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1. Einleitung

1.1 Epidemiologie und Atiologie des Nicht-kleinzelligen Lungenkrebs

Lungenkrebs stellt mit etwa 2,2 Millionen neuen Fallen 2020 die zweithaufigste diagnos-
tizierte Tumorart dar (siehe Tabelle 1). Lungenkrebs ist bei Mannern mit 15,4% aller Ma-

lignome der haufigste bosartige Tumor.

Es existieren viele verschiedene atiologische Faktoren, die zur Entstehung von Lungen-
krebs fuhren. Tabakkonsum ist der Hauptrisikofaktor fur die Entstehung von Lungenkrebs.
Mehr als 300 Schadstoffe und 40 potenziell karzinogene Stoffe konnten in Tabak nach-
gewiesen werden (Sabbula et al., 2022). Auch bereits bestehende Lungenvorerkrankun-
gen, Arsen, Asbest, eine Radonexposition und Luftverschmutzung sind klare Risikofakto-
ren fur die Entstehung eines Bronchialkarzinoms (WCRF, 2023, de Groot et al., 2018).

Lungenkarzinome stellen eine sehr heterogene Gruppe von Tumoren dar. Allgemein wer-
den klinisch-histologisch kleinzellige von nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen unter-
schieden, die ebenfalls aus therapeutischer Sicht verschieden behandelt werden missen.
Circa 80 bis 85 % aller Lungenkrebsfalle sind dem nicht-kleinzelligen Lungenkrebs (Non-
small Cell Lung Cancer [NSCLC]) zuzuordnen (American Cancer Society, 2023). Die fol-
genden Unterformen des NSCLCs werden unterschieden: Adenokarzinome (40 %), Plat-
tenepithelkarzinome (30 %; Lung Squamous Cell Carcinoma [LUSC]), gro3zellige Karzi-
nome (10 — 15 %) und sonstige nicht-kleinzellige Bronchialkarzinome (Adenosquamoses
Karzinom, Sarkomatoides Karzinom) (Cancer Center, 2023). 10 — 15 % aller Lungenkar-

zinome sind sogenannte kleinzellige Lungenkarzinome (American Cancer Society, 2023).

Das Plattenepithelkarzinom kann aus Plattenepithelzellen an verschiedenen anatomi-
schen Stellen und von verschiedenen Organen des menschlichen Korpers hervorgehen
(Yan et al., 2011). Plattenepithelzellen kommen an diversen inneren und aul3eren Ober-
flachen im Korper vor. So kleidet Plattenepithel beispielsweise einschichtig das Endothel,
die Alveolen der Lunge, das Endokard, Mesothel und die Schleimhaute aus. Plat-
tenepithelkarzinome entstehen oftmals in chronisch sonnenexponierten Hautarealen (ku-
tane Plattenepithelkarzinome), in der Lunge (squamdses NSCLC, LUSC), in der Speise-
rohre (Osophaguskarzinome) oder in der Kopf- und Halsregion (Head and Neck



Squamous Cell Carcinoma [HNSCC]). Das LUSC entsteht haufig im zentralen Lungenge-
webe bzw. in den rechten und linken Hauptbronchien, wo die naturliche nicht-plat-
tenepitheliale Schleimhaut zur Plattenepithelmetaplasie fahig ist und ein Wachstum die-
ses Gewebes zulasst, welches dann entartet. Die zweite Hauptform des NSCLCs bildet
das Adenokarzinom, welches eine Drusendifferenzierung oder Schleimbildung aufweist
und aus den Pneumozyten der Alveolen in der Lunge hervorgeht.

Tab.1: Liste der weltweit haufigsten Malignome (WCRF, 2023). Die Statistik beinhaltet
keine nicht-melanozytaren Hautkrebs.

Rang Krebsart Neue Falle im Jahr 2020 % Anteil von allen
Krebsarten
Alle Malignome* 18094716 100
1 Brust 2261419 12,5
2 Lunge 2206771 12,2
3 Darm 1931590 10,7
4 Prostata 1414259 7,8
5 Magen 1089103 6,0
6 Leber 905677 5,0
7 Zervix 604127 3,3

Meist treten Symptome sehr spat auf, wodurch Patienten erst zu einem Zeitpunkt diag-
nostiziert werden, zu dem das Karzinom bereits metastasiert ist und dann nicht mehr ku-
rativ behandelbar ist (Bernhardt und Jalal, 2016). Symptome, die im Zusammenhang mit
Lungenkarzinomen auftreten konnen, sind oftmals persistierender Husten, Brustschmer-
zen, Kurzatmigkeit, Blut im Auswurf, Heiserkeit, Gewichtsverlust, Mudigkeit, Appetitlosig-
keit und wiederkehrende Bronchialinfektionen (wie Bronchitis und Pneumonie) (Sabbula
et al., 2022).



1.2 Epidermale und Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Rezeptoren beim Nicht-kleinzelli-
gen Lungenkrebs

Allgemein wird die Tumorgenese als ein Prozess definiert, in dem eine normale Zelle
durch multifaktorielle Einflisse eine progressive Transformation hin zu einer malignen
Zelle durchlauft. Eine Transformation hin zum Karzinom wird als Karzinogenese bezeich-
net. Es ist bekannt, dass genetische Veranderungen in menschlichen Zellen zur Karzino-
genese fuhren konnen, beispielsweise durch Onkogene. Onkogene sind mutierte Gene
aus den sogenannten Proto-Onkogenen. Diese sind Gene, die das Zellwachstum und
Zellteilungsaktivitaten beeinflussen und steuern. Sobald diese Proto-Onkogene zu Onko-
genen mutiert sind, konnen diese zu einem unkontrollierten Zellwachstum und einer un-
kontrollierten Zellteilung beitragen und damit zur Entstehung verschiedener maligner Tu-
more fuhren (National Human Genome Research Institution, 2023). Maligne Zellen kon-
nen sich dann, auch unabhangig von Wachstumsfaktoren, durch schnelles Zellwachstum
und erhohte Mutationsraten unkontrolliert ausbreiten (Cao, 2017). An der Progression und
Entwicklung von NSCLC sind unter anderem wichtige Rezeptoren, wie der EGFR (Epi-
dermal Growth Factor Receptor; Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor) und FGFR
(Fibroblast Growth Factor Receptor; Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Rezeptor), beteiligt.
EGFR und FGFR sind transmembrandse Rezeptoren mit konsekutiven Signalkaskaden,
die in Zellen unter anderem Uberleben, Wachstum, Proliferation und Differenzierung der
Zellen und der Gewebe auslosen. Die Aktivitat von Epidermalen- und Fibroblasten-
Wachstumsfaktoren werden durch die Epidermalen- und Fibroblasten Wachstumsfaktor-
rezeptor-Tyrosinkinasen vermittelt. Der schematische Aufbau dieser Rezeptor-Tyrosin-
kinase (RTK) an der Zellmembran ist zusammen mit drei gangigen Veranderungen in Ab-
bildung 1 illustriert.
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Abb. 1: Vereinfachte Darstellung einer Expression einer Rezeptor-Tyrosinkinase im Nor-
malzustand (umrandet) und bei gangigen Veranderungen: Genetische, genomische und
epigenetische Veranderung (von links nach rechts.: Amplifikation fihrt zu einer Uberex-
pression, Normalzustand, Mutationen fihren zu einer konstitutiven Aktivierung, DNA-Me-
thylierung fuhrt zur Herunterregulation).

In einer umfassenden Studie Uber das LUSC, ein Projekt durchgefuhrt vom The Cancer
Genome Atlas (TCGA), konnten spezifisch fur LUSC haufig auftretende genetische Ver-
anderungen, wie Mutationen in den Genen PIK3CA, PTEN, TP53, CDKN2A und
NOTCH1, festgestellt werden. Dabei vorwiegend signifikant konnte in ungefahr 90 % der
untersuchten Tumorproben eine genetische Alteration des Tumorsuppressorgens TP53
nachgewiesen werden. Das Tumorsuppressorgen CDKN2A wurde in 72 % der untersuch-
ten Proben inaktiviert. Das Gen HLAA, dessen physiologische Funktion das Screening
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und die Prasentation korpereigener und fremder Antigene ist, wurde ebenfalls oftmals

durch Mutationen inaktiviert (American Cancer Society, NCI, 2023).

Der EGF-Rezeptor ist einer von vier eng verwandten Rezeptor-Tyrosinkinasen der ERbB-
Familie: EGFR1/ERbB1, HER2/ErbB2, HER3/ErbB3 und HER4/ErbB4. Der EGFR ist ein
Glykoprotein, das aus einer extrazellularen Domane (Ektodomane), einer transmembra-
nen Domane und einer katalytischen Region im Zytoplasma — Juxtamembranregion und
C-terminaler regulatorischer Region besteht (Wieduwilt und Moasser, 2008). Der EGFR
wird durch Bindung eines Liganden an der extrazellularen Ektodomane aktiviert, worauf-
hin verschiedene konsekutive Signalkaskaden intrazellular initiiert werden. EGFR kann
beispielsweise die MAPK-Kaskaden aktivieren. Die Ras-Raf-MEK-ERK Signalkaskade ist
eine Mitogen-aktivierte Protein-Kinase-Kaskade (MAPK-Kaskaden), die aus Signalprote-
inen bzw. Proteinkinasen besteht: Ras (GTPase), Raf, MEK (MAPK/ERK Kinase) und
ERK (extrazellulare Kinase). Sobald die Signalkaskade initiiert wurde und konsekutiv ERK
aktiviert ist, aktiviert ERK im Nukleus der Zelle diverse Gene und Transkriptionsfaktoren
(z. B. c-Myc, C-Jun und C-Fos). Diese Targets sind essenziell, da diese einen direkten
Einfluss auf Zellproliferation, Survival und anderen Zellfunktionen haben. Die Ras-Raf-
MEK-ERK-Signalkaskade fuhrt ebenfalls zu einer Transkription und Produktion von mehr
TGF-Alpha, das wiederum EGFR aktiviert und die Signalkaskade nachgelagert erneut ini-
tialisiert. Da durch diese Signalkaskade wichtige Zellfunktionen gesteuert und initialisiert
werden, konnen Mutationen in dieser Signalkaskade zur Karzinogenese und Proliferation
von verschiedenen Tumoren fuhren. Mutationen in dieser Signalkaskade fuhren am hau-
figsten zu EGFR-Uberexpressionen, Ras- und Raf-Veranderungen (Degirmenci et al.,
2020). So sind beispielsweise erhohte H-Ras-Mutationen im Blasenkarzinom vorzufinden.
K-Ras-Mutation sind oft in Darm- und Pankreaskarzinomen zu verzeichnen. K-Ras-Muta-
tionen (KRAS) spielen eine kritische Rolle in der Initierung und Entwicklung des Pankre-
askarzinoms. Die Signalkaskade des Onkogens KRAS (K-Ras) ist daher eines der Ziele
in der zielgerichteten Therapie von Pankreaskarzinomen (Luo, 2021). Eine weitere durch
EGFR aktivierte intrazellulare Signalkaskade ist der PI3K-AKT-Pathway, der einen Ein-
fluss in verschiedenen Erkrankungen im menschlichen Korper hat, darunter Typ-2 Diabe-
tes, verschiedenen Autoimmunerkrankungen und auch in der Karzinogenese (Huang et
al., 2018; Kitz et al., 2016). Nach Aktivierung des EGFR wird PI3K (Phosphoinositid-3-
Kinase) aktiviert, das durch einen Anstieg an PiP3-Level PDK1 und konsekutiv AKT
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aktiviert. Durch die AKT-Aktivierung wird im weiteren Verlauf der Kaskade einen Anstieg
des intrazellularen Glukosespiegels veranlasst, Proteinsynthese und Zellproliferation ini-
tiiert.

Die FGFR-Familie besteht aus den FGF-Rezeptoren FGFR1, FGFR2, FGFR3 und
FGFR4. Diese gehoren ebenfalls zu den RTKs. FGFR1-4 sind an der Zellmembran expri-
miert und konnen durch extrazellulare Signale aktiviert werden (Dai et al., 2019). Der
FGFR besteht aus einer extrazellularen Ligandenbindungsdomane, die drei Immunglobu-
lin-Untereinheiten (D1, D2, D3) umfasst. Daran strukturell angebunden befindet sich eine
einstrangige transmembrandse Helix und eine intrazellulare Tyrosinkinase Domane. In
der Region zwischen D1 und D2 befindet sich eine sogenannte Saurebox, reich an Aspa-
raginsaure (Dai et al., 2019). Diese FGFR1-4 regulieren essenzielle Funktionen im
menschlichen Korper, wie die Zellproliferation und -differenzierung, Gewebereparatur und
Stoffwechsel. FGFRs aktivieren ebenfalls die oben genannten Signalkaskaden, Ras-Raf-
MEK-ERK und PI3K-AKT und fihren somit konsekutiv zu den genannten Zellveranderun-
gen. Des Weiteren gehoren die Phospholipase C-gamma (PLC-gamma) - und JAK-STAT-
Signalwege (Januskinase-Signal Transducers and Activators of Transcription Signalweg)
zu den von FGFR-induzierten intrazellularen Signalkaskaden (Ornitz und ltoh, 2015). Die
intrazellulare Aktivierung von PLCy induziert durch weitere Zwischenschritte das Enzym
PKC. Dieses besitzt eine zentrale Bedeutung bei der intrazellularen Signaltransduktion
und der Regulierung des zellularen Wachstums. Die STAT-Signalkaskade ist eine weitere
wichtige intrazellulare Signalkaskade, die Einfluss auf die Genexpression im Nukleus hat
(Ornitz und Itoh, 2015). Vereinfachte Darstellungen der durch EGFR- und FGFR-aktivier-
ten Signalkaskaden RAS-RAF-MEK-ERK und PI3K-AKT sind in Abbildung 2 dargestellt.

FGFR-Genveranderungen treten in LUSC haufig auf und kdnnten deshalb ein potenziel-
les Ziel fur die zielgerichtete Tumortherapie mittels FGFR-Inhibierung sein (Hibi et al.,
2016). So treten nach einer Studie von Zhou et al. (2021) Genveranderungen des FGFR
in 6,8 % aller untersuchten Patienten mit LUSC auf (Zhou et al., 2021).



13

O EGF FGF O

EGFR

RAS/RAF/MEK/
ERK

| - Uberleben, Wachstum und
\ / / » Migration

Created in BioRender.com bio

Abb. 2: Vereinfachte Darstellung von EGF- und FGF-Rezeptoren und deren Aktivierung
verschiedener Signalkaskaden (PI3K-AKT, RAS-RAF-MEK-ERK), die wiederum Signale
zur Steuerung von Zelliberleben und -wachstum in den Nukleus weiterleiten.

In verschiedenen Plattenepithelkarzinomen, wie beispielsweise dem HNSCC werden
haufig Uberexpressionen des EGFR (> 90 %) und EGFR-Amplifikationen (Copy Number
Variationen, CNV) nachgewiesen (Rehmani und Issaeva, 2020). Im Lungenkarzinom
konnten hohe Mutationsraten des FGFR und des EGFR nachgewiesen werden (Rehmani
und Issaeva, 2020). In einer Studie von Bethune et al. (2010) lie3en sich bereits in Uber
43 % der Falle von NSCLC eine Uberexpression des EGF-Rezeptors oder intrazellulare

EGFR-Mutationen nachweisen. Andere Studien belegten, dass etwa ein Viertel der
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NSCLC Mutationen in der EGFR-Tyrosinkinase aufwiesen und diese mit einer Rezeptor-

Uberexpression in etwa 75 % der Falle verbunden waren.

Die Ubergeordnete Relevanz von EGFR und FGFR in verschiedenen Tumoren, inklusive
des NSCLCs, pradestiniert diese Rezeptoren als Ziel molekularer Therapien, insbeson-
dere mittels niedermolekularer Tyrosin-Kinaseinhibitoren (TKIs).

1.3 Epigenetik und DNA-Methylierung des Nicht-kleinzelligen Lungenkrebs

Die Epigenetik umfasst das Fachgebiet Uber vererbbare Eigenschaften, die nicht in der
Primarsequenz der DNA kodiert sind. Typische epigenetische Faktoren sind DNA-Methy-
lierung, Histonmodifikationen, aberrante Expression von microRNAs und langen nicht-ko-
dierenden RNAs. Diese Faktoren spielen bei einer Reihe physiologischer Prozesse, wie
etwa Zelldifferenzierung, Entwicklung, genetischer Pragung und Inaktivierung des X-
Chromosoms eine signifikante Rolle (Baylin und Jones, 2016). Dazu wirken epigenetische
Faktoren auch vielseitig bei Prozessen der Karzinogenese und Tumorprogression. Nach
Jones et al. (2011) ist die Stilllegung von Genen, induziert durch DNA-Promotor-Hyper-
methylierung, sogar einer der Hauptmerkmale in der Entwicklung von Karzinomen. Dies
trifft insbesondere auch auf NSCLC zu (Rogers, 2014 und 2012).

Unter den epigenetischen Mechanismen stellt die DNA-Methylierung den bisher am bes-
ten untersuchten dar. Unter der DNA-Methylierung versteht man die kovalente Bindung
einer Methylgruppe an ein Cytosin, welches sich im Cytosin-Phosphat-Guanosin (CpG)-
Dinukleotidkontext befindet. Eine Methylierung des Promotorbereichs eines Gens ist oft-
mals mit einer reduzierten Genexpression verbunden, wahrend eine Methylierung im Gen-
korper ein Indikator fur transkriptionell aktive Gene sein kann (Baylin und Jones, 2016).
In Vorarbeiten konnten die Arbeitsgruppe bereits zeigen, dass individuelle CpGs, auch
wenn sie nahe beieinanderliegen, oftmals einen sehr unterschiedlichen Informationsge-
halt hinsichtlich der transkriptionellen Aktivitat des Gens tragen (Bao et al., 2021). Des
Weiteren konnte die Arbeitsgruppe bereits zeigen, dass eine DNA-Methylierung auch mit
der Amplifikation des betreffenden Gens assoziiert sein kann (Schneider et al., 2011).

Epigenetische Veranderungen sind vielversprechende Anhaltspunkte fur die Entwicklung

von spezifischen Biomarkern zur Tumorerkennung, Diagnosestellung, Prognosestellung
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und Pradiktion des Therapieansprechens. Im Vergleich zu genetischen Veranderungen
sind epigenetische Veranderungen oftmals reversibel und dynamisch und kdnnen daher
eine ideale Erganzung zu genetischen Veranderungen bei der Klassifizierung und Typi-

sierung von Tumoren bilden.

1.4 Biomarker

Die molekulare Charakterisierung ist ein integraler Punkt in der histopathologischen Diag-
nostik und Therapieplanung bei verschiedenen Tumorarten geworden. Der wissenschaft-
liche Fortschritt der Genotypisierung hilft dabei, gezielte Therapieansatze uber histolo-
gisch unterschiedliche Tumore hinaus in Richtung molekularpathologisch zu differenzie-
renden Malignomen zu etablieren. Diese legt damit den Grundstein fur die Bestimmung
von Biomarkern, die ein Ansprechen und die Indikationsstellung zielgerichteter Therapien
ermoglichen kdnnten. So richten sich sogenannte zielgerichtete Krebsmedikamente spe-
zifisch gegen bestimmte molekulare Veranderungen, um mutierte/dysplastische Zellen,
aber nicht die gesunden korpereigenen Zellen zu zerstoren. Das National Cancer Institute
(2023) definiert einen Biomarker als ein biologisches Molekul, das im Blut, anderen Kor-
perflissigkeiten oder im Gewebe eines Menschen zu finden ist und Anzeichen auf einen
normalen und/oder abnormalen Prozess im Korper und bei Krankheit gibt. Biomarker kon-
nen ebenfalls dazu verwendet werden, klinisch gesunde Patienten auf potenzielle Malig-
nome zu screenen. Beispielsweise ist das Prostataspezifische Antigen (PSA) ein bekann-
ter Biomarker. Das Ziel des Screenings ist es, durch eine einfach Blutuntersuchung Pros-
tatakarzinome in einem frGhen Stadium zu entdecken (Henry und Hayes, 2012). Ein Bio-
marker kann ebenfalls verwendet werden, um das Ansprechverhalten einer Therapie auf
eine bestimmte Erkrankung zu untersuchen und vorherzusagen. Dies ist heutzutage von
ubergeordnetem Interesse, da zum einen die Zahl der medikamentdsen Therapieoptionen
stetig steigt, gleichzeitig der Wirkmechanismus oftmals so spezifisch ist, dass nur ein ge-
ringer Anteil der Patienten von der Therapie profitiert, diese jedoch auch im fortgeschrit-
tenen Stadium noch langanhaltende Wirksamkeit zeigen kann. Bekannte Beispiele, die
im Kontext dieser Arbeit relevant sind, sind Veranderungen von EGFR und FGFR. Der
gegen FGFRs gerichtete TKI Erdafitinib wirkt beispielsweise dann besonders, wenn akti-
vierende Veranderungen in den FGFR-Genen vorliegen (Loriot et al., 2019) und ist fur die
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Behandlung von Patienten mit fortgeschrittenen oder metastasierten Urothelkarzinomen
zugelassen, welche genetische Veranderungen in FGFR2 oder FGFR3 tragen. Der gegen
EGFR gerichtete TKI Gefitinib wirkt vor allem, wenn aktivierende Mutationen im EGFR-
Gen vorliegen (Mitsudomi et al., 2010) und ist fur die Behandlung von NSCLC zugelassen,
wenn diese eine aktivierende Mutation im EGFR-Gen tragen.

Genetische Veranderungen von EGFR und den FGFRs stellen damit leistungsstarke pra-
diktive Biomarker flr das Ansprechen auf eine Therapie mit dem entsprechenden TKI dar.
Epigenetische Mechanismen, wie beispielsweise die Aktivierung uber ein Promotor-Hy-
pomethylierung, sind als zu dem Mutationsstatus komplementarer Biomarker bisher nur

unzureichend untersucht.

1.5 Therapie des Nicht-kleinzelligen Lungenkrebs mittels Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhi-

bitoren

Allgemein angewendete therapeutische MalRnahmen in der Behandlung von Lungenkrebs
sind die chirurgische Resektion, die regionale Strahlentherapie und/oder die systemische
Chemo-, zielgerichtete und Immuntherapie. Die chirurgische Resektion des Tumors ist
die Haupttherapieform des NSCLCs in den Stadien | und Il und eine wichtige adjuvante
Therapieform in einem multimodalen Therapieansatz in weiter fortgeschrittenen Formen
des Karzinoms (Stadium Il1A) (Lackey und Donington, 2013). Tumore der Grof3e <7 cm
und Tumore der GroRe > 7 cm ohne Lymphbefall sind entsprechend als Stadium | und
Stadium Il klassifiziert. Chirurgische Formen der Tumorresektion sind unter anderem die
offene Lobektomie, die videoassistierte thorakoskopische Lobektomie, roboterassistierte
Lobektomie, die Segmentektomie und die sogenannte Keilresektion (Lackey und Donin-
gton, 2013). In fortgeschritteneren Erkrankungen (Stadium I11B, Stadium 1V) stehen Strah-
len-, Chemo-, zielgerichtete und Immuntherapien im Vordergrund (Balibrea et al., 2001).

Therapiemoglichkeiten des fortgeschrittenem NSCLCs haben sich in den letzten Jahren
deutlich weiterentwickelt und verandert. Initial als Sekundartherapie angesehene Behand-
lungsmoglichkeiten, wie beispielsweise die Immuntherapie mittels immuntherapeutischer
Wirkstoffe, wie Pembrolizumab, haben sich nach aktuellen wissenschaftlichen Erkennt-
nissen als Primartherapie durchgesetzt, da sie bei guter Vertraglichkeit und Nebenwir-
kungsprofil eine nachweisbare ausgezeichnete Wirksamkeit zeigen. Eine Studie von Reck



17

et al. (2016) untersuchte die Therapie mit dem humanisierten monoklonalen Antikorper
Pembrolizumab vs. Chemotherapie fur Patienten mit NSCLC (PD-L1-positiv). Pembroli-
zumab erwies sich mit einem progressionsfreien Uberleben von 10,3 Monaten vs. einem
progressionsfreien Uberleben von 6,0 Monaten der Gruppe der mit Chemotherapeutika
behandelten Patienten als die effektivere Therapieform. Patienten mit einem fortgeschrit-
tenen NSCLC und PD-L1 Expression an mindestens 50 % der Tumorzellen profitieren
demnach von einer Therapie mit Pembrolizumab. Pembrolizumab wird nun sowohl als
Monotherapie-Option als auch in Kombination mit bewahrten Behandlungsmaoglichkeiten
wie der platinhaltigen Chemotherapie (z. B. Cisplatin) als Primartherapieform in fortge-
schrittenem Plattenepithelkarzinom der Lunge angewendet. Die KEYNOTE-024 Studie
belegte letztlich, dass sich die Monotherapie mit Pembrolizumab von Patienten mit 50 %
oder hoherer Tumor-PD-L1-Expression, als die neu etablierte Standardtherapie zu emp-
fehlen ist und sich somit als solche durchgesetzt hat. Patienten mit PD-L1 Expression
geringer als 50 % allerdings profitieren laut Daten der Keynote-042 Studie nicht von einer
Pembrolizumab Monotherapie gegenuber der Platinum-Doubletten-Chemotherapie (Lo-
pes et al., 2018). Seit dem Fortschritt der genannten immuntherapeutischen Wirkstoffe
wird eine Chemotherapie (mit Medikamenten wie Docetaxel) folglich als Sekundarthera-
pieform angesehen. Als Ruckgrat einer medikamentdsen Therapie findet der Wirkstoff
Docetaxel Anwendung.

Zielgerichtete anti-EGFR-Therapie hat sich derzeit als eine sehr erfolgreiche Therapie-
form fur Patienten mit NSCLC etabliert (Tiefenbacher und Pirker, 2017). So werden be-
reits verschiedene EGFR-Tyrosinkinase-Inhibitoren (EGFR-TKI) eingesetzt, um Patienten
mit fortgeschrittenem nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen zu behandeln. Das An-
sprechverhalten auf niedermolekulare EGFR-TKI bei Patienten mit EGFR-Kinase-Mutati-
onen liegt bei 70 — 80 %. Diese EGFR-Mutationen liegen hingegen meistens bei Adeno-
karzinomen und selten bis gar nicht bei Plattenepithelkarzinomen der Lunge vor (Liao et
al., 2012, B).

Gefitinib und Erlotinib waren die ersten eingesetzten EGFR-TKIs (Chan und Hughes,
2015). Gefitintib inhibiert die Tyrosinkinaseaktivitat des EGFR, in dem es die Autophos-
phorylierung und die daraus entstehende konsekutive intrazellulare Signalkaskade blo-
ckiert (Armour und Watkins, 2010). Erlotinib, Gefitinib und Afatinib gelten derzeit als
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Erstlinien-Behandlungsansatz fur Patienten mit einem EGFR-Mutation-positiven NSCLC
(Park et al., 2016). So untersuchte eine Studie von Park et al. (2016) die Effizienz von
Erlotinib als Erstlinien-Therapie in NSCLC-Patienten (N = 208) mit EGFR-Mutationen. Das
Ergebnis der Studie ergab eine Gesamtuberlebensrate von 66,2 % und eine medianes
Gesamtuberleben von 31 Monaten und unterstutzte daher den Einsatz von Erlotinib als
Erstlinien-Therapie in Patienten mit EGFR-Mutation-positiven NSCLC. Da EGFR- und
KRAS-Mutationen die haufigsten auftretenden Mutationen des Adenokarzinoms sind, ist
eine gezielte EGFR-Therapie, insbesondere bei Patienten mit einem Adenokarzinom von
Bedeutung (TCGA, 2012). Beim LUSC konnten EGFR-Mutationen hingegen deutlich sel-
tener nachgewiesen werden (TCGA, 2012). Der EGFR kann auf zwei Wegen inhibiert
werden: Mithilfe von monoklonalen Antikorpern (z. B. Cetuximab, Necitumumab) gegen
die Rezeptoroberflache oder mithilfe von niedermolekularen Kinase-Inhibitoren. Diese
Kinase-Inhibitoren fuhren zu einer EGFR-Inhibition, welche eine konsekutive Signalwei-
terleitung zur Zellteilung verhindert (Tiefenbacher und Pirker, 2017). Abbildung 3 zeigt im

Folgenden eine solche schematische (EGFR-)Inhibierung.
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Abb. 3: Schematische Darstellung einer physiologischen Bindung von Liganden an RTK
und anschliefender Phosphorylierung mit Aktivierung konsekutiver Signalkaskaden
(oben) und Inhibierung dieses physiologischen Vorgangs durch einen EGFR-Inhibitor, der
die RTK-Bindungsstelle blockiert, wodurch eine Phosphorylierung und Aktivierung konse-
kutiver Signalkaskaden inhibiert werden (unten).
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FGFR-Antikorper und Tyrosinkinase-Inhibitoren finden bereits Anwendung in der Behand-
lung diverser Tumore, wie beispielsweise in Gallengang- und Urothelkarzinomen (Kom-
malapati et al., 2021). Dem Urothelkarzinom liegt oftmals eine FGFR-Dysregulierung zu-
grunde, wodurch sich eine klare Indikation einer FGFR-inhibierenden Therapieform stellt.
Die US-Behorde fur Lebens- und Arzneimittel (U.S. Food and Drug Administration, FDA)
lie® als erstes den TKI Erdafitinib zur Behandlung von FGFR-Genveranderungen im
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fortgeschrittenen Urothelkarzinom zu (Garje et al., 2020). Im intrahepatischen Cholangio-
karzinom konnte in 15 —20 % der Falle FGFR2 Genveranderungen und -fusionen nach-
gewiesen werden. Durch die Inhibierung des FGFR konnte in diesen Fallen ein positiver
Effekt auf die Entwicklung der Cholangiokarzinome dieser Patienten verzeichnet werden
(Gile et al., 2021). So liegt laut dieser Studie das progressionsfreie Uberleben nach Be-
handlung mit FGFR-Inhibitoren bei allen untersuchten Patienten bei durchschnittlich 5,8
Monaten. Dabei hatten Frauen mit durchschnittlich 6,9 Monaten ein signifikant langeres
progressionsfreies Uberleben als Manner mit 4,9 Monaten. Pemigatinib war der erste von
der FDA zugelassene FGFR-Inhibitor fur Patienten mit fortgeschrittenem Cholangiokarzi-
nom. In einer Phase 2-Studie in China, Korea und Taiwan (Studienidentifikationsnummer
NCT02699606) bekamen Patienten mit fortgeschrittenem Cholangiokarzinom und FGFR-
Veranderungen Erdafitinib 8mg taglich. Von den 17 involvierten Patienten zeigten 15 ein
positives Ansprechverhalten auf die Therapie. (Chmiel et al.) Infigratinib (BGJ398) ist ein
oraler kompetitiver ATP-FGFR1-3 selektiver Inhibitor. Eine Phase 2-Studie von 108 vor-
behandelten Patienten mit Cholangiokarzinom mit FGFR2-Fusionen und/oder -Neuord-
nungen kam nach Behandlung der Patienten mit taglich 125mg Infigratinib und nach fina-
ler Auswertung und Durchflihrung der Studie durch Javle et al. (2021) zu einer objektiven
Ansprechrate von 23,1 % auf den FGFR-Inhibitor mit einer medianen Ansprechdauer von
5 Monaten und einem medianen progressionsfreien Uberleben von 7,3 Monaten. Da sich
diese Medikamente in der Behandlung verschiedener oben genannten Tumore als effektiv
erwiesen, konnte eine zielgerichtete Behandlung mittels FGFR-Inhibierung auch fur Pati-

enten mit Lungenkarzinom erfolgreich sein.

TKls wie Gefitinib und Erlotinib blockieren die EGFR-vermittelte Signaltransduktion, in-
dem diese an die Tyrosinkinase-Domane des EGFR binden und dadurch die Bindung von
ATP an den EGFR unterbinden. Im NSCLC korrelieren daher EGFR-Amplifikationen mit
einem besseren Ansprechverhalten auf Gefitinib (Matsui et al., 2013). Eine Studie von
Loriot et al. (2019) untersuchte Patienten (n=99) mit fortgeschrittenem Urothelkarzinom
und nachgewiesenen FGFR-Genveranderungen. Wahrend der Therapie mit dem FGFR-
TKI Erdafitinib, konnte ein Ansprechverhalten bei 40% der Patienten erreicht werden.
Chmiel et al. (2022) kamen in lhren Untersuchungen zu der Erkenntnis, dass 14% der
Patienten mit Cholangiokarzinom FGFR2-Fusionen aufwiesen und weitere FGFR1- und
FGFR3-Mutationen sowie FGFR4-Uberexpressionen nachzuweisen waren, die zur
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Entwicklung des Karzinoms beigetragen haben. In lhren Untersuchungen mit verschiede-

nen TKIs konnten sie positive Ergebnisse verzeichnen.

In einer randomisierten kontrollierten Studie Garassino et al. (2013) wurde die Effektivitat
von Decotexal vs. Erlotinib als Sekundartherapieform fur Patienten mit fortgeschrittenem
NSCLC untersucht. Erlotinib ist ein fur alle Patienten mit fortgeschrittenem NSCLC zuge-
lassener TKI. Die Studienergebnisse wiesen eine eindeutig Uberlegene Wirksamkeit der
Chemotherapie mit Decotexal gegenuber dem TKI Erlotinib als Sekundartherapieform
nach: medianes Gesamtuberleben 8,2 Monate mit Docetaxel vs. 5,4 Monate mit Erlotinib
(Garassino et al., 2013). Die progressionsfreie Uberlebensrate war mit 2,9 Monaten mit
Docetaxel ebenfalls der Erlotinib-Therapie mit einer Uberlebensrate von 2,4 Monaten
Uberlegen (Garassino et al., 2013). Im Gegensatz zu Patienten mit einem Adenokarzinom,
die durch gezieltes Genotypisierung oftmals eine gezielte Therapie gegen EGFR- oder
EML4-ALK Mutationen erhalten konnen, gibt es fur Patienten mit einem LUSC bislang
aufgrund der nicht Ubereinstimmenden genomischen Veranderungen keine solche zielge-
richtete gentypspezifische Therapie. Patienten mit LUSC erhalten zurzeitimmer noch eine
unspezifische, konventionelle (Chemo-)Therapie (Liao et al., 2012, A). Eine Studie vom
TCGA Forschungsnetzwerk (Cancer Genome Atlas Research Network, 2012) unter-
suchte eine groRe Gruppe Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom, um neue zielge-
richtete Therapieansatze zu identifizieren. Die Ergebnisse zeigten, dass im Gegensatz
zum Adenokarzinom nur selten EGFR- und KRAS Mutationen vorlagen, allerdings im
LUSC haufig Veranderungen in der FGFR-Kinase-Familie vorliegen. Dabei waren FGFR-
Kinasen die am haufigsten veranderten Tyrosinkinasen (12 % der untersuchten Falle).
FGFR-Amplifikationen sind daher vielversprechende Ziele einer zielgerichteten Therapie
im LUSC (Schildhaus HU et al., 2012). Eine Phase 1-Studie untersuchte das Ansprech-
verhalten vom Plattenepithelkarzinom auf den FGFR1-3 Inhibitor BGJ398. Das Ergebnis
wies eine Ansprechrate von 11 % bei FGFR1-amplifizierten LUSC auf (Nogovia et al.,
2017). Ein weiterer FGFR-TKI, Dovitinib (TKJI258), ein FGFR1-3, KIT und VEGFR Inhi-
bitor wies in einer Phase 2-Studie am LUSC mit FGFR1 Amplifikationen eine objektive
Ansprechrate von 11,5 % auf (NCT01861197) (Yue et al., 2021). Neben den bereits zu-
gelassenen FGFR-TKIs Erdafitinib (JNJ-42756493) und Pemigatinib (INCB054828) sind
weitere FGFR-TKI-Kandidaten, wie unter anderem Futibatinib (TAS-120) und der FGFR1-
3-Inhibitor CH5183284 (Debio-1347) in Entwicklung bzw. in Phase 1- und 2-
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Untersuchungen. Einer Resistenz gegen EGFR-TKIs sollte durch therapeutische Strate-
gien, wie beispielsweise die Entwicklung von kovalent bindenden Inhibitoren, vorgebeugt
werden (Yue et al., 2021). Genomische Variationen der FGF-Signalweg-Gene wurden in
verschiedenen Karzinomen, unter anderem Brust, Endometrium-, Blasen-, Lungen- und
dem intrahepatischem Cholangiokarzinom identifiziert (Wang et al., 2016; Facchinetti et
al., 2020). Diese Untersuchungen fuhrten letztendlich zur erfolgreichen klinischen Zulas-
sung von FGFR TKils fur Patienten mit Cholangiokarzinomen und FGFR2-Genfusionen
oder -neuordnungen (Patel et al., 2022) und fur Patienten mit Urothelkarzinomen und
FGFR-Veranderungen (Loriot et al., 2019; Siefker-Radtke et al., 2022). Weiss et al. (2010)
zeigten, dass 22% von LUSC-Patienten FGFR1-Amplifikationen aufwiesen. Die Uberle-
bensrate und Proliferation von FGFR1-amplifizierten LUSC-Zelllinien wurden durch die
Behandlung mit dem FGFR-TKI PD173074 in vitro signifikant reduziert. Leider zeigten
klinische Studien von FGFR-TKIs bislang kein vielversprechendes Ansprechverhalten bei
LUSC mit FGFR1-Amplifikation, wodurch sich die Fragestellung ergibt, wie sich das An-
sprechverhalten auf FGFR-TKIs fur LUSC-Patienten vorhersagen lasst (Aggarwal et al.,
2019; Chae et al., 2020; Paik et al., 2017).

1.6 Resistenzmechanismen gegenuber Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibitoren

Resistenzmechanismen gegenuber EGFR- und FGFR-TKIs sind vielseitig. Unter EGFR-
TKI-Therapiedruck konnen sich so etwa Mutationen bilden und durchsetzen, welche zu
einer Resistenz fihren. Beispiele dafiir sind die Mutationen EGFRT’®°M und EGFRC®797S
(einen Uberblick liefert Lu et al. (2018)).

Die Amplifikation von Onkogenen und Proto-Onkogenen ist auch eine in Tumoren oft vor-
zufindende Genveranderung, die durch die Vermehrung der malignen Zellen zur Karzino-
genese und Tumorprogression fuhrt. MYC war das erste Onkogen, bei welchem man
Amplifikationen in verschiedenen Tumoren nachweisen konnte, unter anderem im NSCLC
(Matsui et al., 2013). Amplifikationen der RTK bilden einen weiteren Resistenzmechanis-
mus. Yang H. et al. (2022) untersuchten in einer Studie NSCLC-Patienten (N = 53) mit
EGFR-Mutationen. In der Patientenkohorte waren TP53-Amplifikationen (72 %) und
EGFR-Amplifikationen (40 %) die haufigsten Veranderungen. Die Amplifikation des EGFR
beschreibt den Anstieg der Kopienzahl des EGFR-Gens und ist daher in bestimmten
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Tumoren ein ,Bypass‘-Weg zur Resistenzbildung gegen die EGFR-TKIs. Yang et al.
(2022) kamen ebenfalls zu dem Ergebnis, dass EGFR-Genamplifikationen ein potenziel-
ler Resistenzmechanismus zu der EGFR-TKI-Therapie sind und daher mit einem schlech-

teren Behandlungsergebnis assoziiert sind.

Mehrere unabhangige Studien zeigten Amplifikationen am Chromosom 8p12, wo FGFR1
lokalisiert ist. FGFR1-Amplifikationen konnten in ungefahr 20 % der LUSC nachgewiesen
werden aber nicht im Adenokarzinom (Heist et al., 2012).

Auch wenn eine Rolle der DNA-Methylierung bei der Resistenz gegenuber von EGFR-
und FGFR-TKIs naheliegend ist, sind bisher nur wenige Studien zu diesem Thema publi-
ziert, welche diese These stutzen (Xu et al., 2021 und Li et al., 2013). In Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass die Methylierung einzelner CpG-Dinukleotide
innerhalb der FGFR-Gene potenziell mit der Sensitivitat gegenuber FGFR-TKIs beim
HNSCC ist (Bao et al., 2021).

Mutationen, DNA-Methylierung und Genamplifikation stellen daher besonders vielver-
sprechende pradiktive Biomarkerkandidaten fur das Nicht-Ansprechen auf eine Therapie
mit EGFR- und FGFR-TKIs dar.

1.7 Ziel der Arbeit

Wahrend zielgerichtete Therapien beim Adenokarzinom der Lunge inzwischen erfolgreich
routinemafig angewendet werden, sind die klinischen Ergebnisse beim LUSC ernuch-
ternd. Ein Grund hierfur konnte eine ungenugende Biomarker-gesteuerte Selektion der
Patienten sein (eine Uberblick liefert Lau et al. (A), (2022)). Wahrend beim Adenokarzi-
nom der Lunge oftmals schon der Mutationsstatus des Zielgens ausreichend pradiktiv fur
das Ansprechen der entsprechenden zielgerichteten Therapie ist, scheint dieser Zusam-
menhang beim LUSC deutlich komplexer (Lau et al. (B), 2022). Die vorliegende Studie
zielte auf eine detaillierte Korrelationsanalyse der DNA-Methylierung der CpG-Dinukleo-
tide in den FGFR-Genen und deren regulatorischen Elementen hinsichtlich der der Kor-
relationen mit der mMRNA-Expression, der CNV und der Sensitivitat gegenuber FGFR-TKIs
in LUSC. Diese Arbeit sollte Machbarkeit zeigen und eine Grundlage fur die Weiterent-

wicklung von DNA-Methylierungsbiomarkern zur Pradiktion des Ansprechens auf FGFR-
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TKls in LUSC bilden. In Zukunft kdnnte so die kleine LUSC-Patientengruppe vorab iden-
tifiziert werden, bei denen FGFR-TKIs doch eine Wiksamkeit aufweisen.
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2. Materialien und Methoden

1.8 Patienten und Tumorproben / TCGA LUSC-Kohorte

Daten Uber klinisch-pathologische und molekulare Eigenschaften des LUSC wurden aus
dem Krebsgenom-Atlas TCGA (http://cancergenome.nih.gov/) bezogen. Insgesamt wur-
den 412 Lungengewebsproben, darunter 370 Tumorgewebeproben und 42 Proben von

normalem adjazenten Gewebe einbezogen.

1.9 Zelllinien

Es wurden 15 LUSC-Zelllinien verwendet (EBC-1, EPLC-272H, HARA, HCC-15, KNS-62,
LC-1-sq, LK-2, LOU-NH91, NCI-H1869, NCI-H2170, NCI-H226, NCI-H520, RERF-LC-
Sq1, SK-MES-1, SW900), um die DNA-Methylierung von FGFR1, FGFR2, FGFR3 und
FGFR4 zu untersuchen. Fir diese Untersuchung wurde ein bereits publiziertes Datenset
des ,Gene Expression Omnibus® (GEO) verwendet (GEO-Zugang: GSE68379), welches
die Grundlage des ,Genomics of Drug Sensitivity in Cancer® (GDSC) Atlas
(https://www.cancerrxgene.org/) bildet.

1.10 Analyse der DNA-Methylierung

Es wurde eine Analyse der DNA-Methylierung von 169 CpG-Stellen der FGFR1, FGFR2,
FGFR3 und FGFR4 Gene durchgefuhrt. Die Daten der DNA-Methylierung (8-Werte) wur-
den mithilfe der Infinium HumanMethylation450 BeadChip-Technologie (lllumina, Inc.,
Diego, CA, USA) generiert und von dem UCSC Xena Browser (TCGA Kohorte,
www.xena.ucsc.edu) und der GEO Internet-Datenbank (GEO-Zugang: GSE68379, LUSC
Zelllinien) bezogen. Fur die Interpretation der Daten wurden die 3-Werte naherungsweise

mit prozentualer Methylierung gleichgesetzt.

Zur Vereinfachung der Darstellungen und Beschreibungen wurden die 169 analysierten
CpGs bzw. die Sonden, die auf diese CpGs zielen, wie folgt konsekutiv durchnummeriert:
CpG 1 (cg05177519), CpG 2 (cg15791248), CpG 3 (cg10823844), CpG 4 (cg08722122),
CpG 5 (cg27646230), CpG 6 (cg15321288), CpG 7 (cg26385256), CpG 8 (cg20148210),
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CpG 9 (cg05810369), CpG 10 (cg27063138), CpG 11 (cg09324698), CpG 12
(cg08117032), CpG 13 (cg07498778), CpG 14 (cg10300229), CpG 15 (cg12614213),
CpG 16 (cg20913106), CpG 17 (cg02639993), CpG 18 (cg14489594), CpG 19
(cg21128610), CpG 20 (cg00400221), CpG 21 (cg13123964), CpG 22 (cg13278539),
CpG 23 (cg02043791), CpG 24 (cg04685186), CpG 25 (cg14733725), CpG 26
(cg11547613), CpG 27 (cg00676030), CpG 28 (cg01866148), CpG 29 (cg16625770),
CpG 30 (cg18106968), CpG 31 (cg07343607), CpG 32 (cg20336472), CpG 33
(cg27653103), CpG 34 (cg03089725), CpG 35 (cg07862977), CpG 36 (cg24828864),
CpG 37 (cg07250222), CpG 38 (cg09772154), CpG 39 (cg02179499), CpG 40
(cg22762615), CpG 41 (cg17794169), CpG 42 (cg06657142), CpG 43 (cg17028039),
CpG 44 (cg12835048), CpG 45 (cg05368033), CpG 46 (cg03471571), CpG 47
(cg17710779), CpG 48 (cg01385327), CpG 49 (cg18566515), CpG 50 (cg17681491),
CpG 51 (cg02210151), CpG 52 (cg11430259), CpG 53 (cg22633036), CpG 54
(cg25052156), CpG 55 (cg06791446), CpG 56 (cg02412684), CpG 57 (cg17337672),
CpG 58 (cg13175830), CpG 59 (cg15049101), CpG 60 (cg11836372), CpG 61
(cg20277356), CpG 62 (cg14834653), CpG 63 (cg10314760), CpG 64 (cg10362842),
CpG 65 (cg14856220), CpG 66 (cg00730832), CpG 67 (cg10788901), CpG 68
(cg23444251), CpG 69 (cg17997363), CpG 70 (cg12226006), CpG 71 (cg16595750),
CpG 72 (cg16499947), CpG 73 (cg13707729), CpG 74 (cg23936294), CpG 75
(cg03708012), CpG 76 (cg10280007), CpG 77 (cg07062338), CpG 78 (cg01240724),
CpG 79 ch.10.2610459F), CpG 80 (cg17235897), CpG 81 (cg12763813), CpG 82
(cg07344086), CpG 83 (cg06082804), CpG 84 (cg01049916), CpG 85 ch.10.2609808F),
CpG 86 (cg23248910), CpG 87 (cg25294906), CpG 88 (cg00250743), CpG 89
(cg13734061), CpG 90 (cg15598650), CpG 91 (cg09820865), CpG 92 (cg08899523),
CpG 93 (cg16653991), CpG 94 (cg03552039), CpG 95 (cg15986555), CpG 96
(cg26370911), CpG 97 (cg21608500), CpG 98 (cg02790486), CpG 99 (cg04902458),
CpG 100 (cg07360076), CpG 101 (cg06883949), CpG 102 (cg03919554), CpG 103
(cg17269277), CpG 104 (cg23835677), CpG 105 (cg19870628), CpG 106 (cg08145949),
CpG 107 (cg03860252), CpG 108 (cg04742135), CpG 109 (cg02350535), CpG 110
(cg24979233), CpG 111 (cg03874978), CpG 112 (cg21339581), CpG 113 (cg12997579),
CpG 114 (cg13131329), CpG 115 (cg05203875), CpG 116 (cg00077738), CpG 117
(cg00907756), CpG 118 (cg19625524), CpG 119 (cg00525145), CpG 120 (cg03629948),
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CpG 121 (cg25301756), CpG 122 (cg14988083), CpG 123 (cg11777917), CpG 124
(cg05311119), CpG 125 (cg02137691), CpG 126 (cg11545838), CpG 127 (cg14399850),
CpG 128 (cg23286903), CpG 129 (cg22519233), CpG 130 (cg13572539), CpG 131
(cg09576124), CpG 132 (cg09711356), CpG 133 (cg04784842), CpG 134 (cg04168185),
CpG 135 (cg19207803), CpG 136 (cg03262295), CpG 137 (cg07680129), CpG 138
(cg21782511), CpG 139 (cg01903185), CpG 140 (cg01795199), CpG 141 (cg15697036),
CpG 142 (cg21311834), CpG 143 (cg17475304), CpG 144 (cg27294629), CpG 145
(cg11408622), CpG 146 (cg23197992), CpG 147 (cg21042539), CpG 148 (cg15442702),
CpG 149 (cg26480626), CpG 150 (cg12033014), CpG 151 (cg00618323), CpG 152
(cg18229134), CpG 153 (cg04849878), CpG 154 (cg15676371), CpG 155 (cg06460652),
CpG 156 (cg27320658), CpG 157 (cg20725716), CpG 158 (cg27002826), CpG 159
(cg06376277), CpG 160 (cg11112931), CpG 161 (cg02044145), CpG 162 (cg00538695),
CpG 163 (cg05476287), CpG 164 (cg16326743), CpG 165 (cg18998860), CpG 166
(cg17386911), CpG 167 (cg11849703), CpG 168 (cg12982374) und CpG 169
(cg08802358).

1.11 Analyse der mRNA-Expression

MRNA-Genexpressionsdaten waren von N = 370 Tumorproben und N = 9 normalen Ge-
webeproben Uber das TCGA Forschungsnetzwerk (http://cancergenome.nih.gov/) verfug-
bar. Die lllumina HiSeq 2000 RNA-Sequenzierung Version 2 Analyse (lllumina, Inc., San
Diego, CA, USA) wurde zur Datengenerierung durch das TCGA Forschungsnetzwerk ver-
wendet. Normalisierte Zahlenen (,normalized counts® [n.c.]) pro Gen wurde mithilfe von
der SeqWare Rahmenarbeit iber den RNA-Seq durch Erwatungsmaximierung (RNA-Seq
by Expectation-Maximization, RSEM)-Algorithmus berechnet. mMRNA-Genexpressionsda-
ten von LUSC-Zelllinien wurden von der ArrayExpress-Datenbank (Human Genome U219

Array, Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) bezogen.
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1.12 Analyse der Genkopienzahl / Kopienzahl-Variation

FGFR1, FGFR2, FGFR3 und FGFR4 CNV in den LUSC-Zelllinien wurden mit dem
PICNIC Algorithmus von der GDSC-Datenbank einbezogen (https:// www.cancerrx-

gene.org/).

1.13 Sensitivitatstest

Die Daten uber die Sensitivitat (In-transformierte halbe maximale inhibitorische Konzent-
ration [In(ICso)]) von LUSC-Zelllinien gegenuber der gegen FGFR-gerichteten Wirkstoffe
PD173074 und AZD4547 wurden von der der GDSC-Datenbank (https://www.cancerrx-

gene.org/) zugrundeliegende Originalarbeit von lorio et al (2016) bezogen.

1.14 Statistik

SPSS (Version 24.0; SPSS Inc., Chicago, IL, USA) und die GraphPad Prism 8 Software
wurden fur die statistische Auswertung und die Kurvenzeichnungen der Daten verwendet.
Der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (Mann-Whitney U-Test) wurden fur den Vergleich von
zwei Gruppen verwendet. Die Spearmansche Rangkorrelation wurde fur die bivariate Kor-
relationsanalyse verwendet. Alle Tests waren zweiseitig, P-Werte < 0,05 wurden als sta-
tistisch signifikant eingestuft. Eine Korrektur der P-Werte fur multiples Testen wurde nach

Bonferroni durchgefuhrt.
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3. Ergebnisse

CpG-Dinukleotide in Promotoren von transkriptionell aktiven Gene sind tendenziell gering
methyliert, wahrend die Methylierung im Genkorper oftmals hoch ist. In malignen Zellen
ist die Promotormethylierung oftmals hoher als in benignen Zellen und im Genkorper da-
gegen niedriger (Berman et al., 2011). Im Rahmen dieser Arbeit zunachst gepruft, ob die
Gene der FGFR-Familie in LUSC ebenfalls ein solch typisches Methylierungsmuster auf-
weisen. Dazu wurde die Methylierung von insgesamt 169 CpG-Dinukleotiden untersucht,
welche durch den verwendeten Infinium HumanMethylation450 BeadChip abgedeckt sind
und innerhalb bzw. nahe an den Genen FGFR1, FGFR2, FGFR3 und FGFR4 liegen.

1.15 FGFR1, FGFR2, FGFR3 und FGFR4 weisen in Plattenepithelkarzinomen der Lunge
eine differenzielle DNA-Methylierung im Vergleich zu angrenzendem Normalge-

webe auf

Insgesamt wurden 36 CpG-Positionen innerhalb des FGFR1-Gens untersucht (Abbildung
4a). Die CpGs 1-24 liegen im Promotor und in der Promotorflanke, wahrend die CpGs 25-
36 uber den Genkorper verteilt sind. Tendenziell niedrige Methylierungsgrade zeigten sich
im zentralen Promotor (CpGs 5-22), wahrend die Methylierung in Richtung der beiden
Promotorflanken anstieg. Im Genkorper zeigte sich ein eher heterogenes Bild mit teilwiese
hohen aber auch niedrigen Methylierungsgraden (Abbildung 4b). Zwischen Tumor- und
Normalgewebe konnten signifikant unterschiedliche Methylierungsgrade an 33 der 36 un-
tersuchten CpGs gefunden. Tendenziell zeigten die im zentralen Promotor gelegenen
CpGs eine hohere Methylierung im Tumorgewebe im Vergleich zum Normalgewebe. Da-
gegen kehrte sich dieses Verhaltnis in Richtung der beiden Promotorflanken um. Inner-
halb des Genkdrpers war wieder kein einheitliches Bild zu erkennen. Hier waren die Tu-
moren teilweise hyper- bzw. hypomethyliert. Die FGFR1-mRNA-Expression unterschied
sich nicht signifikant zwischen Normal- und Tumorgewebe (Abbildung 4b).



30

a
"3 3
CpG-Positionen 134 130 212 10
P 135 131 129 127 I|20 ‘U'I?J
128 125 1”21 81
ranskriptionsstarpunkt < FGFR1- 201 ENST00000326324.10 Il
Transkript [T N R R A | e ————y, S
Regulatorische ] == i = | s N
Elemente
126 123 447 17
136 133 218 s
CpG-Positionen 132 1wt
|15”‘
161 %
WoGC oy b et i e i i T e
38,42Mb 38,43Mb 38,44Mb 38,45Mb 38,46Mb 38,47Mb
IReguIatorische Legende:™ CTCF == Promotor == Promotorflanke Verstarker Transkriptionsfaktorbindestelle|

b FGFR1 Methylierung (%) und mRNA in normalem Gewebe und Tumoren; ‘P<0,05, *P(korrigiert)<0,05

0 g 1.025 2.500

mRNA-Expression (n.c.) m
50 100

Methylierung (%)

CpG-Positionen

MRNA 1 2 3 4 5 8 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 10 20 21 22 23 24 25 26 27 28 20 30 31 32 3B 34 35 3

NAT
Alle Tumoren

NAT vs Tumoren 1 e S K L N I R K R R R R R TR R O R R *

C Spearman-Korrelation mit der FGFR1 mRNA-Expression; "P<0,05, *P(korrigiert)<0,05

CpG-Positionen 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 2 23 24 25 26 27 28 29 30 31 2 B 34 35 b

Tumoren * x Bl « B x x * * x * * * * * + Elx x x * * ¢

d Spearman-Korrelation mit der FGFR1 Genkopie-Zahl; "P<0,05, *P(korrigiert)<0,05

CpG-Positionen
MRNA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 20 30 31 32 33 M 35 3

Tumoren * B * * % x ***. .* * % % BN .*.******

e Spearman-Korrelation mit dem Ansprechverhalten (IC50) auf FGFR-Inhibitoren in LUSC-Zelllinien; "P<0,05,
*P(korrigiert)<0,05

CpG-Positionen

MRNA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 10 20 21 22 23 24 25 26 27 28 20 30 31 2 3B 3 35 6
PD 173074 i
AZD4547 | |

-08 -07 -06 -05 -04 -03 -02 -01 0 01 02 03 04 05 06 07 08

Spearman-Korrelation

Abb. 4: Organisation des FGFR1-Gens (Konsensustranskript, regulatorische Elemente,
GC-Gehalt und analysierte CpG-Positionen) (a), Methylierung der CpG-Positionen sowie
FGFR1-mRNA-Expression in LUSC Tumorgewebe und Normalgewebe (b), Spearman-
Korrelation der CpG-Methylierung mit der FGFR1-mRNA-Expression im Tumorgewebe
(c), Spearman-Korrelation der CpG-Methylierung und der FGFR1-mRNA-Expression mit
der FGFR1-Genkopienzahl (d) sowie Spearman-Korrelation der CpG-Methylierung und
der FGFR1-mRNA-Expression mit der Sensitivitat (InICso) von LUSC-Zelllinien gegentber
den niedermolekularen FGFR-Inhibitoren PD173074 und AZ4547 (e).
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Innerhalb des FGFR2-Gens und der nachgelagerten Sequenz wurden insgesamt 60 CpG-
Dinukleotide durch den Infinium HumanMethylation450 BeadChip abgedeckt und im Rah-
men dieser Arbeit untersucht. Die CpGs 37-70 liegen im zentralen Promotor und in den
anliegenden Promotorflanken, CpGs 71-95 liegen Uber den Genkorper verteilt und das
CpG 96 lag dem Gen nachgelagert (Abbildung 5a). Wie bereits fur FGFR1 gefunden, wa-
ren auch im FGFR2-Gen generell niedrige Methylierungsgrade im Promotor zu finden,
welche in Richtung der inneren Promotorflanke anstiegen. Im Genkorper lagen dagegen
eher hohe Methylierungsgrade vor, allerdings zeigten einige CpG-Positionen auch inner-
halb des Genkorpers eine niedrige Methylierung (Abbildung 5b). Von den untersuchten
60 CpGs waren 45 zwischen Normalgeweben und Tumoren signifikant unterschiedlich
methyliert. Im Bereich des Promotors und dessen Flanken war die Methylierung im Tumor
verglichen mit den Normalgeweben generell erhoht. Im Genkorper bzw. dem Gen nach-
gelagert lag wie bereits fur FGFR1 beschrieben kein einheitliches Bild vor jedoch zeigten
die meisten CpGs eine Hypermethylierung im Tumor vergleichen mit den normalen an-
grenzenden Lungengeweben. Eine signifikant unterschiedliche mRNA-Expression konnte
auch fur FGFR2 nicht gefunden werden (Abbildung 5b).
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Abb. 5: Organisation des FGFR2-Gens (Konsensustranskript, regulatorische Elemente,
GC-Gehalt und analysierte CpG-Positionen) (a), Methylierung der CpG-Positionen sowie
FGFR2-mRNA-Expression in LUSC Tumorgewebe und Normalgewebe (b), Spearman-
Korrelation der CpG-Methylierung mit der FGFR2-mRNA-Expression im Tumorgewebe
(c), Spearman-Korrelation der CpG-Methylierung und der FGFR2-mRNA-Expression mit
der FGFR2-Genkopienzahl (d) sowie Spearman-Korrelation der CpG-Methylierung und
der FGFR2-mRNA-Expression mit der Sensitivitat (InICso) von LUSC-Zelllinien gegentber

den niedermolekularen FGFR-Inhibitoren PD173074 und AZ4547 (e).
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Die 46 untersuchten CpGs 97-142 befinden sich in den Promotorflanken bzw. im zentralen
Promotor (CpGs 97-107) sowie im Genkorper und der nachgelagerten Sequenz des
FGFR3-Gens (CpGs 108-142; Abbildung 6a). Signifikante Methylierungsunterschiede
zwischen Tumor- und Normalgewebe zeigten 44 der 46 analysierten CpGs (Abbildung
6b). Auch fur FGFR3 zeigte sich dabei wieder das fur FGFR1 und FGFR2 bereits be-
schriebene Bild: Die Methylierung im zentralen Promotor war tendenziell niedrig und im
Tumor vergleichsweise hoher als im nicht-tumorésen Lungengewebe. In Richtung der bei-
den Promotorflanken stiegen die Methylierungsgrade an und waren dort teilweise im Nor-
malgewebe signifikant erhoht. Der gesamte Genkorper und die nachgelagerte Sequenz
zeigte, von einzelnen Ausnahmen abgesehen, eine sehr hohe Methylierung nahe 100%,
welche im Normalgewebe oftmals im Vergleich zum Tumorgewebe nochmals signifikant
starker methyliert war. Die mMRNA-Expression von FGFR3 war in den Plattenepithelkarzi-
nomen der Lungen zwar vergleichsweise hoch, allerdings war dieser Unterschied bezo-

gen auf das Normalgewebe statistisch nicht signifikant (Abbildung 6b).
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Als letzter Vertreter der FGFR-Genfamilie wurde die DNA-Methylierung von FGFR4 naher
untersucht. Der Infinium BeadChip enthalt insgesamt 27 Sonden, welche gegen CpGs
(CpGs 143-169) innerhalb und nahe des FGFR4-Gens gerichtet sind. Die CpGs 143-153
liegen im Promotor und dessen Flanken, die CpGs 154-161 liegen im Genkorper und die
CpGs 162-169 befinden sich in einem putativen alternativen Promotor und dessen Flan-
ken (Abbildung 7a). Von diesen CpGs waren 20 signifikant differenziell methyliert. Das
bereits fur FGFR1-3 beschriebene Methylierungsmuster konnte auch fur FGFR4 bestatigt
werden. Niedrige Methylierungswerte, welche im Tumorgewebe signifikant erhoht waren,
lagen im zentralen Promotor vor. Die Methylierung stieg dann in Richtung der Promotor-
flanken an und war dort teilweise im Normalgewebe signifikant hoher verglichen mit dem
Tumorgewebe (Abbildung 7b). Im Genkorper waren wieder Methylierungswerte nahe
100% erkennbar, welche im Normalgewebe signifikant hoher als im Tumorgewebe war.
Der putative alternative Promotor und dessen Flanken zeigten im Tumorgewebe zwar
wieder etwas niedrigere Methylierungswerte im Vergleich zum Genkorper, allerdings la-
gen diese mit um die 50% vergleichsweise hoch im Vergleich zum eigentlichen Promotor
und war verglichen mit dem Normalgewebe niedriger methyliert. Das fur die Hauptpromo-
toren gefunden Methylierungsmuster konnte daher fur den putativen alternativen Promo-
tor nicht gefunden werden. Bezogen auf die FGFR4-mRNA-Expression konnte der fur
FGFR1, FGFR2 und FGFR3 beschriebene Befund bestatigt werden, indem keine signifi-
kanten Expressionsunterschiede zwischen Karzinomgewebe und nicht-malignem Ge-

webe gefunden werden konnte (Abbildung 7b).
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Abb. 7: Organisation des FGFR4-Gens (Konsensustranskript, regulatorische Elemente,

GC-Gehalt und analysierte CpG-Positionen) (a), Methylierung der CpG-Positionen sowie

FGFR4-mRNA-Expression in LUSC Tumorgewebe und Normalgewebe (b), Spearman-

Korrelation der CpG-Methylierung mit der FGFR4-mRNA-Expression im Tumorgewebe

(c), Spearman-Korrelation der CpG-Methylierung und der FGFR4-mRNA-Expression mit

der FGFR4-Genkopienzahl (d) sowie Spearman-Korrelation der CpG-Methylierung und

der FGFR4-mRNA-Expression mit der Sensitivitat (InICso) von LUSC-Zelllinien gegentber

den niedermolekularen FGFR-Inhibitoren PD173074 und AZ4547 (e).
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1.16 Die DNA-Methylierung von FGFR1, FGFR2, FGFR3 und FGFR4 korreliert mit der

korrespondierenden mRNA-Expression

Bei uber DNA-Methylierung epigenetisch regulierten Genen ist haufig eine inverse Korre-
lation der mRNA-Expression mit der DNA-Methylierung im Promotorbereich zu finden,
wahrend sich diese Korrelation fur CpGs im Genkorper umdreht (Bao et al., 2021). Im
zweiten Aspekt dieser Arbeit wurde diese Korrelation fur jedes einzelne in die Studie ein-

geschlossene CpG-Dinukleotid im Tumorgewebe naher untersucht.

Von den 36 untersuchten CpGs im Bereich von FGFR1 und dessen regulatorischen Ele-
menten zeigten 23 eine signifikante Korrelation zwischen der mRNA-Expression von
FGFR1 und der DNA-Methylierung (Abbildung 4c). Von diesen signifikanten Korrelationen
waren 16 invers wahrend sieben positiv gerichtet waren. Mit Ausnahme der CpGs 28 und
31 waren die inversen Korrelationen wie zu erwarten im zentralen Bereich des Promotors
und dessen Flanken zu finden, wohingegen im Genkorper positive Korrelationen zwi-

schen der CpG-Methylierung und der mMRNA-Expression sichtbar war.

Die 60 CpG-Positionen, welche im und um das FGFR2-Gen analysiert wurden, zeigten
ein im Vergleich zu FGFR1 ein sehr ahnliches Muster (Abbildung 5c). Die Methylierung
von 38 CpGs korrelierte signifikant mit der FGFR2-mRNA-Expression. Starke und aus-
schlie3lich inverse Korrelationen waren im zentralen Promotor und dessen Flanken im
Bereich der Transkriptionsstartpunkte (CpGs 47-70) zu finden. Dagegen waren im Gen-

korper neben vereinzelter negativer auch positive Korrelationen zu finden.

Fur FGFRS zeigte sich ein etwas anderes Muster als es fur FGFR1 und FGFR2 zu finden
war (Abbildung 6¢). Zwar wies wieder uber die Halfte der untersuchten CpGs (24 von 46)
eine signifikante Korrelation der Methylierung mit der FGFR3-mRNA-Expression aus, al-
lerdings war lediglich die Korrelation eines CpGs im Genkorper (CpG 111) positive ge-
richtet, die Ubrigen signifikanten Korrelationen waren invers. Ebenfalls unterschiedlich
verglichen mit den beiden zuvor untersuchten FGFR-Familienmitgliedern war fur FGFR3
im zentralen Promotorbereich, um die Transkriptionsstartpunkte eine inverse Korrelation
zwischen DNA-Methylierung und mRNA-Expression zu finden. Dagegen waren solche
inversen Korrelationen ebenfalls im Unterschied zu FGFR2 und FGFR3 weit und homo-

gen uber den Genkorper verteilt und sogar hinter dem Gen liegend zu finden.
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Ebenfalls anders als FGFR1 und FGFR2, jedoch auch kontrar zu FGFRS3, zeigte sich das
Bild fur FGFR4 (Abbildung 7c). Fur FGFR4 konnten fur 20 der 27 untersuchten CpG-
Positionen signifikante Korrelationen zwischen der DNA-Methylierung und der FGFR4-
MRNA-Expression gefunden werden, welche jedoch ausnahmslos gleichgerichtet waren.
Bemerkenswerter Weise waren diese signifikanten Korrelationen Uber den gesamten
Genkorper verteilt zu finden und lediglich im zentralen Promotorbereich um die Transkrip-

tionsstartpunkte nicht zu beobachten.

1.17 Die DNA-Methylierung von FGFR1, FGFR2, FGFR3 und FGFR4 korreliert mit der

Kopienzahl des jeweiligen Gens

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnte eine Korrelation der DNA-Methylierung mit der
Amplifikation des Lokus fur das SHOX2-Gen gezeigt werden (Schneider et al., 2011).
Eine entsprechende Analyse fur die FGFR-Gene war Bestandteil des dritten Teilaspekts

dieser Studie.

Zunachst konnte gezeigt werden, dass die FGFR1-mRNA-Expression signifikant positiv
mit der Kopienzahl des FGFR1-Genlokus korreliert (Abbildung 4d). Von den 36 im Bereich
des FGFR1-Lokus untersuchten CpG-Positionen korrelierten 25 signifikant mit der
FGFR1-mRNA-Expression. Die Richtung dieser Korrelationen (Abbildung 4d) zeigte ein
im Vergleich zur Korrelation der DNA-Methylierung mit der mMRNA-Expression (Abbildung
4c), wie es aufgrund der starken Korrelation von FGFR1-mRNA-Expression und Genko-

pienzahl bereits zu erwarten war.

Fir FGFR2 konnte ebenfalls eine signifikante stark positive Korrelation zwischen mRNA-
Expression und FGFR2-Kopienzahl gefunden werden (Abbildung 5d). Von den 60 unter-
suchten CpG-Dinukleotiden in und um den FGFR2-Genlokus zeigten 22 eine signifikante
Korrelation mit der Kopienzahl, wovon sechs negativ und 16 positiv gerichtet waren. An-
ders als fur FGFR1 konnte fur FGFR2 trotz der signifikanten Korrelation von Methylierung
und Expression sowie Expression und Genkopienzahl unterschiedliche Muster der Korre-
lationen von Methylierung und mRNA-Expression (Abbildung 5c¢) sowie Methylierung und
Kopienzahl (Abbildung 5d) gefunden werden. Signifikante positive Korrelation fanden sich

im zentralen Promotor und fur die innere Promotorflanke, wahrend ein uneinheitliches
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Muster negativer und positiver Korrelationen fur den Genkdrper und die dem Gen nach-

gelagerten Sequenzen zu finden war.

Die mRNA-Expression des FGFR3-Gens korreliert zwar nur schwach aber signifikant po-
sitiv mit der Genkopienzahl (Abbildung 6d). 31 der 46 analysierten CpG-Positionen zeig-
ten signifikante Korrelationen der Genkopienzahl mit der DNA-Methylierung (Abbildung
6d), welche von drei Ausnahmen abgesehen negativ gerichtet war und damit das Muster
widerspiegelte, wie es bereits fur die Korrelationen von mRNA-Expression und Methylie-

rung zu finden war (Abbildung 6c).

FGFR4 als letzter untersuchter Vertreter der Fibroblasten Wachstumsfaktor-Rezeptoren
zeigte keine signifikante Korrelation von FGFR4-mRNA-Expression und der Zahl der
FGFR4 Genkopien (Abbildung 7d). Entsprechend fand sich auch fur das Muster der Kor-
relationen von CpG-Methylierung und Kopienzahl (Abbildung 7d) ein im Vergleich zu dem
Muster der Korrelationen CpG-Methylierung und mRNA-Expression (Abbildung 7c) ande-
res Bild. Insgesamt konnten statistisch signifikante Korrelationen mit der FGFR4-Genko-
pienzahl fur 13 der 27 untersuchten CpGs gefunden werden, welchen in vier Fallen nega-
tiv und in neun Fallen positiv gerichtet war. Die starksten negativen und positiven Korre-
lationen fanden sich im zentralen Promotor und in der auf3eren Promotorflanke. Eine Sys-

tematik war hier nicht zu erkennen (Abbildung 7d).

1.18 Die DNA-Methylierung von FGFR1, FGFR2, FGFR3 und FGFR4 korreliert mit der

Sensitivitat von Zelllinien gegenuber FGFR-Inhibitoren

Vorarbeiten der Arbeitsgruppe wiesen bereits auf Korrelationen der DNA-Methylierung
der FGFR-Gene mit der Sensitivitat gegenuber einer Behandlung von HNSCC-Zelllinien
mit FGFR-Inhibitoren hin (Bao et al., 2021). Im letzten Teilaspekt dieser Studie wurde die
Sensitivitat (In-transformierte halbmaximale inhibitorische Konzentration [In(ICso)]) von 15
humanen Zelllinien von LUSC gegenuber der beiden FGFR-Inhibitoren PD173074 und
AZD4547 in Abhangigkeit der Methylierung der insgesamt 169 CpG-Dinukleotide inner-
halb und angrenzend der Gene FGFR1, FGFR2, FGFR3 und FGFR4 untersucht. Des
Weiteren wurde die Korrelation der mRNA der vier FGF-Rezeptoren mit der Sensitivitat

korreliert.
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Eine hohe FGFR1-mRNA-Expression korrelierte signifikant mit einer niedrigen In(ICso) ge-
genuber einer Behandlung mit PD173074, d.h. eine hohe Expression korrelierte mit einer
hohen Sensitivitat gegentiber dem Wirkstoff. Fur das kleine Molekul AZD4547 konnte dies
tendenziell bestatigt werden, jedoch wurde hier die statistische Signifikanz nicht erreicht
(Abbildung 4e). Von den 36 analysierten CpG-Positionen korrelierte die Methylierung in
drei (PD173074) bzw. acht (AZD4547) Fallen signifikant positiv mit der entsprechenden
In(ICs0), also einer geringen Sensitivitat gegenltber der Wirkstoffe. Diese CpGs befinden
sich im zentralen Promotor des FGFR1-Gens. Fur jeweils ein CpG im Genkorper wurde
eine signifikante negative Korrelation gefunden (CpG 36 / PD173074 und CpG 28 /
AZDA4547). Die Methylierung von drei CpGs korrelierte sowohl mit der In(ICso) von
PD173074 als auch von AZD4547 signifikant positiv (Abbildung 4e).

Die mRNA-Expression von FGFR2 korrelierte weder mit der Sensitivitdt gegenuber
PD173074 noch gegenuber AZD4547 (Abbildung 5e). Im Bereich der CpGs 37 — 46 fan-
den sich positive Korrelationen mit der In(ICsp) der beiden FGFR-Inhibitoren, von denen
drei (CpG 37, 40 und 43 / PD173074) bzw. eine (CpG 41) statistische Signifikanz er-
reichte. Die Methylierung der restlichen CpGs zeigte mit einer Ausnahme durchweg keine
oder negative Korrelationen mit den beiden In(ICsp)-Werten. Zehn CpGs (PD173074) bzw.
vier CpGs (AZD4547) wiesen dabei statistische Signifikanz auf. Die Methylierung der
CpGs 87 und 92 korrelierte signifikant negativ mit der In(ICso) beider Wirkstoffe, also mit
einer hohen Sensitivitat gegenuber der FGFR-Inhibition (Abbildung 5e).

Wie schon fur FGFR2 beobachtet, war die mMRNA-Expression von FGFR3 ebenfalls nicht
mit der Sensitivitat gegenuber den FGFR-Inhibitoren korreliert (Abbildung 6e). Die Korre-
lationsanalysen der Methylierung der 46 CpG-Dinukleotide in und um FGFR3 mit der Sen-
sitivitat gegenuber einer FGFR-Inhibition zeigte ein heterogenes Muster. Die Methylierung
von zwei CpGs (CpG 99 und CpG 142) korrelierte signifikant positiv mit der In(ICso) von
PD173074. Fir diese beiden CpGs sowie das CpG 102 wurden ebenfalls signifikant po-
sitive Korrelationen mit der In(ICso) von AZD4547 gefunden. Damit korrelierte die DNA-
Methylierung von CpG 99 und CpG 142 signifikant positiv mit der In(ICso) beider Wirk-

stoffe, also einer niedrigen Sensitivitat (Abbildung 6e).

FGFR4 zeigte ebenfalls keine signifikante Korrelation mit den In(ICsp) von PD173074 oder
AZDA4547 (Abbildung 7e). Im Promotorbereich korrelierte die DNA-Methylierung
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tendenziell positiv mit der In(ICso) beider Wirkstoffe, allerdings wurde hier keine statisti-
sche Signifikanz erreicht. Die Methylierung des Genkorpers bzw. des putativen alternati-
ven Promotors korrelierte dagegen tendenziell negativ mit der In(ICso) beider Wirkstoffe.
Fur vier CpGs (CpG 153, 154, 159 und 169 / PD173074) bzw. sechs CpGs (CpG 154,
157 — 159, 161 und 169 / AZD4547) konnte statistische Signifikanz erreicht werden. Damit
korrelierte die Methylierung der drei CpGs 154, 159 und 169 signifikant negativ mit der
In(ICs0) beider Wirkstoffe, also mit einer hohen Sensitivitat gegenuber der FGFR-Inhibition
(Abbildung 7e).

Insgesamt korrelierte die DNA-Methylierung von zehn CpGs (CpG 19, 21, 23, 87, 92, 99,
142, 154, 159 und 169) signifikant mit den In(ICso) beider Wirkstoffe. Die Methylierung
dieser CpGs wurde im Weiteren genauer hinsichtlich der Assoziation mit der Sensitivitat
gegenuber den FGFR-Inhibitoren untersucht. Die Methylierungsgrade der Zelllinien wur-
den anhand der jeweiligen medianen Methylierung dichotomisiert, um so eine hyper- (Me-
thylierung Uber dem Median) bzw. hypomethylierte (Methylierung unterhalb des Medians)
zu bilden. AnschlieRend wurden die Mittelwerte der In(ICso) beider Wirkstoffe zwischen
den Gruppen verglichen. Sechs CpGs zeigten nach Dichotomisierung eine signifikante
Assoziation der hyper- und hypomethylierten Gruppe von Zelllinien mit der Sensitivitat
gegenuber beider Wirkstoffe (Abbildung 8).
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Abb. 8: Sensitivitat (In[ICso]) von LUSC-Zelllinien gegenuber den niedermolekularen
FGFR-Inhibitoren PD173074 und AZ4547. Die LUSC-Zelllinien wurden anhand der medi-
anen Methylierung sechs ausgewahlter CpG-Positionen innerhalb der FGFR-Genfamilie
(FGFR1: CpG 19; FGFR2: CpG 92; FGFR3: CpG 99, CpG 142; FGFR4: CpG 162, CpG
169) ausgewahilt.
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Far die CpGs 19 (FGFR1), 99 (FGFR3) und 142 (FGFR3) war eine Hypomethylierung mit
einer niedrigeren In(ICsp), also einer hohen Sensitivitat gegenuber einer FGFR-Inhibition
assoziiert. Fur die CpGs 92 (FGFR2), 159 (FGFR4) und 169 (FGFR4) war der umgekehrte
Fall zu erkennen. Dies steht im Einklang mit den bereits beschriebenen und den Abbil-

dungen 4e — 7e gezeigten Korrelationsanalysen.
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4. Diskussion

NSCLC, darunter LUSC, stellen weltweit einer der Hauptursachen krebsbedingter Todes-
falle dar (WCRF, 2023). Die Entwicklung niedermolekularer Inhibitoren fur eine zielgerich-
tete Therapie hat die Behandlung insbesondere von Adenokarzinomen der Lunge in den
letzten Jahren deutlich verbessert (eine Uberblick liefert Grodzka et al., 2023). Niedermo-
lekulare Inhibitoren, die gegen RTKs (wie EGFR und FGFR), Komponenten der Signal-
transduktion und Zellzyklus-Checkpoints gerichtet sind, stellen inzwischen ein Standard
bei der medikamentdsen Therapie von Adenokarzinomen der Lunge dar (Grodzka et al.,
2023). Obwohl auch LUSC rekurrente molekulare Veranderungen aufweist, beispiels-
weise in der FGFR-vermittelten Signalkaskade, konnte bisher fur keinen niedermolekula-
ren Inhibitor eine ausreichende klinische Wirksamkeit gezeigt werden, was zumindest teil-
weise auf eine ungenugende Leistungsfahigkeit von entsprechenden Biomarkern zurtck-
zuflihren sein kénnte (eine Uberblick liefert Lau et al., 2022). Hier geraten epigenetische
Modifikation zunehmen in den Fokus klinischer Forschung, sowohl als therapeutisches
Target als auch als Quelle fur Biomarker (Lau et al., 2022 und Cai et al., 2023). Die rekur-
rente Veranderung der FGFR-Signalkaskade in LUSC eignet diese besonders als Ziel
gerichteter Therapien, welche bisher in klinischen Studien keine auseichende Wirksam-
keit gezeigt haben, vermutlich auch wegen einer schlechten Biomarker-gesteuerten Pati-
enten-Selektion (Lau et al., 2022 und Addeo et al., 2022). Insbesondere FGFR-CNV und
-mRNA-Uberexpression eigneten sich als alleinstehende Biomarker nicht (Lau et al., 2022
und und Addeo et al., 2022 und Aggarwal et al., 2019). Nichtsdestotrotz ist bei einzelnen
Patienten eine klinische Wirksamkeit von FGFR-Inhibitoren zu beobachten (Aggarwal et
al., 2019), wodurch eine Rationale fur die Entwicklung akkuraterer Biomarker oder Bio-
marker-Kombinationen gebildet wird. Ein genaueres Verstandnis der Regulation der
FGFR-Genfamilie in LUSC, insbesondere auf epigenetischer Ebene Uber DNA-Methylie-
rung von CpG-Dinukleotiden, konnte dazu beitragen, geeignete zu FGFR-CNV und -
MRNA komplementare pradiktive Biomarker zu entwickeln. Ein Biomarker-gesteuerter
Einsatz von FGFR-Inhibitoren hat bereits bei der Behandlung FGFR-mutierter Urothelkar-
zinome zu einem Durchbruch fuhren konnen (Siefker-Radtke et al., 2022).

Wahrend Mutationen der FGFR-Genfamilie in LUSC selten ist, kann die Aktivierung der

FGFR-Kaskade aufgrund von FGFR-Genamplifikationen erfolgen. Ein weiterer
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Mechanismus konnte auf der Aktivierung bzw. Deaktivierung der FGFR-Signalkaskade
uber aberrante DNA-Methylierung beruhen. In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnte dies
bereits fir das HNSCC erfolgreich gezeigt werden (Bao et al., 2021). Ziel der vorliegenden
Arbeit war daher eine detaillierte Analyse der DNA-Methylierung der FGFR-Genfamilie
hinsichtlich der Korrelationen mit der mRNA-Expression und der Genkopienzahl der ent-
sprechenden FGFRs sowie der Sensitivitat gegenuber selektiver niedermolekularer
FGFR-Inhibitoren. Die DNA-Methylierungsanalyse wurde auf Ebene der Einzel-CpG-
Dinukleotide durchgefuhrt, da die Vorarbeiten der Arbeitsgruppe bereits die hohe indivi-
duelle Signifikanz distinkter CpG-Dinukleotide zeigen konnte (Bao et al., 2021).

Es wurde bereits gezeigt, dass beim HNSCC das CpG-Methylierungsmuster der FGFR-
Gene mit dem von epigenetisch-regulierten Genen im Einklang ist (Bao et al., 2021). Hohe
Methylierungsgrade wurden bei den analysierten CpG-Stellen primar in der Promotorflan-
kenregion und in der Genkorperregion nachgewiesen, wahrend niedrige Methylierungs-
grade hauptsachlich in der zentralen Promotorregion nachgewiesen wurden (Bao et al.,
2021). Dies konnte in der vorliegenden Arbeit fur LUSC bestatigt werden und weist auf
eine epigenetische Regulation der FGFRs in LUSC hin, wie im Weiteren detailliert be-
schrieben.

Die Uberexpression des FGFR1-Proteins als rationaler Biomarker mit hoher Spezifitat und
Sensibilitat hat sich bei der Analyse von Tumorproben von NSCLC-Patienten zur Identifi-
zierung von Patienten, welche potenziell von gegen den FGFR1-Signalweg gerichteten
Wirkstoffen profitieren, als besonders leistungsfahig herausgestellt (Goke et al., 2015). Es
wird angenommen, dass bei diversen Tumorarten, unter anderem dem NSCLC, die Hy-
pomethylierung von spezifischen FGFR1-Promotorstellen als einen gemeinsamer Mecha-
nismus vorliegt, um FGFR1-Uberexpression zu erreichen. Im Einklang damit konnten in
der vorliegenden Arbeit signifikante Unterschiede der Methylierungsgrade in Tumoren
und den normalen benachbarten Geweben festgestellt werden sowie ebenfalls einen star-
ken Zusammenhang mit der mMRNA-Expression und der CNV nachgewiesen werden. Pra-
ziser beschrieben korrelierte eine geringere Promotor-DNA-Methylierung oft mit einem
erhohten mRNA-Expressionslevel bei FGFR1, FGFR2 und FGFR3. Es konnte ebenfalls
eine positive Korrelation zwischen FGFR4-mRNA-Expression und Genkorpermethylie-
rung gezeigt werden. Genstilllegung, vermittelt durch Promotor-DNA-Hypermethylierung
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ist bekannt als eines der Hauptmerkmale von Karzinomen (Baylin et al., 2011). Auf Basis
von Analysen der Genmethylierung konnte die DNA-Methylierung in verschiedenen ge-
nomischen Kontexten bewertet werden, wie etwa dem Transkriptionsstartpunkt sowie der
Genkorper- und Promotorregion. Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse konnte gezeigt
werden, dass die DNA-Methylierung und die Gentranskriptionsaktivitat je nach Kontext
signifikant unterschiedlich sind. Zusammenfassend Iasst sich festhalten, dass die Hyper-
methylierung der Promotorregion mit einer geringen mRNA-Expression der Gene FGFR1,
FGFR2 und FGFR3 korreliert (Weiss et al., 2010). FGFR1-Amplifikationen treten oft in
LUSC auf. Signifikante Korrelation zwischen CNV der FGFRs und der Methylierung der
korrespondierenden genspezifischen CpG-Stellen konnte in der vorliegenden Arbeit
nachgewiesen werden. Diese Korrelation war konstant mit der mMRNA-Genexpression von
FGFR1, FGFR2 und FGFRS, jedoch nicht von FGFR4. Diese Ergebnisse untermauern
noch einmal die Relevanz der epigenetischen Regulierung auf die Genexpression und die
daraus resultierende genetische Variation. Des Weiteren wurde der Zusammenhang zwi-
schen der CpG-Methylierung und dem Ansprechverhalten auf zwei selektive niedermole-
kulare FGFR-Inhibitoren (PD173074 und AZD4547) in LUSC-Zelllinien in dieser Arbeit
untersucht, um einen direkten Zusammenhang zwischen CpG-Methylierung und der Sen-
sitivitat gegenuber FGFR-TKIs nachweisen zu konnen. AZD4547, welcher ein selektiver
Tyrosinkinaseinhibitor von FGFR1, FGFR2 und FGFRS3 ist, inhibiert die FGFR-Signal-
Ubertragung und das Wachstum von Tumorzelllinien mit dysregulierter FGFR-Expression.
Kurzlich veroffentlichte klinische Studien weisen nach, dass Patienten mit FGFR-Fusio-
nen und/oder FGFR-Neuordnungen das hochste Ansprechverhalten auf AZD4547 zei-
gen, gefolgt von denen mit FGFR-Mutationen (Abou-Alfa et al., 2020). Eine weitere kirz-
lich veroffentlichte Studie von Ma et. al. (2023) beschreibt, dass AZD4547 kombiniert mit
Nanopartikel-Albumin-gebundenem Paclitaxel die Phosphorylierung des MAPK-Signal-
wegs supprimiert, wodurch die Kombination die Apoptose auslost und die Proliferation
von NSCLC unterdruckt. PD173074 ist ein selektiver niedermolekularer FGFR1/3-Inhi-
bitor, der die von FGF-Rezeptoren ausgehenden Signaltransduktionen unterbricht (Mo-
hammadi et al., 1998). Studien haben gezeigt, dass Tumorzelllinien mit hdherer FGFR1/3-
Expression sensibler auf den FGFR1/3-Inhibitor PD173074 ansprechen (Li et al., 2020).
In der vorliegenden Studie konnte nachgewiesen werden, dass die DNA-Methylierung von
acht CpG-Positionen innerhalb FGFR1, FGFR2, FGFR3 und FGFR4 mit der Sensitivitat
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von LUSC-Zelllinien gegenuber einer Behandlung mit PD173074 und AZD4547 assoziiert
ist. Dabei wurden in der Promotorregion positive Korrelationen und in der Genkdrperre-
gion negative Korrelationen festgestellt. Dies zeigt weiterhin, dass sich die Beziehung
zwischen DNA-Methylierung und Transkription je nach Region und Kontext signifikant un-
terscheidet. Aus friheren Studien lasst sich entnehmen, dass FGFR1-Amplifikationen au-
tomatisch in hdherer mRNA-Expression resultieren und daher nicht unbedingt als ideale
Biomarker fur die Selektion von Patienten fur eine zielgerichteten TKI-Therapie fungieren
(Goke et al., 2015). Aufgrund mangelnder Alternativen, werden nichtsdestotrotz weiterhin
Patienten anhand von FGFR1-Amplifikationen, FGFR3-Mutationen, oder FGFR2/3-Fusi-
onen fur FGFR-Inhibitor-Behandlungen selektiert (Lim et al., 2016; Cheng et al., 2017).
Laut einer kurzlich veroffentlichten Studie kann keine klare Korrelation zwischen FGFR1-
Amplifikationen und -Veranderungen und hoher FGFR1-Expression festgestellt werden
(Moes-Sosnowska J et al., 2022).

Die vorliegende Studie weist einige Schwachen auf. Insgesamt wurden nur diejenigen
169 CpG-Dinukleotide untersucht, die durch den Infinium HumanMethylation450 Bead-
Chip abgedeckt wurden. Die hier gezeigten Ergebnisse weisen auf die hohe Variabilitat
der spezifischen Eigenschaften der einzelnen CpGs hin, sodass in weiteren Studien mit-
tels geeigneter Techniken, beispielsweise der Bisulfit-Sequenzierung, die Gesamtheit al-
ler in den FGFR-Genen enthaltenen CpGs untersucht werden sollte. Auf der anderen
Seite beherbergen die untersuchten 169 CpGs aber auch das potenzielle Problem des
multiplen Testens. In der vorliegenden Arbeit wurden die Ergebnisse zwar fur multiples
Testen korrigiert, dennoch ist eine Validierung der Ergebnisse in einer unabhangigen Pa-
tientenkohorte vonnoten. Die Verwendung der TCGA-Kohorte, die Patienten umfasst,
welche keine gegen FGFR-gerichtete Therapie erhielten sowie die Untersuchung von
Zelllinien hinsichtlich ihrer Sensitivitat gegenuber den niedermolekularen FGFR-Inhibito-
ren stellt eine weitere Limitierung dar. Idealerweise wurde fur diese Untersuchung ein
Kohorte von Patienten untersucht, deren Tumormaterial vor Beginn einer gegen FGFR-
gerichteten Therapie gewonnen wurde. Eine solche Kohorte ist zurzeit leider nicht verfug-
bar. Letztendlich umfasst die vorliegende Studie lediglich korrelative Analysen, sodass
uber Kausalitaten hinsichtlich der DNA-Methylierung keine definite Aussage getroffen

werden kann. Hierfur sind umfassende funktionale Analysen notwendig.
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Konkludierend liefert die vorliegende Arbeit eine Rationale fur die weitere klinische Tes-
tung der FGFR-DNA-Methylierung, insbesondere zusammen mit FGFR-mRNA-Expres-
sion, -CNV und -Neuordnung, als pradiktiver Biomarkerkandidat bei LUSC-Patienten, die
einen selektiven niedermolekularen FGFR-Inhibitor erhalten. Die in der vorliegenden Ar-
beit gezeigte hohe Relevanz der DNA-Methylierung im Kontext der FGFR-Signalkaskade
unterstutzt zudem Ansatze, die auf einer kombinierten epigenetischen und anti-FGFR-

Therapie beruhen.
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5. Zusammenfassung

Nichtkleinzellige Lungenkarzinome (NSCLC), darunter Karzinome mit squamoser Histo-
logie (Plattenepithelkarzinome, LUSC), stellen weltweit einer der Hauptursachen krebs-
bedingter Todesfalle dar. Die Entwicklung niedermolekularer Inhibitoren fur eine zielge-
richtete Therapie hat die Behandlung insbesondere von Adenokarzinomen der Lunge in
den letzten Jahren deutlich verbessert. Niedermolekulare Inhibitoren, die gegen der Epi-
dermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor EGFR gerichtet sind, stellen inzwischen ein Stan-
dard bei der medikamentdsen Therapie von Adenokarzinomen der Lunge dar. Fur LUSC
konnten jedoch bisher fur keinen niedermolekularen Inhibitor eine ausreichende klinische
Wirksamkeit gezeigt werden. Die Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Rezeptor (FGFR)-Sig-
nalkaskade ist in LUSC haufig dysreguliert und verandert und konnte ein Ziel gerichteter
Therapien darstellen. Allerdings konnte bisher ebenfalls keine Wirksamkeit von selektiven
FGFR-Inhibitoren in dieser Tumorentitat gezeigt werden. Ein genaueres Verstandnis der
Regulation der FGFR-Genfamilie in LUSC, insbesondere auf epigenetischer Ebene Uber
DNA-Methylierung von CpG-Dinukleotiden, kdnnte dazu beitragen, eine kleine Subgruppe
von LUSC vorab zu identifizieren, die auf eine zielgerichtete Therapie mit selektiven
FGFR-Inhibitoren ansprechen und davon profitieren konnten. Ein Biomarker-gesteuerter
Einsatz von FGFR-Inhibitoren hat bereits bei der Behandlung FGFR-mutierter Urothelkar-
zinome zu einem Durchbruch fuhren kdnnen. Wahrend Mutationen der FGFR-Genfamilie
in LUSC selten ist, kann die Aktivierung der FGFR-Kaskade aufgrund von FGFR-Genam-
plifikationen erfolgen. Ein weiterer Mechanismus konnte auf der Aktivierung bzw. Deakii-
vierung der FGFR-Signalkaskade Uber aberrante DNA-Methylierung beruhen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war eine detaillierte Analyse der DNA-Methylierung der
FGFR-Genfamilie (FGFR1, FGFR2, FGFR3 und FGFR4) mit Einzel-CpG-Dinukleotid-Auf-
I6sung. Hierfur wurde die DNA-Methylierung von 169 CpG-Dinukleotiden in 370 LUSC-
Tumoren und 42 Normalgeweben des ,The Cancer Genome Atlas® (TCGA) hinsichtlich
der Korrelationen mit der mMRNA-Expression und der Genkopienzahl der entsprechenden
FGFRs sowie anhand von 15 LUSC-Zelllinien, die mit den niedermolekularen FGFR-Inhi-
bitoren PD173074 und AZ4547 behandelt wurden, untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass in Abhangigkeit der spezifischen CpG-Position eine ab-

errant Methylierung von LUSC-Tumoren gegenuber von Normalgeweben vorlag und
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diese mit der mRNA-Expression und Genamplifikation der jeweiligen FGFRs sowie der
Sensitivitat gegenuber den niedermolekularen FGFR-Inhibitoren PD173074 und AZ4547
korrelierte.

Die vorliegende Arbeit bildet eine Rationale fur das Testen der DNA-Methylierung spezi-
fischer CpG-Positionen innerhalb der FGFR-Genfamilie in Patientenproben von LUSC,
welche mit FGFR-Inhibitoren behandelt werden, um den pradiktiven Wert fur das Thera-
pieansprechen zu bestimmen. Dadurch kdnnte zuklnftig eine Biomarker-gesteuerte Be-

handlung von einer Subgruppe von LUSC-Patienten ermoglicht werden.
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6. Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Vereinfachte Darstellung einer Expression einer Rezeptor-Tyrosinkinase im
Normalzustand (umrandet) und bei gangigen Veranderungen genetischen, genomischen
und epigenetischen Veranderungen (von links nach rechts.: Amplifikation fuhrt zu einer
Uberexpression, Normalzustand, Mutationen fihren zu einer konstitutiven Aktivierung,

DNA-Methylierung flhrt zur Herunterregulation). ... 10

Abb. 2: Vereinfachte Darstellung von EGF- und FGF-Rezeptoren und deren Aktivierung
verschiedener Signalkaskaden (PISK-AKT, RAS-RAF-MEK-ERK), die wiederum Signale

zur Steuerung von Zelliberleben und -wachstum in den Nukleus weiterleiten. ............. 13

Abb. 3: Schematische Darstellung einer physiologischen Bindung von Liganden an RTK
und anschlielfender Phosphorylierung mit Aktivierung konsekutiver Signalkaskaden
(oben) und Inhibierung dieses physiologischen Vorgangs durch einen EGFR-Inhibitor, der
die RTK-Bindungsstelle blockiert, wodurch eine Phosphorylierung und Aktivierung
konsekutiver Signalkaskaden inhibiert werden (Unten). ..., 19

Abbildung 4: Organisation des FGFR1-Gens (Konsensustranskript, regulatorische
Elemente, GC-Gehalt und analysierte CpG-Positionen) (a), Methylierung der CpG-
Positionen sowie FGFR1-mRNA-Expression in LUSC Tumorgewebe und Normalgewebe
(b), Spearman-Korrelation der CpG-Methylierung mit der FGFR1-mRNA-Expression im
Tumorgewebe (c), Spearman-Korrelation der CpG-Methylierung und der FGFR1-mRNA-
Expression mit der FGFR1-Genkopienzahl (d) sowie Spearman-Korrelation der CpG-
Methylierung und der FGFR1-mRNA-Expression mit der Sensitivitat (InlCso) von LUSC-
Zelllinien gegenuber den niedermolekularen FGFR-Inhibitoren PD173074 und AZ4547
(=) SO PPURPO 30

Abbildung 5: Organisation des FGFR2-Gens (Konsensustranskript, regulatorische
Elemente, GC-Gehalt und analysierte CpG-Positionen) (a), Methylierung der CpG-
Positionen sowie FGFR2-mRNA-Expression in LUSC Tumorgewebe und Normalgewebe
(b), Spearman-Korrelation der CpG-Methylierung mit der FGFR2-mRNA-Expression im
Tumorgewebe (c), Spearman-Korrelation der CpG-Methylierung und der FGFR2-mRNA-
Expression mit der FGFR2-Genkopienzahl (d) sowie Spearman-Korrelation der CpG-
Methylierung und der FGFR2-mRNA-Expression mit der Sensitivitat (InlCso) von LUSC-
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Zelllinien gegenuber den niedermolekularen FGFR-Inhibitoren PD173074 und AZ4547
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Abbildung 6: Organisation des FGFR3-Gens (Konsensustranskript, regulatorische
Elemente, GC-Gehalt und analysierte CpG-Positionen) (a), Methylierung der CpG-
Positionen sowie FGFR3-mRNA-Expression in LUSC Tumorgewebe und Normalgewebe
(b), Spearman-Korrelation der CpG-Methylierung mit der FGFR3-mRNA-Expression im
Tumorgewebe (c), Spearman-Korrelation der CpG-Methylierung und der FGFR3-mRNA-
Expression mit der FGFR3-Genkopienzahl (d) sowie Spearman-Korrelation der CpG-
Methylierung und der FGFR3-mRNA-Expression mit der Sensitivitat (InlCso) von LUSC-
Zelllinien gegenuber den niedermolekularen FGFR-Inhibitoren PD173074 und AZ4547
(=) SO PPURPI 34

Abbildung 7: Organisation des FGFR4-Gens (Konsensustranskript, regulatorische
Elemente, GC-Gehalt und analysierte CpG-Positionen) (a), Methylierung der CpG-
Positionen sowie FGFR4-mRNA-Expression in LUSC Tumorgewebe und Normalgewebe
(b), Spearman-Korrelation der CpG-Methylierung mit der FGFR4-mRNA-Expression im
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Abbildung 8: Sensitivitat (In[ICs0]) von LUSC-Zelllinien gegenuber den
niedermolekularen FGFR-Inhibitoren PD173074 und AZ4547. Die LUSC-Zelllinien
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