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. Kurzdarstellung

1. Aufgabenstellung

Ziel des Verbundes Oncogene dependencies war eine systematische und
interdisziplindre Untersuchung von Zusammenhangen zwischen Onkogen-
Mutationen, intrazellularen Signalwegen, Inhibitor-Empfindlichkeit von Tumorzellen
sowie klinischem Therapie-Ansprechen. Im Rahmen dieses Verbundes sollte im
Teilprojekt TPO ein Koordinierungsburo etabliert werden, welches Aktivitdten des
Forschungsverbundes koordiniert und steuert. Im Teilprojekt TP1 sollte eine
Diagnostik-Pipeline zur systematischen Erfassung von Onkogenmutationen und
genomischen Imbalancen in Lungentumorgewebeproben etabliert und eine
umfassende und sensitive genetische Analytik aufgebaut werden. Im TP2 sollten
umfassende genomische Analysen und Charakterisierungen von Patienten mit
Lungenkrebs sowie die Durchfiihrung genetisch individualisierter klinischer Studien
durchgefihrt werden. Im wissenschaftlichen Teilprojektes TP3 sollte der Einfluss von
Onkogenmutationen auf die maligne Entartung von Zellen systematisch untersucht
werden.

2. Voraussetzungen des Vorhabens

Es handelte sich bei dem Vorhaben Oncogene dependencies um ein Verbundprojekt
mit insgesamt 7 Teilprojekten an verschiedenen deutschen Institutionen. An der
Universitat zu Koln wurden insgesamt 4 Teilprojekte bearbeitet wobei die Teilprojekte
TPO und TP3 unter der Leitung von Prof. Thomas (vorher Max-Planck-Institut fur
Neurologische Forschung), TP1 unter der Leitung von Prof. Nirnberg und TP2 unter
der Leitung von Prof. Wolf durchgefihrt wurden. Das Teilprojekt TP2 wird im
Rahmen der kostenneutralen Laufzeitverlangerung noch bis zum 31.05.2015
bearbeitet. Alle Ziele der anderen Teilprojekte konnten zum 31.05.2013 erfolgreich
abgeschlossen werden

3. Planung und Ablauf des Vorhabens:

Die wichtigsten Schritte im Vorhaben:

Voraussetzung fur den Erfolg des Verbundes Oncogene dependencies und die
Erflllung der Ziele in den Teilprojekten der Universitat zu Kéin (TP1, TP2 und TP3)
war u.a. die Etablierung des Koordinierungsbiros (TPO, R. Thomas). Hierdurch
konnte der intensive fachliche Austausch und die starke Vernetzung zwischen den
einzelnen Teilprojekten geférdert werden. Im Foérderzeitraum erfolgte eine intensive
Koordination und engmaschigen Kontrolle der Probenaufnahme sowie der
experimentell-analytischen Arbeiten im Rahmen des ClinicalLungCancerProject
(CLCGP). AuRerdem wurden regelmafRige Projekttreffen und Telefonkonferenzen
organisiert. Das Teilprojekt TPO hatte auch einen entscheidenden Einfluss auf die
Translationale Forschung des Gesamtverbundes. Es konnten bereits mehrere
Forschungsergebnisse erfolgreich in die Klinik Gbertragen werden durch die intensive
Zusammenarbeit mit dem Netzwerk Genomische Medizin (NGM) und dem Centrum
fuir Integrierte Onkologie (CIO Kdéln — Bonn).

Im Teilprojekt TP1 (P. Niirnberg) erfolgten neben dem Plattformausbau auch die
weitere Methodenentwicklung. Hierunter gehoérten die Transkriptom- und Exom-



Sequenzierung inklusive Methodenevaluierung. Durch die erzielte hdhere
durchschnittliche Coverage konnte eine verbesserte Sensitivitat bei der
Identifizierung somatischer Varianten erzielt werden. Zur Identifizierung von
Genfusionen wurden Transkriptomsequenzierungen durchgefiuihrt und es erfolgten
sowohl methodische als auch analytische Optimierungsschritte. Mit Hilfe des Agilent
Sure Select Protokolls erfolgte eine Anreicherung von Zielsequenzen zur Validierung
von Mutationen mit unterschiedlichem Ausgangsmaterial.

Die wichtigsten Schritte im Teilprojekt TP2 (J. Wolf) waren die umfassende
genomische Analyse und phanotypische Charakterisierung von Patienten mit
Lungenkrebs im klinischen Alltag, der Aufbau einer Biobank fur Lungenkrebs, die
Analyse der Assoziation zwischen Genotyp des Tumors und klinischem Phanotyp
sowie die Iniitierung genetisch individualisierter klinischen Studien. Innerhalb der
Jirst in man“ Studie mit dem pan FGFR-Kinase-Inhibitor BGJ398 werden Patienten
mit FGFR1-amplifizierten Plattenepithelkarzinomen behandelt. Im Rahmen der
kostenneutralen Laufzeitverlangerung wird die TRY-Studie (Behandlung mit
Trastuzumab und AUY922) fir Lungenkrebspatienten mit amplifizierten HER2-Gen
abgeschlossen.

Die wichtigsten Schritte im Vorhaben TP3 (R. Thomas) waren u.a. die Etablierung
der Proben-Kollektion und die anschlieRende Genotypisierung der Uber 1500
Lungentumorproben im Rahmen des CLCGP. Voraussetzung fiir die Auswertung der
Daten war aullerdem die Entwicklung verschiedener Algorithmen und neu
entwickelte Ansatze der Genomanalyse, die ebenfalls in unserer Gruppe erfolgten.
Die im Rahmen der Sequenzierprojekte im CLCGP sowie des Kleinzelligen
Bronchialkarzinoms erzielten Ergebnisse wurden anschlielfend durch zellulare und
Maus-Modelle verifiziert und weiter charakterisiert. Unsere Ergebnisse wurden in
international anerkannten Zeitschriften publiziert sowie auf internationalen
Konferenzen wie dem AACR prasentiert.

Zur direkten Umsetzung von Forschungsergebnissen in die Klinik (TP2) war eine
intensive Kommunikation mit pharmazeutischen Firmen und dem Lead-Discovery
Center (LDC) einerseits und mit den Klinikern des CIO KéIn-Bonn andererseits
notwendig. Es konnten bereits auf Grund unserer wissenschaftlichen Ergebnisse
erste Studien an internationalen Prufzentren initilert werden in Zusammenarbeit mit
TP2 (Jurgen Wolf). Hierdurch konnte bereits Patienten eine personalisierte Therapie
angeboten werden.

4. Wissenschaftlicher/technischer Stand:
Folgende Methoden wurden u.a. im Rahmen der Teilprojekte zur Erzielung der
nachfolgend dargestellten Ergebnisse (ll.1) angewendet:

TPO
- Methoden des Projektmanagements
- Veranstaltung von Telefonkonferenzen und Meetings
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Koordination und Kontrolle der experimentell-analytischen Arbeiten im
CLCGP Projekt
Projektplattform flr Austausch von Reagenzien und Stoffen

Exom-, Transkriptom- Whole-Genome-Sequenzierungen
Methodenentwicklung Cancer Genomics
Plattformausbau

Target-Enrichement-Sequenzierungen

genomische und phanotypische Charakterisierung von Lungenkrebspatienten
Aufbau einer Biobank

Rebiopsieprogramm

Genetisch individualisierte klinische Studien

Sammlung und Sequenzierung von 1500 klinischen Tumorproben im
Rahmen des CLCGP

Sequenzierung des Kleinzelligen Bronchialkarzinoms

Entwicklung der Mutationsdetektion in klinischen Tumorproben
High-Throughput zellulare Screens

Chemogenomiche Hochdurchsatz-Profilierung von Zelllinien

SNP-Analysen, Transkriptom-, Exom- und Whole Genome-Sequenzierungen
Etablierung zellularer Modelle und HAT-Analyse der Onkogenitat
Mausmodelle von onkogenen Mutanten

Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Die Partner des Verbundes Oncogene dependencies wurden zu Beginn des
Vorhabens so ausgewahlt, dass Experten aus den Bereichen Krebsgenomforschung,
Molekulare Zellbiologie, Strukturbiologie, Chemische Genetik, Computational Biology
und klinische Onkologie vereint wurden und auf bereits bestehenden Kooperationen
aufgebaut werden konnte. Im Rahmen des Projektes konnte eine sehr gute
Zusammenarbeit mit allen Beteiligten verzeichnet werden, die durch regelmafige
Treffen geférdert wurde, u.a. erkennbar an folgenden Erfolgen:

Etablierung der Mutationsdetektion in klinischen Tumorproben (Thomas TPO
und TP3, Wolf TP2, Nurnberg TP1)

Genetische und klinische Charakterisierung von 1500 Lungentumoren im
Rahmen des Clinical Cancer Genome Projekt (Thomas TPO und TP3, Wolf
TP2, NUrnberg TP1)

Drug Discovery im Bereich der Genotyp-spezifischen Therapie des
Bronchialkarzinoms (Thomas TPO und TP3, Waldman, Rauh TP5)
Entwicklung von Studienkonzepten fir die Behandlung genetisch definierter
Lungenkrebspatienten mit Mek und Pi3-Kinase Inhibitoren (Thomas TPO und
TP3, Wolf TP2, Rauh/Waldman TP5, Ahmadian/Wittinghofer TP4)



- Erstellung einer Website fir die Zusammenstellung Kklinisch relevanter
Veranderungen in Krebsgenomen fiir klinisch tatige Onkologen (Thomas TPO
und TP3, Wolf TP2, Lengauer TP6)

Akademische Partner aulRereuropdisch:
Matthew Meyerson, Broad Institute, Cambridge MA, USA
William Pao, Vanderbilt Medical Center, Nashville TN, USA

Akademische Partner Europa:
verschiedenste Kollaborationspartner im Rahmen des Clinical Lung Cancer Genome
Projects und im Netzwerk Genomische Medizin (NGM)

Akademische Partner Inland:
Ulrike Korf, DKFZ

Stefan Wiemann, DKFZ
Bodo Lange, MPI Berlin
Hans Lehrach, MPI Berlin

Nicht-akademische Partner Inland:

Lead-Discovery Center GmbH (LDC)

Neu gegriindete Firma Blackfield AG (Firmensitz: KéIn, Griinder: Axel Ullrich, Roman
Thomas, Andreas Jenne)

Il Eingehende Darstellung
1. Ergebnisse (kurze, fur Laien verstandliche Zusammenfassung)

Im Rahmen des Verbundprojektes Oncogene dependencies konnten vielfaltige
Ergebnisse im Bereich der systematischen Untersuchung von Onkogenmutationen
auf die maligne Entartung von Zellen sowie klinischem Therapie-Ansprechen erzielt
werden. Hierbei konnten umfangreiche Genotyp-Phanotyp Untersuchungen bei
Lungentumoren abgeschlossen werden und eine genetische Signatur fir die
Vorhersage von Therapieerfolgen unter Verwendung des Inhibitors Dasatinib
entwickelt werden (Sos et al, J Clin Invest., 2009). Darliberhinaus gelang die
Identifizierung eines neuen, klinisch relevanten Resistenzmechanismus gegeniber
dem EGFR Inhibitor Erlotinib beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom (Sos et al,
Cancer Res). Schlielllich konnte nachgewiesen werden, dass Tumore mit
genetischen Veranderungen in Rezeptor-Tyrosinkinasen in besonderer Weise vom
Pi3-Kinase-Signalweg abhangig sind (Sos et al, PNAS 2009).

Im Rahmen des ClinicalLungCancerProject (CLCGP) konnten Gber 1200 Proben mit
klinischen Daten weltweit gesammelt und genomisch charakterisiert werden. Wir
konnten eine Genom-basierte Klassifikation von humanen Lungentumoren sowie
eine Reklassifikation von Uber 15 % aller Lungentumore beschreiben (Seidel et al.,
Sci Transl Med, 2013). Des weiteren konnte unsere Lungentumorgewebebank
weiter ausgebaut werden. Zusammen mit den gesammelten Tumorproben im
CLCGP standen am Ende der Forderperiode kryokonserviertes Material von 2400
Lungentumoren mit kompletter klinischer Annotation zur Verfigung fir weitere
genetische Analysen.



Aulerdem konnten wir u.a. eine FGFR1 Amplifikation beim Lungenkrebs
nachweisen, die einhergeht mit Therapieempfindlichkeit gegeniiber FGFR Inhibitoren
(Weiss et al., Sci Transl Med, 2010). Aufgrund dieser Ergebnisse hat Novartis eine
Phase-l Studie in Deutschland initiiert (Jurgen Wolf, TP2). Eine zweite Entdeckung
sind Mutationen in der Rezeptor-Tyrosinkinase DDR2, ebenfalls in
Plattenepithelkarzinomen der Lunge (Hammerman et al., Cancer Discovery 2011).
Insgesamt zwei klinische Studien konnten zur Uberpriifung von in diesem NGFN
Projekt generierten praklinischen Hypothesen durchgefihrt werden, was auch den
translationalen Erfolg des Gesamtverbundes zeigt.

Gemeinsam mit verschiedenen Verbundpartnern konnte im Projekt Oncogene
Dependencies die Gesamtgenomsequenzierung des kleinzelligen
Bronchialkarzinoms abgeschlossen werden. Die Studie, die in der Fachzeitschrift
Nature  Genetics verodffentlicht wurde, zeigt, dass bei kleinzelligen
Bronchialkarzinomen im Vergleich zu anderen Lungenkrebsarten eine extrem hohe
Mutationsrate (7,4 protein-verandernde Mutationen pro Millionen Basenpaare)
beobachtet wird (Peifer et al., 2012, Nature Genetics). Mit Hilfe von neu
entwickelten Ansatze der Genomanalyse und Computer-Algorithmen konnten
einzelne mutierte Gene in SCLC- Tumoren identifiziert werden, die fir das
Wachstum der Tumoren entscheidend sind. Solche Gene kdénnten nach weiterer
Charakterisierung die Grundlage darstellen fir neue, molekular ausgerichtete
Therapieansatze.

Mit Hilfe der Next Generation Sequenziertechnologie wurden aullerdem
erfolgsversprechende Pilotexperimente durchgefihrt um Mutationen,
Rearrangements und Kopienzahlveranderungen in Tumorproben mit einer einzigen
Analyse zu diagnostizieren (Querings et al., 2011). Die enge internationale
Vernetzung des Verbundes mit exzellenten Projekten im Bereich der
Krebsgenomforschung zeigt sich auch durch die gemeinsame Publikation im
Rahmen des The Cancer Genome Atlas Research Project (TCGA) in Nature (TCGA,
Nature, 2012).

2. Positionen
Die uns im Rahmen der Foérderung zur Verfligung gestellten Zuwendungsmittel
wurden fur Verbrauchsmaterial sowie Sequenzierungen im Rahmen der Projekte
verwendet sowie fir die Einstellung wissenschaftlichen Personals und technischer
Assistenten. Fir die Prasentation wissenschaftlichen Ergebnisse auf nationalen und
internationalen Meetings sowie flr Kooperationstreffen wurden die zur Verfigung
gestellten Zuwendungsmittel zur Deckung der Reisekosten verwendet.

3. Notwendigkeit
Das ursprunglich im Antrag anvisierte Ziel in allen Teilprojekten der Universitat zu
Kdln konnte im Berichtszeitraum erreicht werden. Die erzielten Ergebnisse wurden in
einer Vielzahl an hochrangigen Publikationen, die im Forderzeitrahmen entstanden
sind, publiziert sowie in Rahmen von verschiedenen Patenten verwertet.

4. Nutzen
Zum einen konnten wir im Berichtszeitraum Patente anmelden wobei wir bereits
gebuhrenpflichtige Lizenznahmen fur unsere bisherige IP vertraglich sichern



konnten. Des weiteren befinden sich bereits mehrere Ergebnisse aus unserem TP in
klinischer Prufung an mehreren Zentren weltweit, aber vor allem innerhalb des
Verbundes in TP2, welches durch Jirgen Wolf geleitet wird. Hierdurch konnten
bereits Patienten von einer personalisierten Therapie profitieren.

5. Fortschritt
Es gibt soweit bekannt, keine wesentlichen Ergebnisse anderer Gruppen, die
Einfluss auf die Verwertung unserer Ergebnisse nehmen kdnnten.
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