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Zusammenfassung

Der Fortschritt der personalisierten Medizin stellt besonders die Molekularpathologie vor
immer gréBere Herausforderungen, denn mit steigender Anzahl an Biomarker-spezifischen
Therapien erhéht sich auch die Anzahl an Mutationsanalysen. Primares Ziel dieser Arbeit
war es daher Problemlésungen fiir die Mutationsanalytik im Rahmen der Routinediagnostik
zu finden. Wir untersuchten in dieser Studie drei verschiedene Probleme: i) den Einfluss
von Mucin und Nekrose auf den Nachweis von mdglichen Mutationen, ii) ob heterogene
morphologische Pattern auch eine genetische Heterogenitat aufweisen und iii) die klinische
Relevanz seltener EGFR- (epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor) Mutationen.

Zum ersten angesprochenen Thema konnten wir beweisen, dass ein hoher Anteil
muzindser und nekrotischer Tumorareale im Untersuchungsmaterial keinen Einfluss auf
das Ergebnis der Mutationsanalytik hat. Dabei ist es besonders nennenswert, dass in den
stark muzinésen Tumorproben, trotz Vorhandensein von nur sehr wenigen Tumorzellen,
die bereits bekannte Mutation mit zwei verschiedenen Methoden, der Sanger-
Sequenzierung und dem Next Generation Sequencing (NGS) nachgewiesen werden konnte.
Zum zweiten erwdahnten Punkt haben wir zeigen kdénnen, dass eine intratumorale
genetische Heterogenitat sowohl in morphologisch heterogenen als auch in morphologisch
homogenen Kolorektalkarzinomen (CRC) vorkommt. Dennoch wiesen zwei morphologisch
heterogene CRCs in den unabhéngig voneinander untersuchten Arealen ein jeweils
unterschiedliches Genprofil auf. Die sich daraus ergebene klinische Relevanz fihrt dazu,
dass morphologisch unterschiedliche Areale innerhalb eines CRC unabhdngig voneinander
untersucht werden sollten.

In der dritten Studie wurde die klinische Relevanz von seltenen EGFR-Mutationen
untersucht. Es konnte nachgewiesen werden, dass Patienten mit einer seltenen EGFR-
Mutation nicht auf die Therapie mit First-Generation TKI (Tyrosinkinaseinhibitor)
ansprechen, mit Ausnahme eines Patienten mit der Mutation p.G874D. Patienten mit
Doppelmutationen, bestehend aus einer seltenen und einer aktivierenden EGFR-Mutation,
haben dagegen auf die Behandlung mit First- oder Second-Generation TKI angesprochen.
Zusatzliche Literatur- und Datenbankrecherche zeigten, dass bisher nur wenige Daten zu
klinischen Verlaufen von Patienten mit seltenen EGFR-Mutationen vorliegen.
Zusammengefasst konnten die durchgefihrten Untersuchungen drei wesentliche
Ergebnisse fir die Routinediagnostik und die klinische Relevanz herausarbeiten. Proben
mit einem hohen Anteil an Mucin oder Nekrose eignen sich durchaus fir weitere molekulare
Untersuchungen, morphologisch heterogene Tumore sollten entsprechend der
morphologischen Pattern getrennt voneinander untersucht werden und letztlich scheinen
Patienten mit seltenen Mutationen eine schlechtere Prognose zu haben, als Patienten mit
haufigen Mutationen oder einer Kombination aus beiden, wobei hierzu nur wenige klinische

Daten vorliegen und weitere Studien zur Klarung dieser Situation nétig sind.



Abstract

The progress of personalized medicine poses a big challenge to molecular pathology, as
the number of biomarker-based targeted therapies is growing rapidly with a concomitant
increase in the number of mutational analyses. To that end, the primary goal of this study
was to discover solutions for problems that occur during the detection of mutations in
routine diagnostics. We investigated in this study three different issues: i) the influence of
mucin and necrosis on mutational analysis, ii) whether the heterogeneous morphological
pattern possesses genetic heterogeneity and iii) the clinical relevance of rare EGFR-

(epidermal growth factor receptor) mutations.

Regarding the first topic mentioned above, we established that high proportions of mucin
or necrosis in tumor samples have no influence on the detection of mutations. Moreover,
we demonstrated that purely mucinous tumor samples still contain enough tumor cells to
detect the known mutation with two different methods: Sanger sequencing and next

generation sequencing (NGS).

Concerning the second stated challenge, we detected that intratumoral genetic
heterogeneity is present in all colorectal cancer (CRC) samples, independent of both
homogeneous and heterogeneous morphology. Moreover, in two samples with
morphological heterogeneity, each identifiable tumor component showed a different
genetic profile. This proven clinical relevance provides strong support for an individual

analysis of each morphologically identifiable tumor component in CRC tumor samples.

In the third study, we investigated the clinical relevance of rare EGFR mutations. We
demonstrated that patients with a single, rare EGFR mutation did not respond to first
generation TKI (tyrosine kinase inhibitor) therapy, except for one patient harboring the
mutation p.G874D. In contrast, patients with a compound mutation, consisting of a rare
and sensitizing mutation, responded to the therapy with first or second generation TKI.
Additional literature and database searches revealed that available data about the clinical

course of patients with a rare EGFR mutation remains limited.

Overall, the investigations that were carried out, led to three essential results pertaining
to both routine diagnostics and to the clinical relevance. Tumor samples with high
proportions of mucin or necrosis were found to be suitable for molecular analyses, while in
heterogeneous morphological tumor samples, it was established that each morphological
pattern should be analyzed separately. Additionally, patients with rare mutations seem to
have a worse prognosis compared to patients with common or compound mutations,
although too little clinical data were available and additional studies are necessary to

resolve this situation.



Abkiirzungsverzeichnis

AF Allelfrequenz

BRAF v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1

bp base pairs / Basenpaare

CD20 Cluster of differentiation 20 / B-Lymphozytenantigen

CD30 Cluster of differentiation 30 / TNF-Rezeptor 8

CIVIC Clinical Interpretations of Variants in Cancer

COSMIC Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer

CRC Colorectal carcinoma / Kolorektalkarzinom

DNA Deoxyribonucleic acid / Desoxyribonukleinsaure

DoCM Database of Curated Mutations

EGFR Epidermal growth factor receptor / epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor
FFPE Formalin-fixiert und in Paraffin eingebettet

H&E Hamatoxylin & Eosin

KRAS Kirsten-Rat Sarcoma

NGS Next Generation Sequencing

NRAS Neuroblastoma-Ras

NSCLC Non-small cell lung cancer / nicht-kleinzelliger Lungenkrebs
PCR Polymerase-chain reaction / Polymerase-Kettenreaktion
PD-L1 Programmed cell death ligand 1

TKI Tyrosine Kinase Inhibitor / Tyrosinkinase-Hemmer



1. Einfiihrung
1.1. Die Bedeutung der Molekularpathologie in der personalisierten Medizin

Die personalisierte Medizin hat in den letzten Jahren deutlich an Bedeutung gewonnen.
Dabei besteht das Grundprinzip darin, die Tumoren tiefer zu charakterisieren, indem
spezielle Charakteristika auf Protein- oder molekularer Ebene identifiziert werden, die eine
spezifische Therapie ermdglichen [1-5]. Es werden also sogenannte Biomarker eruiert, die
bezogen auf die Pathologie immunhistologisch oder molekular nachgewiesen werden
kdénnen. Beispiele hierflir sind auf Proteinebene PD-L1 (Programmed cell death ligand 1),
CD20 (B-Lymphozytenantigen), CD30 (TNF-Rezeptor 8) u.a., molekulare Biomarker sind
z.B. der Mutationsstatus in den EGFR- (epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor) oder
KRAS- (Kirsten-Rat Sarcoma) Genen. Ein idealer Biomarker gibt dabei Auskunft dartber,
ob personalisierte Medikamente bei der Behandlung bestimmter Tumoren erfolgs-

versprechend sind.

Inzwischen gibt es eine groBe Anzahl an personalisierten Arzneimitteln. Eines der ersten
Beispiele flir sogenannte personalisierte Wirkstoffe sind Cetuximab oder Panitumumab.
Beide Wirkstoffe sind monoklonale Antikérper gegen EGFR und werden seit 2008 bei
Patienten mit fortgeschrittenem Kolorektalkarzinom (CRC) und einem nachgewiesenen
Wildtyp des KRAS-Gens eingesetzt. Dennoch haben Patienten mit einer Wildtyp-Sequenz
des KRAS-Gens nicht gleich gut auf diese Medikation angesprochen. Offenbar reicht es
nicht aus, nur ein Gen zu analysieren, um eine Vorhersage zum Ansprechen auf die
Antikdrper-basierende Therapie treffen zu kénnen. Es war zunachst bekannt, dass 40%
aller Patienten mit CRC eine Mutation im KRAS-Gen im Condon 12 oder 13 des Exons 2
aufweisen [6-10]. Im Laufe der Jahre wurde nachgewiesen, dass bei weiteren 5% eine
Mutation im NRAS- (Neuroblastoma) Gen des Exons 2, 3 oder 4 und KRAS-Gen des Exons
3 und 4 vorhanden sein kénnen. Bei weiteren 5-10% der Patienten mit CRC wurde zudem
eine Mutation im BRAF- (v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1-Gens) Gen
beschrieben [11-17]. Somit schlieBt nicht nur eine Mutation im Exon 2 des KRAS-Gens,
sondern jede weitere der genannten Mutationen ebenfalls das positive Ansprechen auf die
Anti-EGFR-Therapie aus. Diese Entwicklung zeigt die Notwendigkeit diverse Gene auf

Mutationen zu untersuchen, um die Zuverlassigkeit von Biomarkern zu verbessern.

Ein weiterer wichtiger Punkt ist, dass Tumore ihr genetisches Profil wahrend der Therapie
im Sinne von Resistenzmutationen dndern kdnnen [18-20]. Auch eine mdgliche genetische
Heterogenitat des Tumors stellt den behandelten Onkologen vor neue Herausforderungen.
Zum einen kann das Genprofil des Primartumors vom Genprofil der dazugehdrigen
Metastasen abweichen (intertumorale Heterogenitat) und zum anderen kann der
Primartumor verschiedene genetische Subklone aufweisen (intratumorale Heterogenitat).

Es stellen sich daher in der Routinediagnostik unter anderem die Fragen:



e Gibt es morphologische Hinweise auf eine mdéglich vorhandene genetische

Heterogenitat?
e Haben seltene Mutationen eine klinische Bedeutung?

Da die Anzahl an molekularpathologischen Untersuchungen jahrlich ansteigt und sich die
die Anforderungen an die molekularpathologische Routinediagnostik erhéhen, missen die
verwendeten Methoden valide sein, um dem behandelnden Arzt die flir die Therapie

relevanten Ergebnisse liefern zu kénnen.

1.2. Einfluss der Probenqualitat und - quantitat auf die molekularpathologische

Routinediagnostik

Um valide Ergebnisse zu erhalten, muss neben der Nachweismethode vor allem auch das
Ausgangsmaterial eine hohe Qualitat aufweisen. Fur die molekularpathologischen
Untersuchungen stellt die Desoxyribonukleinsdure (DNA) das Ausgangsmaterial dar, die
zunachst aus den Tumorzellen gewonnen werden muss. In der Pathologie ist in den
meisten Fallen formalinfixiertes und in Paraffin eingebettetes (FFPE) Gewebe die Basis des
Untersuchungsmaterials. Die Fixierung des Gewebes in 4%iger Formalinldsung,
anschlieBendem Entwassern und Einbetten in Paraffin muss erfolgen, um die
Gewebeproben haltbar zu machen. Bei dieser Fixierungsmethode hat jedoch vor allem die
Einwirkdauer der Formalinlésung auf die Proben einen erheblichen Einfluss auf die DNA-
Qualitat [21-24]. Eine adaquate Fixierung des Gewebes ist flir die konventionell-
histologischen und immunhistologischen Untersuchungen unerldsslich, fihrt aber zu
Desaminierung, Fragmentierung und Methylierung der DNA. Dies wiederum erschwert die
molekularen Untersuchungen, denn durch starke Fragmentierung kénnen nur kurze

Genabschnitte bis maximal 350 Basenpaare (bp) sicher sequenziert werden.

Hinzu kommt, dass eine Probe mit nur sehr wenigen Tumorzellen, also mit geringer Tumor-
DNA-Quantitat ebenfalls eine valide Analyse unmdglich machen kann. Eine Mindest-Menge
an Tumor-DNA ist notwendig, um eine mégliche Mutation sicher nachweisen zu kénnen.
Bei einer Biopsie wird beispielsweise nur wenig Material aus dem Kérper entnommen und
diese kann somit zu wenige Tumorzellen flir den Mutationsnachweis enthalten. AuBerdem
besteht die Problematik, dass ein hoher Anteil an nicht-neoplastischer DNA im Verhaltnis
zur vorhandenen Tumor-DNA eine mdgliche vorhandene Mutation stark verdiinnen kann.
Eine manuelle Mikrodissektion von moglichst vielen neoplastischen Zellen und méglichst

wenigen nicht-neoplastischen Zellen ist flr eine zuverlassige Analyse daher unabdingbar.

Weitere Parameter, die einen Einfluss auf die Anzahl der Tumorzellen in einer Probe haben,
sind die Morphologie des Tumors (z.B. weist ein muzinéser Tumor nur wenige Tumorzellen

auf und ist von reichlich Schleim umgeben) oder Nekrosen (z.B. bedingt durch vorheriger



Chemo- oder Radio-Therapie). Es stellt sich daher die Frage, ob ein stark muzindser oder

ein stark nekrotischer Tumor ausreichend Tumor-DNA flr eine valide Analyse enthalt.

Der Gold-Standard fir den Nachweis von mdglichen Mutationen in den Tumorzellen war
friher die Sequenzierung von PCR- (Polymerasekettenreaktion) Produkten nach Sanger.
Inzwischen wurde die Sanger-Sequenzierung in den vielen Routine-Laboren durch NGS
(Next Generation Sequencing) abgeldst. NGS ist deutlich empfindlicher als die Sanger-
Sequenzierung und analysiert in der gleichen Zeit eine deutlich héhere Anzahl an
potenziellen Genen auf klinisch relevante Mutationen. NGS wurde daher auch am Institut
fur Pathologie der Charité im Jahre 2014 eingeftihrt und ist die heutige Standardmethode

fur die Mutationsanalytik in der Routinediagnostik.

1.3. Ziel der Arbeit

Ziel der Arbeit war es, fir einige regelmaBig auftretende Probleme in der Routinediagnostik
der Molekularpathologie Losungen zu finden. Folgende Fragestellungen sollten im Rahmen

dieser Arbeit beantwortet werden:

e Kann man an Proben mit nur geringem Tumorzellgehalt eine valide Analyse
durchfihren? Haben in diesem Zusammenhang das Vorhandensein von viel Schleim
(Mucin) oder nekrotischem Material einen Einfluss auf die Diagnostik? Bieten dabei

Sanger-Sequenzierung und NGS gleich gute Ergebnisse?

e Spiegelt sich eine genetische Heterogenitat des Tumors moglicherweise in der

Morphologie wider?

¢ Welche klinische Relevanz haben bislang unbekannte oder seltene Mutationen? Kénnen
auch Patienten mit seltenen, klinisch bisher unbekannten Mutationen mit nicht-

kleinzelligem Lungenkarzinom (NSCLC) von einer personalisierten Therapie profitieren?



2. Material und Methodik

2.1. Material

2.1.1. Patientenkollektiv fir KRAS-Mutationsanalysen

Bei den durchgefihrten KRAS-Mutationsanalysen wurde auf Probenmaterial von bereits
untersuchten Patienten zurlckgegriffen. Die Proben wurden im Rahmen der
Routinediagnostik untersucht und es wurde bereits eine KRAS-Mutation im Exon 2
nachgewiesen. Die Untersuchung wurde im Rahmen der retrospektiven Studien teilweise
wiederholt (siehe 3.1 und 3.2).

2.1.2. Patientenkollektiv flir EGFR-Mutationsanalysen

Auch hier wurde Probenmaterial von bereits im Rahmen der Routinediagnostik
untersuchten Patienten verwendet. Die Ergebnisse wurden bei diesem Probenkollektiv
jedoch nicht erneut untersucht, da im Rahmen der bearbeiteten Fragestellung der klinische
Verlauf der Patienten von Interesse war. Es wurden alle Proben, die am Institut fir
Pathologie der Charité im Zeitraum von Juni 2010 bis Juni 2017 auf Mutationen im EGFR-
Gen untersucht wurden, auf seltene Mutationen im EGFR-Gen gescreent. Diese stellten im
Anschluss das Probenkollektiv fiir die retrospektive Studie dar (siehe 3.3). Fir die
Gewinnung der fir uns relevanten klinischen Daten haben wir den Klinikern einen

Fragebogen lUbersandt, welcher als Anlage in dieser Arbeit aufgefihrt ist.

2.2. Methoden

2.2.1. Sanger-Sequenzierung

2.2.1.1. Mikrodissektion der Tumorzellen

Die manuelle Mikrodissektion erfolgte an 3um FFPE-Schnitten. Die Anzahl der verwendeten
Schnitte variierte von 2 bis 12, in Abhéngigkeit der Menge der Tumorzellen und der GréBe
des Areals, das im Rahmen der Mikrodissektion prapariert wurde. Dabei wurde das
betreffende Areal vorab auf einem frisch erstellten HE- (Hédmatoxylin & Eosin) Schnitt von

einem Pathologen markiert.
2.2.1.2. DNA-Isolierung

Die DNA-Isolierung erfolgte mit dem QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen) nach Standard-
Protokoll. Das Elutionsvolumen betrug 50-100ul, ebenfalls in Abhdngigkeit von der GroBe
des praparierten Areals, um eine mogliche hohe DNA-Menge in der Probe zu konzentrieren.
Die DNA-Konzentration wurde mit einem NanoDrop™ Spectrophometer (Thermo Fisher

Scientific) bestimmt.



2.2.1.3. PCR

Im Rahmen der durchgefiihrten Studien wurden folgende Exone untersucht: KRAS Exon 2,
EGFR Exon 18, EGFR Exon 19 und EGFR Exon 21. Daflir wurden die nachfolgend in Tabelle
1 aufgefihrten Primer verwendet (wobei der KRAS-Forward-Primer einen T7-Universal-

primer enthalt):

Tabelle 1: Primersequenzen flr die Generierung der PCR-Produkte

Gene 5’ Forward 3’ 5’ Reverse 3’

KRAS Exon 2 GCGTAATACGACTCACTATAAGGC | AGAATGGTCCTGCACCAGTAA
CTGCTGAAAATGACT

EGFR Exon 18 | GCTGAGGTGACCCTTGTCTC ACAGCTTGCAAGGACTCTGG

EGFR Exon 19 | ATGTGGCACCATCTCACAATTGCC | CCACACAGCAAAGCAGAAACTCAC

EGFR Exon 21 | GCAGAGCTTCTTCCCATGATGA GCTGACCTAAAGCCACCTCCT

Fir jede PCR-Reaktion wurden 2,5ug DNA eingesetzt und die PCR wie folgt durchgefiihrt:
Initiale Denaturierung fir 5 Minuten bei 95°C, anschlieBend 40 Zyklen & 1 Minute Annealing
bei 60°C, Elongation flir 1 Minute bei 72°C und Denaturierung fiir 1 Minute bei 94°C. Im

Anschluss erfolgte ein finaler Elongationsschritt fir 7 Minuten bei 72°C.
2.2.1.4. Aufbereitung der PCR-Produkte

Die PCR-Produkte wurden mit dem MSB® Spin PCRapace (Stratec) oder mit dem QIAquick
PCR Purification Kit (Qiagen) aufgereinigt und anschlieBend auf einem 3,3% Agarose-Gel
aufgetragen. In Abhangigkeit der Bandenstiarke auf dem Agarosegel wurden flr die
anschlieBende PCR-Reaktion fiir die Sequenzierung nach Sanger (siehe 2.2.1.5) 0.5ul -
5.0ul des PCR-Produkts eingesetzt.

2.2.1.5. Sequenzierung nach Sanger

Fur die Sequenzierreaktion wurden bis auf den KRAS-Forward-Primer die gleichen Primer
verwendet wie in Tabelle 1 angegeben. Die Sequenz des KRAS-Forward-Primers fur die
Sequenzierreaktion lautet: KRAS-F: 5'-GCGCGTAATACGACTCACTATA-3'.

Die Sequenzierreaktion wurde wie folgt flir alle PCR-Produkte identisch durchgefihrt:
Initiale Denaturierung fir 1 Minute bei 96°C, 35 Zyklen & 10 Sekunden Denaturierung bei
96°C, 2 Minuten Annealing und Elongation bei 60°C. Im Anschluss erfolgte die Aufreinigung
der Proben mittels Alkohol / Natriumacetat-Prazipitation. Die Sequenzierung wurde mit
dem ABI PRISM® 3100 AVANT Genetic Analyzer (Applied Biosystems) durchgefiihrt.



Im Anschluss erfolgte die Qualitatskontrolle der Sequenzdaten mit der Software
Sequencing Analysis V5.1.1 (Applied Biosystems). Danach wurden sie mit SeqScape v2.1.1

oder v2.6 (Applied Biosystems) auf mdégliche Mutationen analysiert.

2.2.2. NGS

2.2.2.1. Mikrodissektion der Tumorzellen

Die Mikrodissektion fiir die NGS-Analysen erfolgte wie fir die Sanger-Sequenzierung

bereits unter 2.2.1.1 beschrieben.

2.2.2.2. DNA-Isolierung
Die DNA-Isolierung fir NGS wurde mit dem Maxwell 16 FFPE Plus LEV DNA Purification Kit

(Promega) mit dem Maxwell 16 System Instrument nach Standard-Protokoll durchgefihrt.
Es wurde dabei, abhdngig von der GroBe des praparierten Proben-Areals, in 30-50ul eluiert
und die DNA-Konzentration anschlieBend mit dem Qubit™ Fluorometer (Invitrogen™) mit
Hilfe des Qubit™dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen™) bestimmt.

2.2.2.3. Sequenzierung mit NGS

Flar die massive Parallelsequenzierung wurde das Ion AmpliSeq™ Colon and Lung Cancer
Panel Version 2 (Life Technologies) verwendet. Mit Hilfe dieses Panels kénnen 22 Gene
parallel untersucht werden. Fir die Erstellung der Genbibliothek (Library) wurden 10ng
DNA je Probe verwendet. Barcoding sowie Adapter-Ligation erfolgten laut Vorgaben des
Herstellers. Die Genbibliothek wurde anschlieBend mit Hilfe der AmPureXPBeads
(Beckmann Coulter™ Genomics) aufgereinigt und die Konzentration mit dem Ion Library
TagMan® Quantification Kit (Life Technologies) bestimmt. Die Genbibliothek wurde auf
35pM verdinnt und mit den Ion Sphere™ Partikeln auf dem IonChef Instrument (Life
Technologies) klonal amplifiziert. Im Anschluss wurden die Proben auf einen Ion 316 Chip

geladen und mit dem Ion Torrent ™ PGM Sequencer (Life Technologies) sequenziert.

Die Auswertung der generierten Sequenzen erfolgte mit der Torrent Suite Software v3.6.2

(Life Technologies) und SequencePilot Software v4.2 (JSI medical systems).



3. Ergebnisse

3.1. Einfluss von muzindsem und nekrotischem Gewebe in Kolorektalkarzinom-Proben
auf die KRAS-Mutationsanalyse

Bittner J, Lehmann A, Klauschen F, Hummel M, Lenze D, Dietel M and Johrens K. Influence
of mucinous and necrotic tissue in colorectal cancer samples on KRAS mutation analysis.
2017 Jun;213(6):606-611

Bei 10-15% aller Kolorektalkarzinome handelt es sich um muzindse Adenokarzinome [25].
Diese Gruppe von Karzinomen weisen neben wenigen Tumorzellen einen besonders hohen
Anteil an Schleim auf. Im Rahmen dieser Studie sollte geklart werden, ob die geringe
Anzahl an Tumorzellen in muzindsen CRC ausreichend fiir eine valide Mutationsanalyse ist.
Auch enthalten Tumorproben nach vorheriger Chemotherapie haufig einen hohen Anteil an
Nekrose. Es galt hier zu klaren, ob die Zellfragmente einen Einfluss auf die KRAS-Analyse
haben. Dafiur wurden jeweils 10 muzindse CRC-Proben und 10 stark nekrotische CRC-
Proben mit einer bereits bekannten KRAS-Mutation nachuntersucht. Wéahrend der
Routinediagnostik wurden bei der Mikrodissektion Areale mit madglichst vielen vitalen
Tumorzellen prapariert. Bei der Re-Evaluierung wurden stattdessen vorzugsweise Areale
mit viel Mucin, beziehungsweise viel Nekrose und nur wenigen vitalen Tumorzellen fir die
Mikrodissektion verwendet. Alle 20 Proben wurden sowohl mittels Sanger als auch mittels
NGS sequenziert. Wir konnten bei 18 von 20 Proben die KRAS-Mutation, die im Rahmen
der Routinediagnostik evaluiert wurde, mit beiden Methoden auch in den Bereichen mit nur
wenigen vitalen Tumorzellen nachweisen. Bei einer Probe wurde im Rahmen der
Routinediagnostik eine andere KRAS-Mutation nachgewiesen, als in der Nachuntersuchung
des besonders muzinreichen Areals. Eine Wiederholung beider untersuchten Areale der
Probe bestdtigte zwei unterschiedliche Mutationen innerhalb des Tumors. Bei einer
weiteren Probe war es uns mit der Sanger-Sequenzierung nicht mehr méglich die Mutation
nachzuweisen. In der Tiefe eines FFPE-Gewebeblocks kann der Tumorzellgehalt abnehmen
und mit jedem angefertigten Schnitt fir weitere Untersuchungen der Anteil an Tumorzellen
in der Probe sinken. Flr die zweite Re-Evaluierung mit Sanger-Sequenzierung waren somit
keine vitalen Tumorzellen mehr in den verwendeten FFPE-Schnitten vorhanden.

Zusammenfassend belegen die Ergebnisse unserer Studie, dass muzindse oder stark
nekrotische Areale flr eine valide Mutationsanalyse nicht gemieden werden mussen. Auch
in diesen Proben kann eine mdgliche vorhandene Mutation sicher nachgewiesen werden.
Dabei lieferten beide verwendete Methoden, Sanger-Sequenzierung und NGS, gleich gute
Ergebnisse. Allerdings muss beachtet werden, dass bei Proben mit nur sehr wenigen
Tumorzellen die Anzahl der zu verwendeten FFPE-Schnitte fir die Mikrodissektion erhdht
und das Volumen, in dem die DNA eluiert wird, verringert werden sollte, um die DNA-

Menge flr die anschlieBende Analyse bestmdglich zu konzentrieren.
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3.2. Intratumorale morphologische Heterogenitat in Kolorektalkarzinomen kann ein

Indikator flir genetische Heterogenitat sein

Buattner J, Jéhrens K, Klauschen F, Hummel M, Lenze D, Saeger W and Lehmann A.
Intratumoral morphological heterogeneity can be an indicator of genetic heterogeneity in
colorectal cancer. Exp Mol Pathol. 2018 Feb;104(1):76-81

Die Tatsache, dass ein Primartumor und deren Fernmetastase ein unterschiedliches
Genprofil aufweisen kdnnen, ist hinlanglich bekannt [18, 26-29]. Mit der Beschreibung des
»Big Bang Models" wurde deutlich, dass bei CRCs auch innerhalb des Primartumors
verschiedene genetische Subklone existieren kénnen [30-32]. Ziel unserer Studie war es
daher zu Uberprifen, ob bei CRCs eine heterogene Morphologie ein Hinweis flir eine
maogliche intratumorale genetische Heterogenitat sein kénnte. 20-25% der CRC oder deren
Fernmetastasen weisen mehrere morphologisch unterschiedliche Subtypen auf [33-34].
Wir untersuchten im Rahmen dieser Studie 13 CRCs mit einem homogenen
morphologischen Subtyp und 6 CRCs mit zwei unterschiedlichen histologischen
Wachstumsmustern. Bei den Tumoren mit heterogener Morphologie wurde fir beide
vorhandenen Wachstumsmuster jeweils eine Probe separat voneinander untersucht. Bei
den 13 Proben mit nur einem histologischen Subtyp wurde entsprechend nur eine Probe je
Tumor flr die Analyse verwendet. Um eine Aussage bezliglich einer mdglichen
intratumoralen genetischen Heterogenitat bei morphologisch homogenen Proben machen
zu koénnen, haben wir uns auf Proben beschrédnkt, bei denen im Rahmen der
Routinediagnostik bereits zwei Mutationen nachgewiesen wurden. Wenn beide Mutationen
im selben Exon eines Gens vorhanden waren und beide Mutationen mit NGS in denselben
Reads nachgewiesen wurden, ist es sehr wahrscheinlich, dass beide Mutationen in einem
Subklon koexistieren. Schwieriger ist es, wenn beide Mutationen in unterschiedlichen
Genen vorhanden sind. Dann kann man lediglich deren Allelfrequenz (AF) miteinander
vergleichen. Weichen diese stark voneinander ab, kann man mit hoher Wahrscheinlichkeit
von einer genetischen Heterogenitat ausgehen [35]. Bei 9 der 13 Proben mit homogenem
morphologischem Wachstumsmuster waren somit héchstwahrscheinlich mehr als ein
genetischer Subklon vorhanden. Bei den 6 Proben mit heterogener Morphologie konnte in
2 der 6 untersuchten Proben in den unabhéangig voneinander untersuchten Arealen ein
unterschiedliches Genprofil nachgewiesen werden. Intratumorale genetische Heterogenitat
kommt also sowohl in CRC mit homogener als auch mit heterogener Morphologie vor. Da
aber bei morphologisch heterogenen CRC nicht sicher ausgeschlossen werden kann, dass
in den Arealen mit unterschiedlich histologischem Wachstumsmuster ein unterschiedliches
Genprofil vorhanden ist, sollten alle Areale unabhangig voneinander untersucht werden,

um eine primare Resistenz gegentber einer Anti-EGFR-Therapie auszuschlieBen.
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3.3. Klinische Relevanz von seltenen und Doppel-Mutationen des EGFR-Gens bei

Patienten mit nicht-kleinzelligem Lungenkrebs.

Martin J, Lehmann A, Klauschen F, Hummel M, Lenze D, Grohé C, Tessmer A, Gottschalk
J, Schmidt B, Pau HW, Witt C, Moegling S, Kromminga R and J6hrens K. Clinical impact of
rare and compound mutations of epidermal growth factor receptor in patients with non-
small cell lung cancer, Clin Lung Cancer. 2019 Sep;20(5):350-362.e4.

Ein Therapieansatz flir Patienten mit einem nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom (NSCLC)
und einer nachgewiesenen aktivierenden Mutation im EGFR-Gen ist die Behandlung mit
Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKI). Leider weisen nur 10-15% der NSCLC in der europdischen
Bevoélkerung solch eine Mutation auf. Deletionen im Exon 19 sowie die Punktmutation
p.L858R im Exon 21 stellen die beiden haufigsten vorkommenden aktivierenden
Mutationen im EGFR-Gen dar [36-40]. Fir einige seltene Mutationen, wie beispielsweise
die Punktmutation p.G719X im Exon 18 oder p.L861Q im Exon 21 ist bekannt, dass diese
ebenfalls auf eine TKI-Therapie mit Erlotinib oder Gefitinib ansprechen [41-44]. Inzwischen
sind bereits Second- and Third-Generation TKI auf dem Markt. Besonders Osimertinib, ein
Third-Generation TKI, ist hier von Bedeutung, da dieses Medikament vorrangig bei
Patienten, mit der immer haufiger vorkommenden Resistenz-Mutation p.T790M im Exon
20, zum Einsatz kommt [45-46].

In unserer Studie wurden 2906 Proben auf eine mdgliche Mutation im EGFR-Gen im
Zeitraum von 06/2010 bis 06/2017 im Rahmen der Routine-Diagnostik untersucht. In 408
Proben (14%) konnte eine Mutation nachgewiesen werden, wovon 41 Patienten eine
seltene Mutation und 22 Patienten zwei unterschiedliche Mutationen im EGFR-Gen
aufwiesen. Insgesamt konnten wir 56 verschiedene, seltene Mutationen bei diesen 63
Patienten nachweisen. Im Rahmen der Studie erhielten wir flir 37 Patienten eine
Rickmeldung bezlglich des anschlieBenden klinischen Verlaufs. Von diesen 37 Patienten
wurden 16 Patienten mit TKI behandelt. Ein Patient mit der seltenen EGFR-Mutation
p.G874D sprach in unserer Studie auf die TKI-Behandlung an. Alle anderen Patienten
konnten von der zielgerichteten Behandlung nicht profitieren. Die Patienten mit zwei
Mutationen (bestehend aus einer seltenen und einer aktivierenden EGFR-Mutation)
sprachen dagegen alle positiv auf die TKI-Therapie an. Des Weiteren konnten wir im
Rahmen unserer Studie durch eine umfangreiche Literaturrecherche nachweisen, dass
Daten Uber den klinischen Verlauf nach einer TKI-Therapie bei Patienten mit einer seltenen
EGFR-Mutation immer noch zu wenig publiziert werden und nur vier, der in unserer Studie
detektierten seltenen EGFR-Mutationen, vermehrt auf eine Therapie mit First- oder

Second-Generation TKI innerhalb anderer Studien angesprochen haben.
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4. Diskussion

Die Anzahl der Untersuchungen auf mdégliche Mutationen hat sich auch in der
Routinediagnostik der Molekularpathologie am Institut fir Pathologie der Charité in den
letzten Jahren stark erhéht und steigt weiter stetig an. Grund daflr ist, dass die Analyse
immer mehr tumorrelevanter Gene Voraussetzung fir eine zielgerichtete Therapie in der

Onkologie ist.

Die verwendete Nachweismethode im Rahmen der molekularpathologischen
Routinediagnostik der Charité war bis Ende 2014 die Sequenzierung nach Sanger. Die
Methode wurde durch NGS mit dem Ion Torrent-System ersetzt. Die Sanger-
Sequenzierung war flir die Analysen von wenigen Proben und vor allem von wenigen Genen
einer Probe ideal und damals der ,Gold-Standard" fiir Genanalysen [47-48]. Mit NGS
kdnnen jedoch in einer einzigen Untersuchung viele Gene gleichzeitig analysiert werden,

was eine enorme Zeit-, Kosten- und Gewebeersparnis darstellt.

In unserer ersten Studie haben wir dennoch beide Methoden genutzt und miteinander
verglichen [49]. Wir konnten in dieser nachweisen, dass beide Methoden gleich gute
Ergebnisse liefern. Lediglich bei einer von 20 Proben konnten wir bei der Nachuntersuchung
mit Sanger-Sequenzierung die Mutation nicht mehr nachweisen. Das lag bewiesenermaBen
daran, dass in der Tiefe des FFPE-Blocks keine Tumorzellen mehr in der Probe enthalten
waren und nicht an der Methodik als solche. Des Weiteren konnten wir zeigen, dass der
Nachweis einer Mutation auch bei Proben mit weniger als 50 Tumorzellen mdéglich ist. Dies
wurde bisher nur mittels Laser-Mikrodissektion in einer weiteren Studie erreicht [50]. Wir
haben dafir allerdings die DNA der wenigen Tumorzellen durch erhéhte Anzahl an FFPE-
Leerschnitten fir die manuelle Mikrodissektion und durch Einsatz eines deutlich niedrigeren
Volumens an Elutionspuffer angereichert. Insgesamt konnten wir in der Studie zeigen, dass
Mucin und Nekrose keinen negativen Einfluss auf die Mutationsanalyse haben und dass
auch Proben mit wenigen Tumorzellen flir die Routinediagnostik geeignet sind. Allerdings
wurden wir im Rahmen unserer ersten Studie auf das Phdnomen der intratumoralen
genetischen Heterogenitdt aufmerksam. So wurde bei einer Probe im Rahmen der
Routinediagnostik ein Areal mit einem soliden Tumor fir die Analyse verwendet und
innerhalb der Studie ein Areal mit einem muzinésen Tumoranteil. Beide morphologisch
heterogenen Tumoranteile wiesen einen unterschiedlichen genetischen Subtyp auf. Auf
Grundlage dieses Ergebnisses untersuchten wir in unserer zweiten Studie, ob ein
morphologisch heterogenes Erscheinungsbild ein Hinweis fir das Vorhandensein von einer
intratumoralen genetischen Heterogenitat sein kann [51]. Die Existenz der intratumoralen
genetischen Heterogenitdt wurde besonders in den letzten Jahren bekannt und viel
diskutiert [18, 31-33, 52-54]. Wir konnten in unserer Studie nachweisen, dass eine
vorhandene heterogene Morphologie kein Hinweis auf eine madgliche intratumorale

genetische Heterogenitat sein muss, sondern diese vielmehr auch in morphologisch
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homogenen Tumoren vorkommt. Dennoch konnten wir in einem Karzinom sogar
nachweisen, dass in dem Tumoranteil mit dem soliden Wachstumsmuster eine KRAS-
Mutation und in dem Anteil mit muzinésen Wachstumsmuster ein KRAS-Wildtyp vorlag.
Grundsatzlich zeigen die Daten der Studie also, dass man bei einem morphologisch
heterogenen Tumor alle unterschiedlichen Tumoranteile untersuchen sollte, um falsch
negative bzw. falsch positive Versuchsergebnisse sicher auszuschlieBen. Dies kann
natlrlich fur jeden Subtyp einzeln erfolgen, aber auch ein Pool der morphologisch
unterschiedlichen Tumore wdre denkbar. Das hat den Vorteil, dass die Kosten fir die
Analyse geringgehalten werden, aber den Nachteil, dass eine Mutation mit geringer AF
durch die Anwesenheit von Tumorzellen mit einem Wildtyp herunterverdinnt wird und die
Mutation dann gegebenenfalls nicht mehr nachgewiesen werden kann [52]. Doch auch
wenn eine technisch valide Untersuchung gewahrleistet werden kann, sollte in weiteren
Studien untersucht werden, inwiefern ein Subklon mit einer Mutation, der nur einen
geringen Anteil des Gesamttumors ausmacht, eine klinische Relevanz hat. In einigen
Studien wurde deren Bedeutung bereits untersucht und es ist immer noch unklar, ob auch
kleine Subpopulationen mit einer klinisch relevanten Mutation eine Bedeutung flr die
anschlieBende Behandlung haben [55-57]. Es konnte beispielsweise gezeigt werden, dass
auch Patienten mit einer KRAS-Mutation mit geringer AF unter Umstdanden auf eine Anti-
EGFR-Therapie ansprechen [13, 58-59].

Nicht nur die Fragestellung, ob Mutationen mit einer geringen AF im Verhéltnis zum
Tumorzellgehalt der untersuchten Probe eine klinische Relevanz haben, sondern auch ob
seltene Mutationen eine klinische Bedeutung haben, ist teilweise immer noch
unbeantwortet. So haben wir in der dritten Studie untersucht, ob seltene Mutationen im
EGFR-Gen flur Patienten mit NSCLC eine therapeutische Bedeutung haben [60]. Wir
konnten nachweisen, dass Patienten mit Doppel-Mutationen, bestehend aus einer seltenen
und einer aktivierenden EGFR-Mutation auf die Therapie mit First- oder Second-Generation
TKI ansprechen. Dieses Ergebnis deckt sich auch gréBtenteils mit anderen Studien [61-
65]. Lediglich eine Studie zeigte hier divergierende Ergebnisse [66]. Insgesamt haben aber
auch in dieser Studie die Patienten auf die Therapie mit TKI angesprochen, wiesen jedoch
eine schlechtere Uberlebensrate auf, als Patienten mit nur einer einzelnen aktivierenden
EGFR-Mutation. Bei den einzelnen seltenen Mutationen hat in unserem Probenkollektiv nur
ein Patient auf die TKI-Therapie angesprochen. Bei diesem Patienten wurde die Mutation
p.G874D nachgewiesen. Diese wurde bisher noch in keiner anderen Studie beschrieben.
Schlussfolgerungen ob es sich bei dieser Mutation, um eine aktivierende EGFR-Mutation
handelt, kdnnen daher nicht gezogen werden. Die Ergebnisse unserer Studie und die
Ergebnisse unserer umfassenden Literaturrecherche, die wir im Rahmen diese Studie
durchgefihrt haben, bestatigen, dass nur sehr wenige Patienten mit seltenen EGFR-
Mutationen auf eine Behandlung mit First- oder Second-Generation TKI ansprechen. Die

neue Third Generation der EGFR-TKI und Kombinationen aus mehreren EGFR-TKIs kénnten
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aber eine Alternative fur Patienten mit diesen Mutationen darstellen [45]. Der klinische
Verlauf sollte daher besonders flir seltene EGFR-Mutationen bei entsprechender
Behandlung freizuganglich fir alle dokumentiert werden. Leider gibt es bislang keine
zentrale Datenbank, in der diese Informationen strukturiert hinterlegt werden kénnen, so
dass Informationen Uber den klinischen Verlauf von Patienten mit seltenen EGFR-
Mutationen nur Uber eine aufwandige Recherche in zahlreichen 6ffentlichen Datenbanken
gewonnen werden konnen. Wir haben fiir die Literaturrecherche drei verschiedene
Datenbanken genutzt: CIVIC (Clinical Interpretations of Variants In Cancer), DoCM
(Database of Curated Mutations) und COSMIC (Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer).
Dabei enthielt die COSMIC-Datenbank die meisten Eintrage, allerdings wird hier lediglich
erwahnt, ob der Patient mit der entsprechenden Mutation mit TKI behandelt wurde und ein
Link fihrt zu der entsprechenden Publikation. In der CIVIC-Datenbank erhélt man dagegen
eine kurze Zusammenfassung zur klinischen Relevanz der Mutation, auf Grundlage von
unterschiedlichen Studien. Leider enthalt diese Datenbank aber noch sehr wenige Eintrage.
Vorteil ist jedoch, dass jeder in der CIVIC-Datenbank publizieren kann und diese somit
schnell wachsen kénnte, wenn diese mehr genutzt wiirde. Die DoCM-Datenbank enthielt
die wenigsten Daten und wurde seit 2013 nicht mehr aktualisiert. Insgesamt ist es sehr
wichtig, dass eine zentrale Datenbank alle klinisch relevanten Daten fir alle méglichen
Mutationen, die flir die personalisierte, onkologische Medizin von Bedeutung sind,
aufbereitetet darstellt. Die Recherche der klinischen Relevanz von seltenen Mutationen ist

momentan noch sehr zeitaufwandig und meist nur wenig zufriedenstellend.

Zusammengefasst konnte in der vorliegenden Arbeit nachgewiesenen werden, dass Proben
mit viel Mucin oder viel Nekrose valide Ergebnisse in der Mutationsanalyse liefern und diese
Areale nicht im Rahmen der molekularpathologischen Routinediagnostik gemieden werden
muissen. Des Weiteren konnten wir nachweisen, dass eine intratumorale genetische
Heterogenitat nicht im Zusammenhang mit einer morphologischen Heterogenitat bei CRC
steht, aber durchaus zwei morphologisch unterschiedliche Areale in einem Tumor zwei
unterschiedliche Genprofile aufweisen kénnen und daher unabhangig voneinander
untersucht werden sollten, um falsch negative Ergebnisse sicher ausschlieBen zu kénnen.
Auch konnten wir nachweisen, dass Patienten mit einer seltenen EGFR-Mutation in
Kombination mit einer aktivierenden EGFR-Mutation von der Behandlung mit EGFR-TKI
profitieren und das einzelne seltene EGFR-Mutation nur bedingt auf TKI der First-
Generation ansprechen. Die klinische Relevanz der meisten seltenen EGFR-Mutationen ist
nach wie vor unklar und jede mdgliche Behandlung dieser Patienten sollte bestenfalls

zentral dokumentiert werden, um die Daten allen Klinikern zur Verfligung zu stellen.
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Anlage: EGFR-Fragebogen

Fragenbogen zur Ermittlung der therapeutischen und klinischen Relevanz von
seltenen Mutationen im EGFR-Gen

Patient/in: geboren am:

Mutation:

Status Rauchverhalten:

o Nichtraucher
o0 Gelegenheitsraucher ggf. Angabe: Anzahl Zigaretten / Woche

o Raucher ggf. Angabe: Anzahl Zigaretten / Tag

o Exraucher ggf. Angabe: Anzahl Zigaretten / Tag

Behandlung mit EGFR TKIs:

Der Patient / die Patientin wurde auf Grundlage der o.g. Mutation behandelt mit:
o Erlotinib o Gefinitib o Neratinib o Afatinib

o Dacomitinib o Osimertinib o Rociletinib mi

o wurde nicht mit EGFR TKIs behandelt

Durchschnittliche Dosis EGFR TKIs:

mg/ Tag ab (Monat / Jahr) bis (Monat / Jahr)

Response:

Veranderung des Tumors auf Grundlage der radiologischen Untersuchungen ab
Behandlung:

- % + %

»,Progression free time": Monate

Patient ist bereits verstorben: o Nein oJa,in______ (Monat/ Jahr)
Uberlebenszeit des Patienten ab Behandlung: Monate

Einschatzung Response-Verhalten:

O Responder o Partial Response o Non-Responder o keine Angabe mgl.

Ggf. Erganzungen zum Therapieverlauf:

Einversténdnis Verdffentlichung der Daten (pseudoanonymisiert): 0 Ja o Nein

Datum / Unterschrift behandelter Arzt des o.g. Patienten 21
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