliche MET Uberexpression auf. Bei Tumoren mit ALK oder MET Alterationen war
signifikant haufiger eine Lymphgefainvasion oder eine Lymphknotenmetastasierung zu
beobachten. Wahrend ALK Translokationen bevorzugt bei jungeren Patienten auftraten,
kamen MET Amplifikationen vor allem bei Fallen mit Pleurainvasion oder papillarem
Wuchsmuster vor.

Diskussion

Wahrend die IHC in der Routinediagnostik von ALK Translokationen zuklnftig eine
erganzende Rolle einnehmen konnte, sind weitere Untersuchungen notig um die
Aussagekraft der MET IHC einschatzen zu kdénnen. Tumore mit ALK oder MET
Alterationen sind gehauft mit bestimmten epidemiologischen oder histopathologischen
Eigenschaften verknupft. Jedoch sind diese nicht ausreichend spezifisch genug um die
Durchfuhrung der IHC oder FISH auf bestimmte Patientengruppen zu beschranken.
Dartiber hinaus sind weitere Untersuchungen nétig um die Relevanz von ROS1
Amplifikationen genauer einschatzen zu konnen.
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Ausfuhrliche Anteilserklarung an der erfolgten Publikation
Publikation:

Philipp Jurmeister, Dido Lenze, Stefanie Mende, Erika Berg, Frank Schaper, Udo
Kellner, Hermann Herbst, Christine Sers, Jan Budczies, Manfred Dietel, Michael
Hummel and Maximilian von Laffert; Parallel screening for ALK, MET and ROS1
alterations in non-small cell lung cancer with implications for daily routine testing. Lung
Cancer, 2015; 87:122-129

Beitrag im Einzelnen:

Herr Jurmeister stellte auf Basis der Patientenakten und histologischen Untersuchungs-
befunde die klinischen und histopathologischen Daten der untersuchten Falle
zusammen. Fehlende histopathologische Untersuchungen (zum Beispiel Beurteilung
des pradominanten Wachstumsmusters) wurden durch den Doktoranden selbststandig
durchgefuhrt, mit Herrn Dr. von Laffert diskutiert und entsprechend erganzt. Darlber
hinaus war Herr Jurmeister bei der Auswahl geeigneter Falle und der Identifizierung
reprasentativer Tumorbereiche als Grundlage fir die Erstellung der im Projekt
verwendeten Tissue Microarrays beteiligt. Insgesamt umfasste das zusammengestellte
Kollektiv etwa 650 Tumore. Diese Proben wurden zwar soweit moglich vollstandig
analysiert, jedoch wurden nicht alle Falle in die Publikationen aufgenommen, da zum
Beispiel klinische Patientendaten wie Alter oder Geschlecht unvollstandig waren und
nicht nachtraglich erhoben werden konnten.

Im Rahmen seiner selbststandigen Literaturrecherche erarbeitete der Doktorand die
bendtigten Vorgehensweisen und legte beispielsweise die Auswertungsalgorithmen fur
die FISH und IHC fest.

Unter der Anleitung und Federfuhrung von Frau Mende und Frau Berg war Herr
Jurmeister an der Anfertigung der FISH beteiligt.

Im Zuge der fluoreszenzmikroskopischen Begutachtung der ALK FISH wurde Herr
Jurmeister durch Herrn Dr. von Laffert und Frau Dr. Dido Lenze in die zu erlernenden
Arbeitstechniken eingefuhrt. Die Auswertung der MET und ROS1 FISH fuhrte er
selbststandig durch. DarUber hinaus analysierte der Doktorand das Kollektiv auch
hinsichtlich RET Translokationen. Hierbei wurde jedoch nur ein positiver Fall gefunden,
weshalb diese Ergebnisse nicht wie urspringlich geplant in den Publikationstext
aufgenommen wurden. Im Rahmen der Auswertung der ROS1 FISH entwickelte Herr
Jurmeister weitere, Uber das Ausgangsthema hinausgehende Fragestellungen (Frage
ob die erhdhte Anzahl an ROS1 Kopien in zwei Fallen auf eine Polysomie oder eine
Amplifikation zurtickzufihren ist). Mit Unterstitzung von Frau Mende, Frau Berg, Frau
Dr. Lenze, Herrn Dr. von Laffert und Herrn Prof. Dr. Hummel konzipierte er das weitere
Vorgehen und fuhrte die notwendigen Analysen durch.

Die Auswertung der IHC nahm Herr Jurmeister selbststandig vor. Gemal dem Vier-
Augen-Prinzip erfolgte eine weitere Begutachtung in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. von
Laffert. Diskordante Falle wurden gemeinsam reevaluiert, diskutiert und im Konsens
bewertet.

Der Publikationstext wurde von Herrn Jurmeister in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. von
Laffert erstellt. Alle Tabellen, Abbildungen und Grafiken wurden durch den Doktoranden
eigenstandig entwickelt und angefertigt. Herr Jurmeister fuhrte die bendtigten



statistischen Berechnungen mit Hilfe der Statistikprogramme SPSS und R selbststandig
durch. Diese wurden durch Herrn Dr. Budczies Uberprift und erweitert.

Teile dieser Dissertation wurden bei der 98. Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft
fur Pathologie vom 12. bis 15. Juni 2014 im Rahmen einer Posterprasentation
vorgestellt (P. Jurmeister, D. Lenze, E. Berg, S. Mende, F. Schaper, U. Kellner, H.
Herbst, M. Dietel, M. Hummel, M. von Laffert; MET detection in non-small cell lung
cancer (NSCLC): a comparison of two diagnostic methods and correlation with clinical
data. Der Pathologe, 2014; Suppl 1, 35:114-115). Herr Jurmeister fertigte das bendtigte
Abstrakt in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. von Laffert an. Der Doktorand war fur die
Erstellung des Posters inklusive aller Abbildungen und Tabellen verantwortlich und
prasentierte die Arbeit am 13. Juni 2014 dem Fachpublikum.

Unterschrift, Datum und Stempel des betreuenden Hochschullehrers

Unterschrift des Doktoranden
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