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Abstrakt

Einleitung

Die molekulargenetische Analyse von Tumorgewebe ist von wachsender Relevanz fir
die onkologische Forschung, Diagnostik und Therapie.

Aktivierende Mutationen des BRAF-Gens im malignen Melanom konnen zielgerichtet
therapiert werden und werden daher auch in der molekularpathologischen Routine-
Diagnostik untersucht. Zur Bestimmung des BRAF-Mutationsstatus werden aktuell vor
allem die Pyrosequenzierung sowie in grol3eren Einrichtungen auch neuere, jedoch
vergleichsweise aufwendigere parallele Sequenzierverfahren verwendet. Schnellere
und einfachere Analysemethoden konnten die Mutationsdiagnostik dezentralisieren und
einen eventuellen Therapiebeginn beschleunigen.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein solches neuartiges PCR-basiertes Verfahren zur
BRAF-Mutationsdiagnostik an Gewebeproben maligner Melanome getestet und mit der

Pyrosequenzierung verglichen.

Methodik

249 Formalin-fixierte, Paraffin-eingebettete Gewebeproben von malignen Melanomen
wurden einerseits mit einer automatischen Methode, basierend auf einer Echtzeit-PCR
mittels Amplification-refractory-mutation-system-(ARMS)-Primern, (ldylla, Biocartis),
andererseits mittels Pyrosequenzierung (therascreen BRAF Pyro Kit, Qiagen)
analysiert.

Die Ergebnisse der Mutationsanalysen beider Methoden wurden miteinander verglichen
und zu klinisch-pathologischen Parametern in Beziehung gesetzt. Abweichende
Ergebnisse wurden zusatzlich mit Panel-basierter Sequenzierung (lon Torrent, Life

Technologies) untersucht.

Ergebnisse

236 Proben lieferten mit beiden Methoden technisch valide Ergebnisse, davon zeigten
231 Proben (97,9%) ein Ubereinstimmendes Ergebnis. In den dbrigen funf Fallen
detektierte die Idylla-Methode eine Mutation, wéhrend die Pyrosequenzierung einen
Wildtyp zeigte. Die Reanalyse dieser Proben mittels Panel-Sequenzierung bestatigte in
drei Féallen das mutationspositive Ergebnis der Idylla-Analyse. Im vierten Fall konnte die

von ldylla detektierte Mutation auf ein Fixierungsartefakt zurickgefuhrt werden, im



funften Fall zeigten sich nach Uberpriufung und Korrektur eines initial fehlerhaft
ausgewahlten Gewebeareals keine abweichenden Ergebnisse mehr.

Insgesamt zeigten 43,8% der Tumoren eine der untersuchten BRAF V600-Mutationen.
Hierbei wiesen juingere Patienten (<59 Jahre) mit 52,7% zu einem signifikant hdheren
Anteil BRAF-Mutationen auf als &ltere Patienten (= 60 Jahre) (37,4%). Der Anteil an
BRAF-Mutationen vom Typ V600E lag bei insgesamt 84,7% und nahm mit steigendem
Alter ab.

Diskussion

Die ldylla-Methode funktionierte zuverlassig, zeigte eine hohere Sensitivitdt als die
Pyrosequenzierung und lie3 sich einfach und schnell durchfiihren. Allerdings wird die
Mutationsfrequenz innerhalb eines Tumors nicht ermittelt. Dies ist zurzeit zwar ohne
klinische Konsequenz, kdnnte in Zukunft jedoch eine Einschréankung bedeuten, sofern
sich in klinischen Studien unterschiedliche Ansprechraten in Abhangigkeit von der
Mutationsfrequenz zeigen.

Trotz der steigenden Verbreitung von parallelen Sequenzierungstechniken bleibt der
Vorteil des Idylla-Verfahrens der im Vergleich deutlich geringere Zeit- und

Arbeitsaufwand, wodurch sich der Einsatz auch fir kleinere Laboreinrichtungen eignet.

Fazit

Die Idylla-Methode ist eine im Vergleich zur Pyrosequenzierung sensitivere, schnellere
und einfacher durchzufihrende Mdoglichkeit zur Detektion aktivierender BRAF V600-
Mutationen und damit fur den Routineeinsatz auch aul3erhalb von Speziallaboren

geeignet.



Abstract

Background

Molecular pathological analyses of tumor tissue are of increasing relevance to
oncological research, diagnostics and therapy. Activating BRAF V600 mutations in
malignant melanoma can be targeted therapeutically and are therefore examined in
routine molecular pathology. At present, BRAF mutation status is predominantly
determined through pyrosequencing, whereas larger labs also apply novel, but more
costly parallel sequencing methods. Faster and easier methods to determine mutations
could enable also smaller labs to perform testing and expedite the beginning of a
potential treatment.

Here, we test a novel PCR-based method for BRAF mutation analysis with malignant

melanoma tissue samples and compare it to pyrosequencing.

Methods

249 formalin-fixed, paraffin-embedded malignant melanoma tissue samples were
analyzed by an automated method that relies on amplification-refractory-mutation-
system (ARMS) primers (ldylla, Biocartis) on one hand, and by pyrosequencing
(therascreen BRAF Pyro kit, Qiagen) on the other.

Technically valid results for both methods (236 samples) were compared and correlated
with clinicopathological parameters. Discordant results were further analyzed with next-

generation panel-sequencing (lon Torrent, Life Technologies).

Results

Agreement between Idylla and pyrosequencing was reached in 231 out of 236 samples
(97.9%). The five discrepant samples showed a BRAF mutation with Idylla and a
wildtype sequence with pyrosequencing. Reanalysis of these samples by panel-
sequencing confirmed the Idylla result in 3 cases. In the 4th case the mutation detected
by Idylla was determined to be a fixation artifact. For the 5th case a review of the
selected tissue region prompted a reanalysis yielding a concordant result.

In total, 43.9% of tumors showed BRAF V600 mutations. Younger patients (<59 years)
had a significantly higher proportion of BRAF mutations than older patients (=60 years)
(52.7% vs. 37.4%).

The overall proportion of V600E mutations was 84.7% and decreased with older age.



Discussion

The Idylla method worked reliably and fast and was more sensitive in detecting BRAF
V600 mutations than pyrosequencing. However, Idylla does not provide mutation
frequencies. While this has no immediate clinical consequences, it may be a limitation in
the future, in case clinical studies show different response rates depending on mutation
frequency.

Despite the increasing use of parallel sequencing methods, the advantage of Idylla is its

ease-of-use, speed and the suitability even for smaller labs.

Conclusion
Compared to pyrosequencing the PCR-based Idylla method is a more sensitive, faster
and easier approach to detect activating BRAF V600 mutations in FFPE-tissue samples

and is therefore suitable for routine use also beyond specialized laboratories.



1. Einleitung

1.1. Sequenzierung von Tumorzellen

Die Verbesserung der Therapie von Krebserkrankungen ist eine wichtige Aufgabe der
aktuellen biomedizinischen Forschung.

Dabei genigt, sobald Zellen eines soliden Tumors Anschluss an das Lymph- oder
Blutsystem gefunden haben, die operative Entfernung des Tumors oft nicht mehr aus,
um alle Tumorzellen aus dem Korper zu eliminieren, und eine Heilung wird
unwahrscheinlicher.

In der Regel wird dann eine systemische Therapie mit Medikamenten durchgefihrt, die
maoglichst selektiv die verbliebenen Tumorzellen schadigen sollen. Die ,Selektivitat® der
klassischen Zytostatika ist jedoch auf die Beeinflussung aller schnell proliferierenden
Zellen ausgelegt, woraus auch entsprechende unerwiinschte Wirkungen auf gesunde
Zellen resultieren.

Um die Selektivitdt der Therapien zu erhéhen, d.h. alle Tumorzellen zu eliminieren,
ohne gesunde Zellen zu schadigen, méchte man sich molekulare Veranderungen der
Tumorzellen zunutze machen. Dabei wird in Krebszellen die Regulation des
Zellwachstums durch verschiedene Mutationen in Richtung Proliferation (Onkogene)
und/oder Apoptosehemmung (Tumorsuppressorgene) beeinflusst. Diese mutierten
Gene bzw. ihre Genprodukte bieten Angriffspunkte fiir sogenannte zielgerichtete
Therapien (engl.: targeted therapies), die in den letzten Jahren begonnen haben, die
Krebstherapie zu verandern, und in die groRe Hoffnung gesetzt wird *. Sie kénnen das
Therapieansprechen deutlich erhéhen und in Einzelfallen die Prognose bereits deutlich
verbessern, wie zum Beispiel der BCR-ABL-Proteinkinase-Inhibitor Imatinib bei der
Therapie der Philadelphia-Chromosom-positiven Chronischen Myeloischen Leukamie 3.
Genauso kann von der Gabe bestimmter Medikamente abgesehen werden, wenn die
jeweiligen Zielstrukturen nicht in den Zellen vorhanden sind, wodurch unnétige
Nebenwirkungen umgangen werden kénnen. Die Pradiktion eines Therapieerfolgs kann
insgesamt verbessert werden, je genauer man den individuellen Tumor molekular
charakterisieren kann und je besser man die entsprechenden Mechanismen der

Pathogenese versteht.



Im Rahmen von Biopsien oder Operationen entnommenes Tumorgewebe fir jeden
Patienten individuell auf klinisch relevante Mutationen zu untersuchen, ist daher bereits
bei mehreren Krebsarten zu einem Routine-Vorgehen der pathologischen
Krebsdiagnostik geworden. Damit einhergehend gewinnen die Verbesserung der
Kosten- und Zeiteffektivitat dieser Untersuchungen an Bedeutung.

In dieser Arbeit sollen daher ein neues Verfahren (ldylla™ BRAF mutation test
(Biocartis, Mechelen, Belgien), siehe Abschnitt 1.3.4) und eine aktuelle Routine-
Methode (Pyrosequenzierung, siehe Abschnitt 1.3.2) zur genetischen Untersuchung

von Tumorgewebe miteinander verglichen werden.

Der MAPK-Signalweg

In Tumorzellen haufig mutiert (und damit als potentielle Angriffspunkte spezifischer
Therapeutika geeignet) sind Gene, die fir Komponenten von intrazelluléaren
Wachstums-regulierenden  Signalkaskaden (engl. pathways) kodieren. Diese
Signalwege induzieren, beginnend mit der Aktivierung eines Rezeptors (zum Beispiel
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen) und im Folgenden weiterer intrazellularer Proteine (zum
Beispiel weitere Kinasen) die Transkription von Genen, deren Produkte verschiedene

Prozesse wie Zelldifferenzierung und -wachstum steuern “.

Ein wichtiges Beispiel hierfir ist der mitogen-activated protein kinase (MAPK) bzw.
extracellular signal-regulated kinase (ERK) pathway (siehe Abbildung 1). Hier fUhrt die
Bindung von Botenstoffen, die die Zellteilung stimulieren (zum Beispiel des
Wachstumsfaktors epidermal growth factor (EGF)), an verschiedenen Rezeptoren (zum
Beispiel dem epidermal growth factor receptor (EGFR)) zunachst zur
Autophosphorylierung dieses Rezeptors durch seine Tyrosin-Kinase-Aktivitat. Durch
Konformationsanderungen assoziierter Proteine wird ein Guanosindiphosphat (GDP)-
Molekil an einer kleinen Guanosintriphosphat (GTP)-ase der Ras-Familie (KRAS,
HRAS oder NRAS; Ras fiur rat sarcoma) gegen ein GTP-Molekil ausgetauscht,
wodurch Ras aktiviert wird °. Das aktivierte Ras kann nun wiederum weitere Kinasen
aktivieren. Nacheinander sind dies die Raf-Kinasen (A-Raf, B-Raf oder C-Raf; Raf fiur
rapidly accelerated fibrosarcoma oder rat fibrosarcoma) als MAPK-Kinase-Kinase
(MAP3K), die mitogen-activated protein kinase kinase (MEK) als MAPK-Kinase
(MAP2K) und letztlich die MAPK/ERK °. Phosphoryliertes ERK transloziert in den
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Zellkern und fuhrt dort Uber die Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren und
anderen Regulator-Proteinen zur Zellproliferation °.

Mutationen in den Genen aller beteiligten Proteine konnen zur Uberaktivierung dieser
Signalkaskade und damit zu unkontrollierter, tGbermafiger Zellteilung fihren. Beispiele
hierfir sind EGFR-Mutationen im Bronchialkarzinom, Her2-Uberexpression im Mamma-

und Magenkarzinom sowie BRAF-Mutationen im malignen Melanom .

Rezeptor

B-Raf

MEK

Abbildung 1 MAPK/ERK-pathway. Aus der Rezeptor-Aktivierung resultiert die Aktivierung von Proteinen der Ras-
Familie. Diese wiederum aktivieren Proteinkinasen der Raf-Familie, im Beispiel B-Raf, welches die Kinase MEK
phosphoryliert, die, dadurch aktiviert, ihrerseits die Kinase ERK phosphoryliert. Aktivierte ERK induziert verschiedene
Mechanismen fir Zellwachstum und —proliferation.

1.2. Das maligne Melanom

Das maligne Melanom, der sogenannte schwarze Hautkrebs, geht aus Melaninpigment-
produzierenden Zellen (Melanozyten) hervor. Diese finden sich in der basalen Schicht
der Epidermis sowie in Auge, Ohr und den Schleimhauten des Magen-Darm- und

10,11

Urogenitaltrakts . Prinzipiell kbnnen primare Melanome an all diesen Lokalitdten
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auftreten, allerdings gehen etwa 95% Prozent der Melanome von den Melanozyten der
Haut aus *2 - daher wird hier, wenn nicht anders erwahnt vornehmlich auf das Melanom
der Haut eingegangen. Da UV-Strahlung ein potenter Induktor von DNA-Schaden ist, ist
die Sonnenlicht-exponierte Haut besonders gefahrdet fir Mutationen 3. Das von den
Melanozyten produzierte Melanin stellt hiergegen einen mdglichen Schutzmechanismus
dar. Es wird in der Haut von Keratinozyten aufgenommen und oberhalb ihres Zellkerns
eingelagert. Dabei kann man verschiedene Melanintypen unterscheiden, die die
Hautfarbe sowie die Vulnerabilitdt gegeniber UV-induzierten Hautschaden und damit
das Entartungsrisiko der Zellen beeinflussen: dunkelh&utige Individuen weisen eine
starke Produktion des braunlich-schwarzen Eumelanins auf, das gelb-rétliche
Phaomelanin liegt dagegen einer roten Haarfarbe sowie Sommersprossen zugrunde.
Insgesamt sinkt mit zunehmend heller werdender Hautfarbe die Melaninproduktion der
Melanozyten (nicht die Melanozytenzahl) und das Risiko fir eine maligne Entartung von

Hautzellen steigt an **.

Maligne entartete Melanozyten bzw. daraus resultierende Melanome metastasieren
bereits bei geringer Tumorgréf3e und weisen dann eine aul3erst schlechte Prognose auf
(siehe dazu Abschnitt 1.2.3). Das maligne Melanom ist dabei fir 90% der Todesféalle

durch Hauttumoren verantwortlich *°.

1.2.1. Risikofaktoren und Epidemiologie

Fur die Entstehung von Melanomen sind sowohl Umwelt- als auch genetische
Risikofaktoren bekannt. Wie bereits beschrieben scheint zum einen die UV-Strahlung
der Sonne eine Rolle bei der malignen Transformation von Melanozyten zu spielen.
Dafur spricht, dass parallel zur Veranderung des Lebens- und Freizeitverhaltens sowie
des vorherrschenden Schonheitsideals (in Richtung ausgiebiger Sonnenbéder im
Urlaub oder Sonnenstudio mit moglichst wenig bedeckter Haut und ganzjahriger
Ganzkdorperbraune) die Inzidenzzahlen des malignen Melanoms vor allem unter der
weiRen Weltbevélkerung in den letzten fiinf Dekaden deutlich angestiegen sind ',
Eine hohe UV-Exposition (vor allem in Kindheit und Jugend, die Datenlage ist hierzu

jedoch teilweise nicht eindeutig ***°

) gilt als erwiesener Risikofaktor fur die Entwicklung
eines malignen Melanoms, auch wenn noch andere Entstehungsmechanismen
vorhanden sein miissen 2%?!, Dabei scheint vor allem intermittierende starke
Sonneneinstrahlung (vor allem Sonnenbrande auf ungebréunter Haut) die Entstehung

12



zu begunstigen, wahrend kontinuierliche Sonneneinstrahlung (berufliche Exposition, d.
h. Arbeit im Freien) eher mit einer geringeren Melanominzidenz assoziiert ist *°22.

Insgesamt stellen somit als genetische Einflussfaktoren ein heller Hauttyp und eine
Neigung zu Sonnenbré&nden ein besonderes Risiko dar, vor allem aber sind auch
multiple gewdhnliche melanozytare Navi (Navus = Muttermal), dysplastische (atypische)
Navi und Melanome in der eigenen oder familiaren Vorgeschichte wichtige erwiesene

Risikofaktoren 2%23,

Aktuell zeigen die Krebsregisterdaten des Robert-Koch-Instituts fir Deutschland fur das
Jahr 2010 eine rohe Inzidenzrate von 24,0 bei Mannern bzw. 23,1 pro 100.000
Einwohner bei Frauen sowie eine nach Europastandard standardisierte Inzidenzrate
von 18,2 bei Mannern bzw. 17,9 pro 100.000 Einwohner bei Frauen. Das mittlere
Erkrankungsalter liegt fir Frauen bei 58, fiir Manner bei 66 Jahren *.

Weltweit wird die standardisierte Inzidenz mit 3,3 fur Manner bzw. 2,8 pro 100.000

Einwohner fiir Frauen angegeben 2°.

Insgesamt zeigte sich eine Entwicklung von einer einst seltenen Tumorentitdt zur
funfthaufigsten Krebserkrankung in Deutschland (ca. 4% von allen Krebs-
neuerkrankungen in Deutschland 2010, ohne nicht-melanotischen Hautkrebs), was die
groRe klinische Relevanz dieser Erkrankung und ihrer Therapie deutlich macht *. Unter
den 20- bis 30-jahrigen Frauen stellt sie sogar die haufigste, unter den jungen Mannern
die zweithaufigste Krebserkrankung dar %°.

Bei immer wieder geflhrten Diskussionen Uber das Vorliegen einer “Melanom-
Epidemie” ist jedoch stets der generelle Anstieg von Krebserkrankungen im Rahmen
der steigenden Lebenserwartung sowie die hodhere Detektionsrate durch bessere
diagnostische Methoden, systematische Friherkennungsuntersuchungen (seit 2008 in
Deutschland) und ein steigendes Bewusstsein in der Bevélkerung zu bedenken *"%’. So
zeigt sich auch bereits vielfach eine Stabilisierung oder sogar ein Ruckgang der

Inzidenzen als wahrscheinlicher Erfolg dieser PraventionsmaRnahmen %2728,

Im Gegensatz dazu ist die Mortalitat des malignen Melanoms in den vergangenen
Jahren nur geringfiigig angestiegen, was insgesamt eine Verbesserung des Uberlebens

darstellt und ebenfalls auf die verbesserte Friherkennung zuriickzufiihren sein kann, da

13



der Anteil der sehr frih detektierten Félle (Tumorstadium T1) seit 2008 (Einfihrung des
Friiherkennungsprogramms) kontinuierlich auf tiber 50% angestiegen ist 2,

Die Krebsregisterdaten des Robert-Koch-Instituts zeigen fur das Jahr 2010 eine rohe
Mortalitatsrate von 3,9 fur Manner bzw. 2,7 pro 100.000 Einwohner fir Frauen sowie
eine standardisierte Mortalitatsrate von 2,8 bei Mannern bzw. 1,6 pro 100.000
Einwohner bei Frauen %,

Weltweit liegt die standardisierte Mortalitat bei 0,9 fur Manner bzw. 0,6 pro 100.000

Einwohner fir Frauen 2.

1.2.2. Diagnostik und histopathologische Merkmale

In der Diagnostik des malignen Melanoms stellt die dermatologische Untersuchung
verdachtiger Hautl&asionen meist den ersten Schritt dar.

Bei der klinischen Differenzierung zwischen Melanom und gutartigem melanozytarem
Navus spielt die Erfahrung des Dermatologen die wichtigste Rolle. Hilfsmittel sind z.B.
die ABCDE-Regel (Merkmale verdachtiger Hautlasionen, die besonderen Verdacht auf
das Vorliegen eines Melanoms ergeben: A - Asymmetrie, B - unregelméaflige Begren-
zung, C - vielfaltiges Colorit, D - Durchmesser >0,5cm, E - Erhabenheit), sowie das
Dermatoskop (Auflichtmikroskopie).

Die Sicherung der Diagnose erfolgt nach chirurgischer Exzision ausschlief3lich durch die
histopathologische Begutachtung.

Bei Bestatigung der Verdachtsdiagnose werden hierbei die Tumordicke (modifiziert
nach Breslow %°) und das Tumorlevel nach Clark bestimmt. Die Tumordicke wird in
Millimetern ausgehend vom Stratum granulosum der Epidermis angegeben (in vier
Bereichen von <1 bis >4 mm) das Clark-Level nach Eindringen von Tumorzellen in die

verschiedenen Hautschichten 2%,

Melanome kdnnen sowohl aus gesunder Haut als auch aus verschiedenen Navi, vor
allem kongenitalen und dysplastischen Navi, hervorgehen. Dabei verlauft das
Wachstum meist zunachst horizontal intraepidermal im Sinne eines Melanoma in situ
und erst spater vertikal mit Durchbruch der Basalmembran sowie Gefahr der
Metastasierung. Ein zweites Wachstumsmuster stellt das primér koriale von unter der

Epidermis liegenden Melanozyten dar 3*.
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Morphologisch werden vier haufige Melanomtypen (Superfiziell spreitendes Melanom,
Nodulares Melanom, Lentigo-Maligna-Melanom, Akrolentigindses Melanom) und einige
weitere seltene Melanomtypen unterschieden. Sie alle zeichnen sich durch eine nicht
nur makro- sondern auch mikroskopische Heterogenitat, ein asymmetrisches
Wachstum sowie zytologische Atypien aus. Unterschiede bestehen in der Konfiguration
der atypischen Melanozyten (z.B. spindelzellig, polygonal, epitheloid, pagetoid), einer
Nesterbildung, dem Ausmald eines lymphohistiozytdren Begleitinfiltrats, dem Zustand
der umgebenden Epidermis, Vaskularisierungen, Ulzerationen u. A. 3!,

Lymphknoten- und andere Metastasen stellen sich ebenfalls vielgestaltig in Bezug auf
die Melanozytenkonfiguration, die Nesterbildung u. A. dar, eindriicklichstes Erkennungs-
merkmal ist die Pigmentierung der Tumorzellen. Da sie in vielen Fallen fehlt, werden im
Zweifel immunhistologische Farbungen zur Diagnosesicherung durchgefihrt, wobei z.B.
S-100, HMB-45 und Melan-A dargestellt werden %,

1.2.3. Stadieneinteilung und Prognose

Nach histologischer Sicherung eines primaren Melanoms der Haut erfolgt die Stadien-
einteilung nach der TNM-Klassifikation sowie in Anlehnung daran nach der Klassifika-
tion des American Joint Committee for Cancer (AJCC) von 2009 (Stadien I — V) *.
Diese erfordern die Integration der Tumordicke, des Vorhandenseins von Ulzerationen,
der Mitoserate und des Vorhandenseins von regionaren Metastasen (Satelliten-/In-
Transit- und regiondre Lymphknotenmetastasen) sowie Fernmetastasen und deren
Lokalisation. Bei Vorhandensein von Fernmetastasen wird aul3erdem die Blutserum-
Konzentration der Laktatdehydrogenase zur Klassifikation herangezogen. Die
histologischen Parameter sind vom Pathologen zu erfassen (Tumordicke, Ulzerationen,
Mitoserate, Residualtumor (R)).

Abhangig vom TNM- bzw. AJCC-Stadium variiert die Prognose des malignen Melanoms
stark. Vor allem die Tumordicke hat einen prognostischen Einfluss. Wahrend das 5-
Jahres-Uberleben im Stadium IA > 95% betragt, nimmt es auf etwa 60% im Stadium
IB und nur noch etwa 10-30% im Stadium IV (je nach der Lokalisation der
Fernmetastasen) ab. Damit betragt die durchschnittliche Uberlebenszeit im Stadium IV
8 Monate (+ 2 Monate) 3. Dies zeigt deutlich die unterschiedlich gute Behandelbarkeit
in frthen und spaten Krankheitsstadien und damit die Wichtigkeit einer frihen
Detektion.
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Des Weiteren sind weibliches Geschlecht, jlingeres Lebensalter und eine

Tumorlokalisation an den Extremitaten mit einer giinstigeren Prognose verbunden **.

1.2.4. Therapie

Die operative Entfernung des Primartumors ohne Residualtumor (gegebenenfalls auch
mehrzeitig) steht vor allem in den frihen Stadien therapeutisch an erster Stelle und
stellt die einzige kurative Therapiemdglichkeit dar ?°. Aber auch Metastasen kénnen bei
RO-Resektabilitat oder zur Symptomkontrolle operativ versorgt werden. Bei nicht oder
nicht vollstandig gegebener Operabilitdit (R1 oder 2) aufgrund der anatomischen
Verhaltnisse bzw. zur Anschlusstherapie nach Operation kdnnen gemald der S3-
Leitlinien lokale Therapien zum Einsatz kommen %.

Ab Stadium IIA kann eine adjuvante Therapie mit Interferon alpha (IFN-a) in Erwagung
gezogen werden, hier liegt allerdings kein Konsens flr ein genaues Therapieschema
vor ?°. Ab Stadium IV bzw. nicht operablem Stadium Il wird eine systemische
medikamentdse Therapie durchgefihrt, meist im Rahmen von Studien. Je nach der
Positivitat fur spezifische zellulare Zielstrukturen (zum Beispiel BRAF, siehe Abschnitt
1.2.5), der Tumorlast, der Progressionsrate und dem individuellen Patientenwillen
stehen gemalR aktueller Leitlinie spezifische Kinase-Inhibitoren (zum Beispiel
Vemurafenib, siehe Abschnitt 1.2.5), die Immunaugmentation mit dem monoklonalen
Immunglobulin G1-Antikorper Ipilimumab und verschiedene Mono-und
Polychemotherapie-Schemata (mit Dacarbazin als etabliertester Substanz, wenn auch
keine Uberlegene Wirksamkeit in einer randomisierten kontrollierten Studie

nachgewiesen wurde 3°) zur Auswahl 2%

Kirzlich zugelassen wurden die
programmed death 1 (PD-1)-Rezeptor-Antikérper Nivolumab und Pembrolizumab, die
allein bzw. in Kombination mit Ipilimumab Vorteile gegenuber der Monotherapie mit
Ipilimumab zeigten **%7. Weiterentwicklungen in der klinischen Praxis sind hier zu
erwarten, wobei die klassischen Chemotherapeutika in Zukunft an Bedeutung verlieren

konnten 38,

1.2.5. BRAF-Mutationen

Fur die molekularpathologische Melanom-Diagnostik und zielgerichtete Therapie ist
zurzeit in erster Linie die BRAF V600-Mutation relevant, die in ca. 45% der Melanome
nachgewiesen werden kann *°*?, Diese Mutation wird daher im Folgenden genauer

beschrieben.
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BRAF (bzw. proto-oncogene B-Raf oder v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog
B) kodiert fur die Serin/Threonin-Kinase B-Raf, ein Mitglied der Raf-Kinase-Familie, und
ist damit ein Bestandteil des MAP-Kinase-Signaltransduktionsweges (siehe Abschnitt
1.1).

Das BRAF-Gen befindet sich auf dem langen Arm von Chromosom 7 in Bande 34
(7934) (7:140,415,748 - 140,624,563) und umfasst 20 Exons. Eine COSMIC-Abfrage
am 27.09.2014 zu BRAF-Mutationen im malignen Melanom lieferte 176 Eintrage *°. Die
meisten davon sind Missense-Substitutionen im Exon 15, Codon 600. Davies et al.
fanden im Jahr 2002 BRAF-Mutationen in Zelllinien diverser Tumortypen, davon mit
59% den héchsten Anteil im malignen Melanom ’. Haufigkeiten von 40-50% wurden in
diversen Arbeiten bestatigt *°“*2. 80-90% dieser Mutationen sind Punktmutationen im
Codon 600 mit einem Basenaustausch von Thymin durch Adenin an Position 1799 und
folgender Substitution der Aminosaure Valin durch Glutaminsaure (V600E nach
International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC)). Eine Ubersicht tuber die
haufigsten BRAF-Mutationen findet sich in Tabelle 1.

Tabelle 1 Haufige Mutationen des BRAF-Gens im malignen Melanom. CDS = kodierende DNA-Sequenz, AS =

Aminosaureaustausch, Haufigkeit bezogen auf den Anteil der in den angegebenen Studien untersuchten

Melanomproben mit der jeweiligen Mutation "**444°

Bezeichnung Mutation (CDS) Mutation (AS) COSMIC-ID Haufigkeit
V600E Cc.1799T>A p.V600E COSM476 ca.80%
V600K c.1798 1799GT>AA p.V600K COSM473 ca.15%
V600R €c.1798 1799GT>AG p.V600R COSM474 <5%
V600E-complex’E2 ¢.1799 1800TG>AA p.V600E COosM475 <2%
V600D c.1799 1800TG>AT p.v600D cosmMa77 <5%
V600M c.1798G>A p.V600M COSM1130 <2%
V600G Cc.1799T>G p.V600G COSM6137 <2%

Die genannten substituierten Aminosauren befinden sich im Protein B-Raf in der
Aktivierungsschleife der Proteindomane (Conserved Region (CR)) 3, die normalerweise
durch hydrophobe Wechselwirkungen mit der P-Schleife derselben Doméane die Kinase-
Untereinheit blockiert. Durch die Mutationen werden diese Wechselwirkungen gestort

und die Kinase-Domane ist konstitutiv aktiviert 64’

. Dadurch steigt die Menge an
phosphoryliertem MEK und MAPK in der Zelle und die Zellproliferation wird Ubermafig
stimuliert. Es kommt zum Tumorwachstum (siehe Abbildung 2).
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Abbildung 2 MAPK/ERK-pathway ohne (a) und mit (b) BRAF-Mutation. a Aus der Rezeptor-Aktivierung resultiert die
Aktivierung von Proteinen der Ras-Familie. Diese wiederum aktivieren Proteinkinasen der Raf-Familie, im Beispiel B-
Raf, welches die Kinase MEK phosphoryliert, die, dadurch aktiviert, ihrerseits die Kinase ERK phosphoryliert.
Aktiviertes ERK induziert verschiedene Mechanismen fir Zellwachstum und -proliferation. b Aktivierende BRAF-
Mutationen fihren zu einer permanenten Uberaktivierung der folgenden Schritte der Signalkaskade mit daraus

resultierendem UbermafRigem Zell- bzw. in der Folge Tumorwachstum.

Nachdem die Bedeutung der BRAF-Mutationen bekannt geworden war, wurde gezielt
nach Inhibitoren der B-Raf-Kinase gesucht. Tsai et al. stellten 2008 die erste V600E-
spezifische Substanz vor: propane-1-sulfonic acid [3-(5-chloro-1H-pyrrolo[2,3-
b]pyridine-3-carbonyl)-2,4-difluoro-phenyl]-amide (PLX4720). Es bindet an die
Adenosintriphosphat (ATP)-Bindungsstelle der aktiven Form der Kinase, in der die
V600E-mutierte Variante bevorzugt vorliegt, und verringert dadurch die Menge an
phosphoryliertem ERK und damit die Zellproliferation 34°,

Das Analogon PLX4032 (Vemurafenib) wurde unter dem Namen Zelboraf (Genentech,
South San Francisco, Kalifornien, USA) von den Firmen Roche und Plexxicon (heute
Daiichi-Sankyo) weiter entwickelt und vermarktet. Die schnell folgende Phase Ill Studie
(657 Patienten mit unbehandeltem, metastasiertem Melanom mit V600E-Mutation)

zeigte im Vergleich zu Dacarbazin eine signifikant hohere Ansprechrate von 48% (95%
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Konfidenzintervall (Cl) 42-55) statt 5% (95% CI 3-9) und eine 6-Monats-
Gesamtiiberlebensrate von 84% (95% Cl 78 - 89) statt 64% (95% Cl 56-73) *°, die
weitere Auswertung ein signifikant erhdhtes medianes Gesamtliberleben von 13,6
Monaten (95% CI 12,0-15,2) statt 9,7 Monaten (95% CI 7,9-12,8) (hazard ratio (HR)
=0,7, 95% CI=0,57-0,97, p=0,0008) °*.

Somit wurde Vemurafenib bereits 2011 von der Food and Drug Administration (FDA) fur
die Behandlung des metastasierten malignen Melanoms mit gesicherter BRAF V600-
Mutation zugelassen. 2013 folgte Dabrafenib (GSK2118436) als weiterer BRAF-
Inhibitor mit ahnlich guten Studienergebnissen °2.

Haufige unerwinschte Arzneimittelwirkungen der beiden Substanzen sind vor allem
Gelenkschmerzen, Fieber, Miudigkeit, Lichtempfindlichkeit und Hautausschlage;
besonders zu erwéhnen ist aber die Ausbildung anderer bésartiger Neubildungen der
Haut, vor allem Plattenepithelkarzinomen und Keratoakanthomen, in 19
(Plattenepithelkarzinom) bzw. 10% (Keratoakanthom) der Patienten unter Vemurafenib-
und 17% (Plattenepithelkarzinom und Keratoakanthom) unter Dabrafenib-Therapie >3,
Dies kdnnte auf eine konsekutive C-Raf- und damit paradoxe MAPK-W eg-Aktivierung
zuruckzufuhren sein, die damit gleichzeitig auch eine mdgliche Erklarung fur eine im
Schnitt nach 6-7 Monaten auftretende Resistenzentwicklung (d. h. Tumorprogression)

der Tumoren gegen BRAF-Inhibitoren bietet *°.

Die Therapie mit einem BRAF-Inhibitor ermoéglicht also keine Heilung, die
Studienergebnisse zeigen jedoch eine Steigerung der medianen Gesamtiberlebenszeit
um ca. 4 Monate. Daher ist die molekulargenetische Untersuchung des BRAF-
Mutationsstatus zu einer RoutinemalRnahme bei der pathologischen Untersuchung von

metastasierten Melanomen geworden.

1.3. Funktionsweise der Mutationsanalysen

Zur gezielten genetischen Untersuchung von Tumorgewebe auf therapierelevante
Mutationen wie die BRAF-Mutation im Malignen Melanom bestimmt man die
Basenabfolge der DNA der Tumorzellen (Sequenzierung) oder weist gesuchte
Sequenzen gezielt nach. Im Folgenden sollen nun die Grundprinzipien der genetischen
Untersuchungsmethoden erlautert werden, die zum Verstandnis der in dieser Arbeit

verwendeten Methoden notwendig sind.
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1.3.1. Sanger-Sequenzierung

Die erste routineméfRig angewandte und in den letzten 25 Jahren wichtigste
Sequenzierungsmethode ist die Kettenabbruchmethode nach Frederick Sanger °*. Sie
wurde 1977 von Sanger, Nicklen und Coulson vorgestellt und stellt einen Meilenstein
der biomedizinischen Forschung und Praxis dar *°.

DNA wird hierbei durch eine DNA-Polymerase repliziert, wobei im Reaktionsansatz
auch Didesoxyribonukleosidtriphosphate (ddNTPs) vorhanden sind, welche bei Einbau
die weitere Kettensynthese verhindern. Es entstehen verschieden lange DNA-
Fragmente, die durch friher radioaktive, heute vor allem Fluoreszenz-Markierung der
Nukleotide sichtbar gemacht werden kénnen. Ordnet man die Bruchstiicke mittels
Elektrophorese nach ihrer Lange, kann man anhand der jeweils letzten eingebauten
Base auf die komplementare Basensequenz zuriick schlie3en.

Um die vier Nukleotide zu unterscheiden muissen entweder vier Ansatze mit jeweils nur
einem ddNTP oder vier verschiedene Markierungen verwendet werden, wie es bei der

Fluoreszenz-Markierung moglich ist.

1.3.2. Pyrosequenzierung

Die Methode der Pyrosequenzierung wurde 1996 von Ronaghi et al. vorgestellt und
erma@glicht im Vergleich zur Sanger-Sequenzierung bereits einen hoheren Durchsatz an
Proben sowie eine Zeit- und Aufwandsersparnis >*°%,

Die zu untersuchende DNA wird ebenfalls von einer DNA-Polymerase repliziert, jedoch
wird der Einbau jeder einzelnen Base in Echtzeit Uber ein Enzymsystem in ein
Lichtsignal umgesetzt, das von einem Detektor gemessen werden kann.

Dazu wird ausgenutzt, dass bei der Verbindung der Nukleotide durch die DNA-
Polymerase Pyrophosphat entsteht. Dieses wird hier vom Enzym ATP-Sulfurylase zur
ATP-Synthese genutzt, welches wiederum bei der Konversion von Luciferin zu
Oxyluciferin  durch die Luciferase unter Lichtemission gespalten wird. Die
Differenzierung der verschiedenen Basen erfolgt Uber die Zugabe immer nur eines der
vier Nukleotide und die vor jeder neuen Zugabe erfolgende Eliminierung der zuvor
zugegebenen Nukleotide.

Passt das aktuell zugegebene Nukleotid zur als nachstes zu replizierenden Base der
DNA-Matrize, wird Licht emittiert. Bei homopolymeren DNA-Abschnitten erhalt man ein
entsprechend stérkeres Signal. Aul3erdem wird die Peakhthe durch das Verhaltnis
mutierter und nicht mutierter DNA-Kopien beeinflusst und erlaubt somit einen Schluss
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auf den Anteil der mutierten Gene in der Probe (im Folgenden Mutationshéaufigkeit (v)

genannt).

1.3.3. Quantitative Echtzeit-PCR

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine molekularbiologische Methode zur
Vervielfaltigung spezifischer DNA-Abschnitte *°. Dabei wird doppelstrangige DNA bei
ca. 96°C in Einzelstrange gespalten, bei ca. 68°C werden kurze Nukleotidsequenzen,
die komplementéar zu bekannten Sequenzen auf der zu vervielfaltigenden DNA sind
(sogenannte Primer), angelagert. An diesen Primern beginnend synthetisiert eine
thermostabile DNA-Polymerase (Taq, da urspringlich aus dem Bakterium Thermus
aguaticus gewonnen) bei ca. 72°C einen zweiten DNA-Strang an jeden der beiden alten
Strange. Dieser Vorgang wird in einem speziellen Gerat (Thermozykler) automatisch
etwa 30-mal wiederholt, dabei verdoppelt sich in jedem Zyklus die DNA-Menge. Der

vervielfaltigte Abschnitt kann durch gezielte Auswahl der Primer bestimmt werden.

Die quantitative Echtzeit- (engl. real time) PCR (gPCR) ermdglicht zuséatzlich zu einer
qualitativen DNA-Analyse auch eine quantitative ®°. Wahrend der PCR wird Uber
Fluoreszenzfarbstoffe die Menge an vervielfaltigter DNA sichtbar gemacht, was einen
Ruckschluss auf die urspriinglich vorhandene DNA-Menge erlaubt.

Durch spezifische Primer und Sonden kann man mit der gq°PCR neben einer DNA-
Quantifizierung auch bestimmte gesuchte Sequenzen durch Fluoreszenzmessungen
direkt nachweisen. Dabei wird meist der Forster-Resonanzenergietransfer (FRET)-
Mechanismus genutzt, bei dem in Abhangigkeit von ihrer rdumlichen Entfernung
Energie zwischen zwei Farbstoffen (bertragen wird. Beispiele hierfir sind
Hybridisierungs- und Hydrolyse- (bzw. TagMan-)Sonden.

Hierbei wird haufig ein Grenzwert der Fluoreszenz festgesetzt, bei dem die DNA-
Quantitat als ausreichend fur weitere Analysen angenommen wird, und die Zyklenzahl,
bei der dieser Wert erreicht wird als Cycle of Quantification (Cq) angegeben.

Werden in einer Probe zwei oder mehrere unterschiedliche Sequenzen gleichzeitig
detektiert, z. B. durch Verwendung unterschiedlicher Sonden, d. h. mit unterschiedlichen
Sequenzen und unterschiedlichen Rezeptor-Farbstoffen, spricht man von Duplex- bzw.

Multiplex-Analysen.
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1.3.4. Idylla-Methode

Die zumeist aufwendige genetische Untersuchung von diversen Patientenproben (zum
Beispiel die Untersuchung von Melanomproben auf BRAF-Mutationen oder der
Erregernachweis von Mykobakterien bei Tuberkuloseverdacht) bleibt bisher gréReren
Kliniken bzw. Universitatskliniken vorbehalten. Nur hier sind aufgrund des grofl3en
Probenumsatzes durch die Sammlung von eigenen sowie Fremd-Einsendungen der
Betrieb der Gerate und die Einarbeitung der Mitarbeiter realisierbar.

Das von der Firma Biocartis entwickelte Idylla-Verfahren soll molekulargenetische
Untersuchungen auch fir kleine Krankenhauser oder niedergelassene Arzte erlauben,

da Patientenproben einzeln und vollautomatisch untersucht werden kénnen.

Dabei wird eine Duplex real time PCR unter Verwendung von sogenannten
Amplification refractory mutation system (ARMS)-Primern durchgefiihrt ®*. Bei diesen
Primern ist die DNA-Vervielféaltigung hoch spezifisch nur dann maéglich, wenn die 3'-
terminale Base des Primers komplementar zur Proben-DNA ist. Dies wird durch eine
nicht passende Base an der vorletzten Position erreicht. Wahlt man die letzte Base
passend zu einer gesuchten Mutation, erfolgt die Synthese nur, wenn diese Mutation in
der Probe vorhanden ist, nicht jedoch bei Vorliegen der Wildtyp-Sequenz. Damit sind
ARMS-Primer besonders zur Detektion einzelner Basenaustausche oder kleiner
Deletionen geeignet 2.

Zur Quantifizierung sind die Primer au3erdem mit Fluoreszenzfarbstoffen im Sinne von
TagMan-Sonden (siehe Abschnitt 1.3.3) gekoppelt. Hierbei schwacht ein sogenannter
Quencher (engl. to quench - ausléschen) am 3‘-Ende des Primers das Fluoreszenz-
signal eines sogenannten Reporter-Farbstoffs am 5-Ende zunachst ab. Sobald die Taqg-
Polymerase allerdings den Folgestrang synthetisiert, die Sequenz der vorhandenen
DNA also die gesuchte Mutation aufweist und damit komplementar zur Primer-Sequenz
ist, baut die Polymerase die Sonde mittels ihrer Exonuklease-Aktivitat in einzelne
Nukleotide ab. Dadurch entfernen sich Reporter und Quencher voneinander, das

Fluoreszenzsignal des Reporters wird verstarkt und kann in Echtzeit detektiert werden.
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Abbildung 3 zeigt ein Idylla-Geréat bestehend aus einer Steuerkonsole und einem

Instrument.

- g
B HEaEER

Abbildung 3 Idylla-Konsole und —Instrument. Quelle: Biocartis NV, Mechelen, Belgien.

Mit einer Steuerkonsole kdnnen bis zu 8 Instrumente bedient werden. Diese werden mit
Kartuschen bestickt, in die verschiedene Probenmaterialien eingebracht werden
konnen (z.B. Blut, benetzte Wattestabchen oder Formalin-fixierte Paraffin-eingebettete
Gewebeschnitte (FFPE-Schnitte)).

Die technische Leistung und Durchfuhrbarkeit des Idylla-Systems soll in dieser Arbeit
mit der in der Routinediagnostik des Instituts fur Pathologie der Charité
Universitadtsmedizin Berlin, Berlin, Deutschland, verwendeten Pyrosequenzierungs-
methode (PyroMark Q24, Qiagen) verglichen werden.

Dabei werden das BRAF-Gen in Gewebeproben maligner Melanome analysiert, die
Ergebnisse in Bezug auf das Vorliegen des Wildtyps bzw. einer Mutation und den Typ
der Mutation ausgewertet und die Ubereinstimmung der beiden Methoden untersucht.
Limitationen der beiden Methoden werden vergleichend diskutiert sowie die
Ubereinstimmenden  Analyseergebnisse mit den erfassten Patienten- und

Tumoreigenschaften korreliert.
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1.3.5. Next-Generation-Sequencing

Unter dem Next-Generation-Sequencing (NGS) versteht man neue
Sequenzierungsmethoden, die es im Vergleich zu konventionellen Methoden erlauben,
multiple Mutationen simultan oder ,parallel zu analysieren, und daher einen hohen
Sequenzierungs-Durchsatz erméglichen.

Die Anzahl der NGS-Methoden und -Geréte steigt zur Zeit stetig . Ein Beispiel ist die
Halbleitersequenzierung, die von der Firma Life Technologies unter dem Geratenamen
lon Torrent entwickelt wurde und die auch fiir diese Arbeit verwendet wird ®*. Hierbei
werden Uber pH-Wert- bzw. Spannungséanderungen, die durch die Freisetzung von
Protonen bei der Nukleotidinkorporation durch die DNA-Polymerase entstehen, von
einem Halbleiter-Chip detektiert.

Einzelne DNA-Fragmente werden hierfir mit probenspezifischen Erkennungs-
sequenzen legiert (Barcode-Markierung) und an je einem magnetischen Bead (engl.
bead: Kiugelchen zur DNA-Bindung) vervielfaltigt. Jedes Bead passt in ein Well (engl.
well: Vertiefung) auf dem Analysechip. Wie bei der Pyrosequenzierung werden nun
auch hier die Nukleotide nacheinander einzeln hinzugegeben und wieder komplett
ausgewaschen, um die verschiedenen Basen differenzieren zu kdnnen. Pro
eingebauter Base wird bei der Bildung der Phosphodiesterbindung ein Proton frei, das
den pH-Wert um 0,02 reduziert. Diese Potentialdnderung kann uber einen lonen-
sensitiven Feldeffekt-Transistor (ISFET) messbar gemacht und fir jedes Well einzeln
analysiert werden.

Die Analyse benétigt daher im Gegensatz zu anderen Sequenzierungsmethoden keine
optischen Komponenten und Analyseschritte oder chemisch modifizierte Nukleotide,
was insgesamt eine Vereinfachung der Detektionstechnik mit einem positiven Einfluss

auf die praktischen und finanziellen Konsequenzen darstellt *,

Eventuelle Abweichungen im Vergleich von ldylla-Verfahren und Pyrosequenzierung

sollen im Anschluss mittels lon Torrent-Analyse Uberprift werden.
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2. Methodik

2.1. Auswabhl der Proben

Es wurden Formalin-fixierte Paraffin-eingebettete zeitlich aktuelle Gewebeproben aus
der pathologischen Routine-Diagnostik des Instituts fur Pathologie der Charité
Universitdtsmedizin Berlin, Berlin, Deutschland, des Instituts fir Pathologie sowie der
Klinik fir Dermatologie, Venerologie, Allergologie und Phlebologie des Johannes
Wesling Klinikums Minden, Minden, Deutschland und des Universitatskrankenhauses
Antwerpen, Antwerpen, Belgien verwendet. Einschlusskriterien waren das
Vorhandensein von Melanomgewebe in der Probe, eine ausreichend grol3e
Tumorflache (siehe Abschnitt 2.2) mit mindestens 50% Tumorzellanteil und ein
Patientenalter von mehr als 18 Jahren zum Zeitpunkt der pathologischen Untersuchung.
Da aufgrund der klinischen Anwendung von Vemurafenib in spaten Krankheitsstadien
vorwiegend Metastasen eingeschlossen werden sollten, wurden vor allem

metastatische Gewebeproben ausgewéhlt.

Aus Berlin und Minden wurden 209 Proben eingeschlossen.
Aus Antwerpen wurden 40 Proben von der Firma Biocartis zur Verfugung gestellt, die
dort bereits mit dem Idylla-Gerat untersucht worden waren, ohne die Ergebnisse der

Untersuchungen zu Ubermitteln.

Fur die Studie liegt ein Ethikvotum vor (EA1/199/14).

2.2. Histologische Beurteilung
Von den ausgewéhlten FFPE-BI6cken aus Berlin und Minden wurden von der Firma pro
vitro zwei 2,5 bis 4 sowie dazwischen liegend funf 10 um Gewebeschnitte angefertigt.
Je der erste und letzte Schnitt wurden mit Hamatoxylin-Eosin (HE) gefarbt. Von den
Proben aus Antwerpen wurden zwei 2,5 bis 4 sowie dazwischen liegend funf 5pum
Gewebeschnitte zur Verfligung gestellt.
Zur histologischen Uberpriifung der Melanom-Diagnose sowie Evaluation der
histologischen Eigenschaften der Tumoren wurden alle HE-Start-Schnitte unter dem
Mikroskop beurteilt.
Dabei wurden der Pigmentierungsgrad und der Nekroseanteil bestimmt sowie die
Diagnose ,Malignes Melanom® tUberpruft.
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In 25-, 100- und 200-facher VergroRerung wurde je ein Foto mit dem Programm
ProgRes® Capture Pro Camera Control Software (Jenoptik, Jena, Deutschland)
angefertigt und unter fortlaufender Nummerierung abgespeichert.
Auf dem Deckglas wurde das Tumorareal annotiert, das fir die genetische Analyse
verwendet werden sollte. Dabei wurde die verwendete Flache auf mindestens 50 mm?
bei 5pum bzw. 25mm?2 bei 10um Schnitten festgelegt. Bei kleiner Tumorgrof3e wurde
das gesamte Tumorareal markiert, bei grof3er Tumorgrof3e wurde ein ca. 6x6mm
groRes Rechteck eingezeichnet. Damit wurde die mindestens bendtigte Flache von
25mm? bei 10 um Schnitten sicher erreicht. Die letztendlich markierte Flache wurde mit
einem Lineal ausgemessen und die entsprechende bendtigte Anzahl an Schnitten
notiert.
Folgende histologische Eigenschaften wurden erfasst:
e GrolRe der markierten Gewebeflache
e prozentualer Nekroseanteil am Gesamttumor in Zehnerschritten
e prozentualer Tumorzellanteil am markierten Bereich in Zehnerschritten
e Pigmentierungslevel in vier Kategorien (Niedrig (engl. low) (L): <10%
pigmentierte Tumorzellen, Mittel (engl. medium) (M): 11-24% pigmentierte
Tumorzellen, Hoch (engl. high) (H): 25-50% pigmentierte Tumorzellen, Sehr
hoch (engl. very high) (VH): >50% pigmentierte Tumorzellen)

2.3. Mutationsanalyse

2.3.1. Aufbereitung der DNA fir die Pyrosequenzierung

Die Aufbereitung der DNA fir die Pyrosequenzierung erfolgte im Wesentlichen gemaf
den Verfahrensanweisungen des Labors fur Molekularpathologie des Instituts fir
Pathologie der Charité Universitdtsmedizin Berlin, die den Herstellervorgaben der
jeweiligen Gerate entsprechend erstellt und den Voraussetzungen und Erfahrungen des
Labors entsprechend angepasst und optimiert wurden.

Die DNA-Praparation erfolgte mit dem QIAmp DNA Mini Kit und der QIlAvac 24 (beides
Qiagen, Venlo, Niederlande), die DNA-Konzentrationsbestimmung mit dem NanoDrop
1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)
(verwendetes Computerprogramm: ND-1000 V3.7.0), die PCR und die
Pyrosequenzierung selbst mit dem therascreen BRAF Pyro Kit sowie letztere mit dem
PyroMark Q24 (beides Qiagen).
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Die genauen Arbeitsablaufe sind den folgenden Abschnitten zu entnehmen.

DNA-Praparation

Die bendétigten HE-Schnitte (Anzahl entsprechend der markierten Tumorflache) werden
durch Erhitzen auf 80°C und Tauchbad in Xylol (J. T. Baker, Avantor Performance
Materials, Center Valley, Pennsylvania, USA) und absolutem (abs.) Ethanol (Herbeta,
Berlin, Deutschland) deparaffiniert und luftgetrocknet.

Mit einem mit ATL-Puffer (alle Reagenzien aus dem QIAmp DNA Mini Kit, zur genauen
Zusammensetzung siehe Handbuch des Herstellers) benetzten Skalpell (Feather
disposable scalpel No. 11, Feather Safety Razor Co. LTD, Osaka, Japan) wird der der
Tumormarkierung entsprechende Bereich auf den deparaffinierten Schnitten je
Tumorprobe makrodisseziert und in ein beschriftetes, mit 180 pl ATL-Puffer befllltes
1,5 ml-R6hrchen mit Schraubverschluss tberfihrt.

Die Rohrchen werden fest verschlossen und entweder bei -20°C eingefroren oder direkt
weiter aufbereitet: In einem Arbeitsablauf werden je 20 Proben im Thermomixer
(eppendorf Thermomixer compact, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) bei 95°C
hydratisiert, abgekihlt und kurz zentrifugiert. Im Anschluss werden sie mit 20ul
Proteinase K versetzt, gemischt und etwa eine Stunde bei 55 °C inkubiert, anschlie3end
kurz zentrifugiert, mit 200 pl AL-Puffer versetzt, gemischt und 10 min bei 55°C
denaturiert sowie erneut kurz zentrifugiert.

Nun werden die Proben mit gestopfter Spitze mit 210 pl absolutem Ethanol gemischt
und auf die jeweiligen Minisaulen des Kits Uberfuhrt, die zuvor beschriftet und auf dem
Vakuum-Kollektor (QIAvac 24) vorbereitet wurden.

Im ersten Wasch-Schritt werden nun der ATL-Puffer sowie das Ethanol abgesaugt. Fur
den zweiten Wasch-Schritt werden 600pul Waschpuffer 1 (AW 1) auf jede Saule
Uberfuhrt und ebenfalls abgesaugt. Dies wiederholt sich fir den dritten Wasch-Schritt
mit AW 2.

Nun werden die S&ulen verschlossen, in die zugehorigen Rohrchen gestellt und 2
Minuten bei 14000rpm zentrifugiert, anschlieBend in ein neues, zuvor beschriftetes
1,5 ml-Eppendorf-Rohrchen gestellt und das alte Réhrchen verworfen.

Auf die Filtermembranen der Minisdule werden nun je 50 ul auf 70°C vorgewarmter AE-
Puffer gegeben. Die Minisaulen in den Réhrchen werden 5-10min auf 70°C temperiert

und anschlieRend 3 min bei 11000 rpm zentrifugiert.
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Nun befindet sich die DNA im Eluat im Eppendorf-Réhrchen. Die Miniséule wird
verworfen, das Eluat kann im Eppendorf-Réhrchen bei 6°C gelagert werden.
Wahrend des gesamten Arbeitsablaufes werden die Probennummern auf den Geféal3en

immer wieder auf Ubereinstimmung kontrolliert.

DNA-Konzentrationsbestimmung
Fur die DNA-Konzentrationsbestimmung wird das NanoDrop-Gerat zunéachst kalibriert
und AE-Puffer aus dem DNA-Praparations-Kit als Leerprobe vermessen. Alle

Messungen werden mit 2,5 pl DNA-Eluat durchgefihrt.

PCR
Je 1pl DNA-Eluat wird in einem 0,5 ml-Rdhrchen entsprechend der gemessenen DNA-
Konzentrationen mit AE-Puffer auf eine Konzentration von etwa 1ng/pl verdinnt und
wieder kuhl gestellt.
Zur Herstellung des PCR-Mixes werden nun je Probe sowie flr je eine Positiv- und zwei
Negativ-Kontrollen (AE-Puffer und Wasser) folgende Reagenzien gemischt und kurz
zentrifugiert:

o 12,5ul PyroMark PCR Master Mix, 2x

e 2,5ul CoralLoad Concentrate, 10x

e 1,0pul PCR-Primer BRAF codon 600

e 4,0pulWasser.
Die entsprechende Anzahl 0,2 ml-R6éhrchen wird mit den Probennummern beschriftet. In
jedes Rohrchen werden 20 pl PCR-Mix vorgelegt. Nun werden jeweils 5ul DNA-Verdin-
nung bzw. Puffer, Wasser und Positivkontrolle hinzu pipettiert und mit Ol Uberschichtet.
Die Proben werden in den Thermozykler (T3000 Thermocycler, Biometra, Goéttingen,
Deutschland) eingesetzt und das passende Programm (Denaturierung Beginn: 15 min,
95°C; 42 Zyklen: Denaturierung: 20 min, 95°C, Annealing: 30min, 53°C, Elongation:
20 min, 72°C; Extension: 5min, 72°C) gestartet.

Agarosegelelektrophorese

Mit der Agarosegelelektrophorese werden das Gelingen der PCR sowie die Reinheit
ihrer Produkte Uberpruft.

Zur Herstellung des Agarosegels werden am Vortag der Verwendung 100 ml TAE-
Puffer Gebrauchslosung (20 ml 50-fach TAE Buffer (Gennaxxon, Ulm, Deutschland) und

980 ml demineralisiertes Wasser (A. dem.)), 1,659 Agarose Sieve low melting (Biozym,
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Hessisch Oldendorf, Deutschland) und 1,65g Agarose (Serva, Heidelberg,
Deutschland) in einen 500ml Erlenmeyerkolben geflllt, quellen gelassen, in der
Mikrowelle aufgekocht (Verluste werden mit weiterem A. dem. ausgeglichen) und mit
5ul Ethidiumbromid 10 mg/ml (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) versetzt. Nach
Abkihlen im mit Kdmmen versehenen Geltrager wird das Gel in Aluminiumfolie
verpackt im Kuhlschrank gelagert.

Am Tag der Analyse werden die Elektrophoresekammer mit TAE-Puffer
Gebrauchslésung befllt, der Geltrager mit dem Gel eingesetzt und die Kdmme entfernt.
Ein 100 bp-Marker sowie jeweils 5ul PCR-Produkt werden entsprechend der auf dem
Versuchsprotokoll vordokumentierten Verteilung in die Taschen pipettiert. Der Deckel
wird geschlossen und das Gerat fir ca. 15 min eingeschaltet.

Sind die PCR-Produkte und Marker ausreichend weit gelaufen, wird das Ergebnis mit
dem Geldokumentationssystem GenoSmart (VWR, West Chester, Pennsylvania, USA)
unter UV-Licht fotodokumentiert. Das Bild wird gespeichert, ausgedruckt und ins

Versuchsprotokoll Gbernommen.

2.3.2. Pyrosequenzierung
Fur die Pyrosequenzierung mit dem PyroMark Q24 mussen die PCR-Produkte zunachst
auf Streptavidin-Sepharose-Beads immobilisiert werden. Dies geschieht tber die starke
Bindung  (Kristallstruktur, Wasserstoffbricken, Van-der-Waals-Krafte) zwischen
Streptavidin und Biotin. Die PCR-Primer sind zwecks dessen biotinyliert.
Weiterhin wird dazu ein Master-Mix mit folgenden Komponenten je Probe angesetzt:

e 2ul Streptavidin Sepharose High Performance (GE Healthcare, Minchen,

Deutschland)

e 40l PyroMark Bindungspuffer

e 28pl Wasser
Je Probe werden 70l des Master-Mixes in eine 24 Well-PCR-Platte pipettiert. Jeweils
10 ul der Proben (inklusive Positiv- und Negativkontrollen) werden hinzu gegeben, die
Platte mit selbst klebenden Folien (LightCycler 480 Sealing Foil, Roche, Mannheim,
Deutschland) verschlossen und 5-10min bei 1400 U/min auf einem Plattenschuttler
(Monoshake, H+P Labortechnik AG, Oberschlei3heim, Deutschland) geschiittelt.

Wahrenddessen wird die PyroMark Q24 Vakuum-Arbeitsstation gemafd dem Hersteller-

Protokoll mit abs. Ethanol, Denaturierungslésung, verdinntem Waschpuffer (225ml
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Wasser und 25ml 10x PyroMark Waschpuffer) und hochreinem Wasser (Biochrom AG,
Berlin, Deutschland) befillt sowie ein PyroMark Q24 Plattenhalter auf einem Heizblock

auf 80°C vorgeheizt.

Je Probe werden 0,8yl des Sequenzierungsprimers mit je 24,2 ul PyroMark Annealing
Buffer verdinnt und in jedes bendtigte Well einer PyroMark Q24-Platte gegeben.

Die PCR-Platte sowie die PyroMark Q24-Platte werden in die vorgesehenen
Halterungen gestellt.

Nun werden unter anliegendem Vakuum die Filternadeln des Saugkopfes ca. 10s mit
Wasser benetzt und fir ca. 15s in die PCR-Platte abgesenkt, um die Sepharose-Beads
mit der immobilisierten DNA anzusaugen. AnschlieBend wird der Saugkopf direkt
hintereinander 5s in 70%-igem Ethanol, 5s in Denaturierungsliésung und 10s in
Waschpuffer gespult. Nach den Spulschritten wird er 5s in einer senkrechten Position
und dann wieder waagerecht Uber die PyroMark Q24-Platte gehalten. In dieser Position
wird die Vakuumpumpe ausgeschaltet und die Beads durch vorsichtiges Schutteln in

die PyroMark Q24-Platte mit den Sequenzierungsprimern tberfuhrt.

Zur Reinigung der Filternadeln wird der Saugkopf nun in hochreinem Wasser
10 Sekunden geschuttelt und in einer zweiten Wanne mit hochreinem Wasser und dort
angelegtem Vakuum gespult. Anschlie3end wird er 5s in senkrechter Position gehalten,
bevor die Vakuumpumpe wieder ausgeschaltet und der Saugkopf in die Parkposition

uberfihrt wird.

Die PyroMark Q24-Platte wird auf dem vorgewdrmten PyroMark Q24-Plattenhalter
2min lang bei 80°C erhitzt und auf einem zweiten, kalten Plattenhalter 15 min bei
Raumtemperatur abgekuhlt, damit der Sequenzierungsprimer binden kann.

Fur den Betrieb des PyroMark Q24 wird das Programm PyroMark Q24 am Computer
gedffnet sowie eine neue Datei mit den entsprechenden Einstellungen (BRAF Assay,
Instrumenten-Methode passend zur verwendeten Kartusche (hier immer 008),
Eintragung der Probennummern) erstellt und auf einem Universal Serial Bus (USB)-
Stick gespeichert. Das Programm erstellt diesen Voreinstellungen entsprechend
Vorabinformationen mit Angabe der erforderlichen Volumina fur die Befillung der

Kartusche. Diese werden ausgedruckt.
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Die zu verwendende Kartusche wird mit hochreinem Wasser gespult und gemaf der
Vorabinformationen mit Enzym-, Substratgemisch (gefriergetrocknet geliefert, jeweils in
620l Wasser gelost) und den vier Nukleotiden beladen und mit dem Etikett nach vorne
in den PyroMark Q24 eingesetzt.

Der USB-Stick mit der erstellten Datei wird mit dem PyroMark Q24 verbunden. Die
Datei wird am Gerat ausgewahlt und der Lauf gestartet. Der Fortschritt kann auf einem
kleinen Bildschirm am Gerat verfolgt werden. Nach Abschluss des Laufs (etwa 17 min)
muss dieser auf dem USB-Stick gespeichert werden und kann nun am Computer
geotffnet, analysiert und ausgedruckt werden.

Fir die genetische Analyse wird das Pyrogramm vom Gerat mit einem speziellen Plug-
In ausgewertet. Dabei wird eine Mutationshaufigkeit unterhalb der Detektionsgrenze
(engl. limit of detection (LOD)) als Wildtyp, eine Mutationshaufigkeit =LOD aber
<LOD + 3Prozenteinheiten als potenziell niedrigfrequente Mutation und eine Mutations-
haufigkeit =LOD + 3Prozenteinheiten als Mutation gewertet. Das LOD wird vom
Hersteller fur die V60OE-Mutation mit 2,4%, fir V600G mit 2,1%, fur V600A mit 2,2%
und ftr V600OM mit 2,4% angegeben.

Dabei kénnen die Pyrogramme fir andere, komplexe BRAF-Mutationen sehr &hnlich
aussehen. Es ist also eine Prifung der automatischen Analyseergebnisse, ein kritischer
Abgleich mit den Mutationsdefinitionen des Plug-Ins und im Zweifel eine Wiederholung
der Analyse erforderlich.

Therapieentscheidungen dirfen daher nicht ausschlie3lich aufgrund des Analyse-
Ergebnisses getroffen werden.

Alle Proben wurden zuerst mit der Pyrosequenzierung analysiert und von zwei

Personen ausgewertet, um eine Beeinflussung durch das Idylla-Ergebnis zu vermeiden.

2.3.3. ldylla-Methode

Fiur die Analyse mit dem ldylla-Gerat wird das FFPE-Gewebe nicht deparaffiniert in die
Kartusche gegeben. Aus Grinden der besseren Vergleichbarkeit wurde auch hierfir der
markierte Tumorbereich makrodisseziert, obwohl dies laut Hersteller nicht notig wére.
Allerdings muss das abgekratzte Gewebe zur Verhinderung elektrostatischer Aufladung
zwischen zwei kleinen Filterpapieren fixiert und zwischen diesen in die
Kartuschendffnung eingesetzt werden.

Dazu wird das entsprechende Gewebe mit einem mit DNAse-freiem Wasser benetzten
Skalpell auf die mit etwa 45 ul DNAse-freiem Wasser befeuchteten Filterpapiere, die auf
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einem zweiten, sauberen Objekttrager vorbereitet wurden, Ubertragen. Die Papiere
werden mit einer Pinzette zusammengeklappt und in eine nun gedffnete und mit der
entsprechenden Probennummer beschriftete Kartusche eingelegt. Die Lage der Probe
wird Uberprift, das Siegel der Kartusche entfernt und die Kartusche geschlossen.

Vor Beginn der Analyse koénnen die geschlossenen Kartuschen bis zu 2h bei
Raumtemperatur aufbewahrt werden. Somit kénnen im direkten Anschluss weitere
Proben vorbereitet werden, entsprechend der Anzahl der zur Verfigung stehenden
Instrumente.

Zum Starten der Analyse meldet man sich mit seinem personlichen Benutzernamen an
der Konsole an und wahlt den Mentpunkt ,New Test“ an. Unter dem Bildschirm befindet
sich ein Barcodeleser mit dem man den 2D-Code auf der Kartusche scannt. Diese ist
nun dem aktuellen Lauf zugeordnet und kann nicht noch einmal verwendet werden. Die
Verkntpfung mit der Probennummer (Run-1D) kann nun auch Uber das Scannen eines
Strich- oder 2D-Codes erfolgen, oder die Nummer wird per Hand eingegeben.

Nach Bestatigung dieser Eingaben kann ein Instrument durch leichten Druck auf den
Offnungsknopf geoffnet, die Kartusche eingesetzt und das Instrument durch erneuten
leichten Druck auf den Offnungsknopf geschlossen werden. Das Programm startet nun
automatisch.

Dabei laufen beim untersuchten Idylla-BRAF-Assay im Inneren jeder Kartusche

folgende Prozesse ab:

1. FFPE-Verflussigung und Zelllyse: Die Probe wird in einer Lysekammer durch
chemische Reagenzien, Enzyme, Hitze und hoch-intensiven fokussierten
Ultraschall (HIFU) deparaffiniert, verflissigt und homogenisiert. Dabei wird das
Gewebe aufgeldst, die Zellen werden lysiert, die freigesetzten Nukleinsauren
durch Hitze von Enzymresten befreit und in finf Detektionskammern gespdilt, von

denen drei die entsprechenden PCR-Reagenzien enthalten.

2. Duplex TagMan real-time PCR unter Verwendung von ARMS-Primern: In den
Detektionskammern sind alle Reagenzien in getrockneter Form vorhanden. Es
erfolgt je eine Allel-spezifische Duplex-PCR mit endogenem Kontrollgen (sample

processing control (SPC)). Die drei amplifizierten Sequenzen sind BRAF Wildtyp,
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BRAF ¢.1799T>A (p.V600E, E2 und D) und BRAF ¢.1798G>A (p.V600K, R und
M).

3. Automatische Ergebnis-Interpretation: Durch eine Ausgleichsrechnung tber alle
PCR-Signalkurven wird zunéchst die Validitat der PCR-Signale uberpriift. Ist in
einer oder mehreren der Kammern kein valides Signal vorhanden, wird die
Analyse als ,Invalid® gekennzeichnet und nicht genotypisiert. Fur alle validen

Fluoreszenzkurven werden die Cqg-Werte der BRAF- sowie SPC-Signale

berechnet. Die SPC-Signale werden als interne Kontrolle verwendet. Anhand der
Differenz zwischen den BRAF Wildtyp- und Mutations-Cq-Werten (ACq) wird

zwischen den Ergebnissen ,Mutation vorhanden® (innerhalb eines validierten

Bereichs von ACgq) und ,keine Mutation vorhanden® (auBerhalb eines validierten
Bereichs von ACq) unterschieden. Die Mutations-negativen Ergebnisse werden
zusatzlich anhand der BRAF WiIdtyp-Cq-Werte eingeteilt in ,No mutation
detected in BRAF codon 600 (BRAF Wildtyp-Cq unterhalb des Grenzwertes 1),

,No mutation detected in BRAF codon 600, mutations <5% may not be detected"
(BRAF WiIdtyp-Cq unterhalb des Grenzwertes 2) und ,Insufficient DNA input"

(BRAF Wildtyp- Cq oberhalb des Grenzwertes 2).

Im Dialogfeld “Status overview” kann der erfolgreiche Beginn sowie der Fortschritt aller
gestarteten Laufe Uberpruft werden.

Nach Abschluss der Laufe (1,5h pro Lauf) meldet man sich erneut an der Konsole an
und erstellt Gber die Befehle “report” und “generate report” eine PDF-Datei mit allen
Informationen Uber den Lauf sowie dem Ergebnis, welche Uber Netzwerk an

verbundenen Computern gedéffnet, verwaltet und ausgedruckt werden kann.

2.3.4. Next Generation Sequencing

Zur Validierung abweichender Ergebnisse wurden die betroffenen Proben sowie einige
weitere Féalle ebenfalls mit einer lon Torrent Personal Genome Machine (PGM) und
dem am Institut fur Pathologie der Charité Universitdtsmedizin Berlin standardmafig
verwendeten lon AmpliSeq Colon Lung Cancer Panel v2 (beides Firma Life

Technologies, Carlsbad, Kalifornien, USA) analysiert.
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Dieses Panel umfasst mit 90 Amplicons ca. 500 Mutationen von 22 fur diese
Tumorentitdten relevanten Genen, darunter auch das BRAF-Gen. Die Auswertung
erfolgte mit der Torrent Suite Software v4.2 (Life Technologies) und dem Integrative
Genomics Viewer (IGV), in dem die Sequenz der Codons 599-601 des BRAF-Gens fir
jede Probe betrachtet wurde ®°. Eine Coverage (engl. coverage: Abdeckung der DNA-
Fragmente durch die Sequenzierung) von 5000 Reads (engl. reads: Anzahl der
Sequenz-Ablesevorgdnge fur den jeweiligen DNA-Abschnitt wahrend der
Sequenzierung) Uber der Base 1798 wurde als Zielwert fur Wildtyp-Sequenzen
festgelegt, da mit einer hdheren Anzahl an Reads die Wahrscheinlichkeit sinkt, mutierte
Allele nicht abzulesen.

Es wurden die fur die Pyrosequenzierung hergestellten DNA-Extrakte verwendet. Im
Verlauf der Uberprifungen wurde auRerdem die Entscheidung getroffen, die extrahierte
DNA von Proben mit schlechter DNA-Qualitdt mit einem Verfahren zur Entfernung von
PCR-Inhibitoren (z.B. Melanin) zu behandeln (mittels OneStep PCR Inhibitor Removal
Kit (Zymo Research, Irvine, Kalifornien, USA) sowie alle abweichenden Proben nach
einer zweiten DNA-Extraktion mit dem Maxwell 16 FFPE Tissue LEV DNA Purification
Kit (Promega, Mannheim, Deutschland) erneut zu pyrosequenzieren. Dieses Kit zeigte
sich wéahrend der Integration der PGM-Analyse in die pathologische Routine-Diagnostik
der Charité Universitatsmedizin Berlin als zuverladssigere Methode im Vergleich zur

Qiagen-Extraktion.

Library-Erstellung

Vor der Analyse wird zundchst die Qualitat der DNA mittels einer PCR mit
anschlieRender Polyacrylamidgelelektrophorese Uberpriuft. Hierbei sollten Fragmente
mit einer Lange von mindestens 100 bp, besser 300 oder 400 bp, als deutliche Bande
zur Darstellung kommen.

Nach einer DNA-Konzentrationsmessung mit einem Qubit Fluorometer der Firma Life
Technologies wird eine sogenannte Library (Bibliothek von durch eine Multiplex-PCR
vorselektierten Sequenzen der zu untersuchenden Proben, jeweils mit spezifischen
Adaptern versehen) mit dem lon AmpliSeq Library Kit 2.0 erstellt. Dazu wird die
genomische DNA zunéachst amplifiziert (Ansatz fir das Colon Lung Panel pro Probe:
4ul 5x lon AmpliSeq HiFi Master Mix, 10l 2x lon AmpliSeq Primer Pool, die ihrer
Konzentration entsprechende Menge an DNA und die einer Gesamtmenge von 20 pl
entsprechende Menge Nuklease-freien Wassers). Die PCR wird mit 22-30 Zyklen (je
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nach Starke der Banden in der Gelelektrophorese) bei 99°C und einer Annealing-
Temperatur von 60°C durchgefihrt.

Nun werden 2ul FuPa-Reagenz zum partiellen Verdau der Primer-Sequenzen
hinzugegeben und ein entsprechendes Thermozykler-Programm ausgefihrt.

Die Ligation der Adapter sowie von Barcode-Sequenzen zur ldentifikation der Proben
erfolgt mittels 4ul Switch Solution, 2ul Barcode-Adapter-Mix (1,25ul lonXpress P1
Adapter, 1,25ul lonXress Barcode und 2,5ul Nuklease-freies Wasser) und 2ul DNA-
Ligase im Thermozykler.

Die nun noch nicht amplifizierte Library wird an magnetischen Beads (Agencourt
AMPure XP Reagenz, Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland) mit 70%-igem Ethanol
gereinigt und in 50 ul LowTE Puffer von den Beads gel6st.

Anschlie3end werden alle erstellten Libraries mittels TagMan real-time gPCR und dem
lon Library Quantification Kit quantifiziert. Dazu werden die Proben, eine
Negativkontrolle und drei Standards mit dem 7900 HT Fast System analysiert. Bei
Quantitaten aufRerhalb der Standardreihe oder unter 20 pM missen die Verdinnung

bzw. die Library-Erstellung sowie die Quantifizierung wiederholt werden

Amplifizierung

Vor der Beladung des Analysechips muissen die Libraries aller gewtinschten Proben
gemischt und die DNA-Fragmente an je einem Bead amplifiziert werden. Dazu werden
die Library Stocks mit LowTE auf eine ca. 100 picomolare Konzentration verdinnt und
zu je 5ul zum Library Pool gemischt. Aus diesem Pool werden 6 pl mit 44 ul Nuklease-
freiem Wasser versetzt. 25ul dieses verdunnten Library Pools werden mit 25ul
Nuklease-freiem Wasser, 500 ul lon PGM Template OT2 200 Reagent Mix, 300 ul PCR
Reagent B und 50pul Enzyme Mix versetzt und mit 100pul lon Spheres Particles
gemischt. Mit dieser Amplifikationslosung wird der lon OneTouch 2 nach den
Anweisungen des Gerates beladen. Fir den anschlieRenden Lauf des Enrichment
Moduls werden kurz vor Ende des OneTouch-Laufs Melt-Off-Solution (280ul Tween
Solution und 40l 1Mol NaOH) und Dynabeads (13 ul MyOne Streptavidin C1 Beads
und 130l MyOne Beads Wash Solution) in die entsprechend gekennzeichneten Wells
eines vorbereiteten Reaktionsschlittens im Modul gegeben. Ebenso wird mit den
fertigen lon Spheres Particles aus dem OneTouch (Uberstand muss zuvor in beiden
Tubes bis auf je 50pul entfernt werden) und 3x300pl lon OneTouch Wash Solution
verfahren und das Enrichment gestartet.
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PGM-Beladung

Fur den eigentlichen lon Torrent-Lauf muss dieser zundchst auf dem lon Server
angelegt werden. Dann werden 5pul der angereicherten template-positiven (d. h. mit
PCR-Produkt beladenen) lon Spheres Particles zentrifugiert, der Uberstand wird bis auf
15l entfernt, 12l Sequencing Primer hinzu gegeben und ein kurzer Thermozykler-
Lauf durchgefthrt. Nun kann der angelegte Lauf auf dem PGM ausgewahlt werden.
Nach dem Chip-Check und Befolgung der Anweisungen auf dem Gerate-Touchscreen
wird die Flussigkeit aus dem Chip mittels Pipette und Zentrifugation entfernt. Zur Probe
werden nun aufRerdem 5 pl Polymerase gegeben und diese 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschlie3end kann der Chip sehr langsam mit einer Pipette beladen werden.
Um eine bestmadgliche Verteilung der Partikel ohne Luftblasen zu erméglichen wird der
Chip nun erneut zentrifugiert und auf den Tisch geklopft, der Uberstand wird entfernt.

Der Chip kann jetzt in den PGM eingesetzt und der Lauf gestartet werden.

Initialisierung

Nach je drei Laufen muss aul3erdem eine Initialisierung des PGM durchgefuhrt werden.
Dafir werden einmal die Woche eine Chlorid-, ansonsten eine Wasser-Waschung mit
Chlorlésung und 1Mol NaOH bzw. 18 MQ Wasser gemalR3 der Geréate-Anweisungen
durchgefuhrt und die zu wechselnden Zuberhorteile ausgetauscht.

Die Reagenzienbehélter werden mit 350 pl 100 Millimol NaOH (Waschflasche 1), 50 ml
Sequencing v2 1x W3 Solution (Waschflasche 3) bzw. nach Stickstoff-Begasung mit
18 MQ Wasser, 200 v2 W2 Solution und 70 pul 100 Millimol NaOH (Waschflasche 2)
beflllt. Durch die Begasung sollen kleinste pH-Wert-Verschiebungen durch Oxidation
durch den Luftsauerstoff verhindert werden. Je 20 ul der vier dNTPs werden in die
entsprechenden Tubes dberfihrt und diese sowie die Waschflaschen an den

entsprechenden Stellen des Geréts befestigt.

Uracil-DNA-Glykosylase-Verdau

Da bei einer Probe zahlreiche C:G>T:A-Substitutionen nachweisbar waren, wie sie
typisch fur Artefakte durch Formalin-Fixierung sind, wurde die DNA dieser Probe zur
Reduzierung von fixierungsbedingten Artefakten mit Uracil-DNA-Glykosylase (UDG)
(Antarctic Thermolabile UDG, New England BiolLabs, Ipswich, Massachusetts, USA)
vorbehandelt. Hierfir wurden 120 ng genomische DNA mit 6 ul UDG verdaut (2 h, 37°C)

sowie eine Hitzedeaktivierung der UDG (10 min, 95°C) und eine Aufreinigung Uber XP-
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Beads im Verhaltnis 1:1,5 gemal des Protokolls fur die Library-Erstellung durchgefihrt,

dann geman Protokoll mit der Library-Erstellung begonnen

2.4. Statistische Auswertung
Die Studiendokumentation sowie die Ubersichtstabellen Uber die Proben- und

Ergebniszahlen wurden mit Microsoft Office Excel 2007 gefuhrt und erstellt.

Die Berechnung der Ubereinstimmung beider Methoden erfolgte wie in Tabelle 2
beschrieben, die Berechnung der zugehorigen Konfidenzintervalle nach Wilson und

Newcombe ©°.

Tabelle 2 Prozentuale Ubereinstimmung der Ergebnisse von Pyrosequenzierung und Idylla auf dichotomer Ebene

(Mutation ja oder nein)

Mafzahl Berechnung

% Gesamtibereinstimmung 100x(Anzahl konkordante Ergebnisse)/(Anzahl alle Ergebnisse)

100x(Anzahl konkordante mutationspositive Ergebnisse)/(Anzahl

% Positive Ubereinstimmun _ i i
° g mutationspositive Ergebnisse Referenztest)

100x(Anzahl konkordante mutationsnegative Ergebnisse)/((Anzahl
% Negative Ubereinstimmung  mutationsnegative Ergebnisse Referenztest)+(Anzahl mutationspostive
Ergebnisse Referenztest mit durch Idylla nicht detektierbaren Mutationen))

Es wurde entschieden, dass in der vergleichenden Statistik nur die Proben
bertcksichtigt werden, fur die mit beiden Methoden technisch valide Ergebnisse
erhalten wurden, und dass Mutationen, die von den Ildylla-Primern nicht erkannt werden
kbnnen, als Ubereinstimmendes Ergebnis der Gruppe der mutationsnegativen
Ergebnisse gewertet werden, da durch das System hier keine andere Aussage moglich
ist.

Die Kklinisch-pathologischen Korrelationen wurden mit dem Programm IBM SPSS
Statistics 20 mittels der Funktionen Crosstabs sowie dem Chi-Quadrat-Test flr
nominalskalierte Variablen und dem Gamma-Test fir ordinalskalierte Variablen

ausgewertet. Mit demselben Programm wurden auch die Diagramme erstellt.
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3. Ergebnisse

3.1. Probenkollektiv

Insgesamt wurden 249 Melanomproben auf das Vorliegen von Mutationen des BRAF-
Gens im Codon 600 untersucht. Davon wurden 40 Proben in Antwerpen histologisch
ausgewertet und mit dem Idylla-Gerat untersucht, alle Proben in Berlin (erneut)
histologisch ausgewertet und mittels Pyrosequenzierung analysiert und 209 Proben mit

beiden Methoden in Berlin untersucht.

Unter allen verwendeten Schnitten waren 18 Primartumoren der Haut, 8 Primartumoren
anderer Lokalisation, 123 Lymphknotenmetastasen, 98 Metastasen anderer
Lokalisation (In-Transit- und Fernmetastasen) und 2 Melanome unbekannten
Ursprungs.

Die Proben stammten aus der pathologischen Routine-Diagnostik der Jahre 2008 - 2014
und von 234 Patienten (97 weiblich, 137 mannlich) im Alter von 20 - 95 Jahren (mittleres
Alter 61,6 Jahre), darunter sechs Patienten mit Proben von zwei Lymphknotenmetasta-
sen, drei Patienten mit Proben von zwei Metastasen anderer Lokalisation, zwei
Patienten mit Proben einer Lymphknoten- und einer Metastase anderer Lokalisation
und ein Patient mit Proben einer Lymphknoten- und vier Metastasen anderer
Lokalisation, entnommen 2009 und 2010. Insgesamt stammten 100 Proben von

weiblichen und 149 Proben von méannlichen Patienten.

Klinisch-pathologische Parameter

Die miterfassten klinisch-pathologischen Parameter sind der Ursprung des
Tumorgewebes (Primartumor (Haut ja oder nein) oder Metastase (Lymphknoten ja oder
nein) oder unbekannter Ursprung), das Probenalter, das Patientenalter zum Zeitpunkt
der pathologischen Untersuchung, das Patientengeschlecht, der Nekroseanteil und der
Pigmentierungsgrad des Tumors sowie der Tumorzellanteil der makrodissezierten
Gewebeflache.

Die gesamte histologische Dokumentation ist fir einige reprasentative Proben

beispielhaft in Abbildung 4 zusammengefasst.
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Abbildung 4 Ubersicht (iber die erfassten histologischen Parameter mit repriasentativen Beispielen, 200-fache
VergréRerung

39



Die Verteilung aller Proben auf die betrachteten klinisch-pathologischen Merkmale ist in

Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3 Proben- und Patientencharakteristika aller Proben (klinisch-pathologische Parameter)

Charakteristikum Anzahl Proben % Proben
Geschlecht mannlich 149 59,8%
weiblich 100 40,2%
Alter <39 21 8,4%
40-59 86 34,5%
60-79 116 46,6%
>80 26 10,4%
Gewebeursprung Metastase Lympknoten 123 49,4%
Metastase anderer Lokalisation 98 39,4%
Primartumor Haut 18 7,2%
Primé&rtumor anderer Lokalisation 8 3,2%
unbekannt 2 0,8%
Pigmentierungsgrad 0-10% 206 82, 7%
11-25% 22 8,8%
26-50% 15 6,0%
>50% 6 2,4%
Tumorzellanteil der 51-60% 8 3,2%
makrodissezierten 61-70% 6 2,4%
Gewebeflache 71-80% 24 9,6%
81-90% 50 20,1%
91-100% 161 64,7%
Nekroseanteil 0-10% 198 79,5%
11-20% 17 6,8%
21-30% 16 6,4%
31-40% 11 4,4%
41-50% 2 0,8%
51-60% 3 1,2%
61-70% 0 0,0%
71-80% 2 0,8%
Entnahmedatum der Probe 2008 21 8,4%
2009 21 8,4%
2010 34 13,7%
2011 29 11,6%
2012 57 22,9%
2013 77 30,9%
2014 10 4,0%

Fur die Proben aus Antwerpen wurden bei bis auf drei Proben, deren HE-Schnittqualitat
fur die zweite histologische Begutachtung unzureichend war, aufgrund der besseren

Vergleichbarkeit die von uns erhobenen histologischen Parameter verwendet.
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3.2. Vergleich von Idylla-Analyse und Pyrosequenzierung

Fir die ldylla-Methode ergaben sich nach allen Tests und etwaigen Wiederholungen
237 technisch valide Ergebnisse, 12 Proben (12/249 (4,8%)) wiesen nicht ausreichend
DNA fur die Analyse auf (Ergebnismeldung ,Insufficient DNA input). Von diesen 12
Proben konnten funf auch mittels Pyrosequenzierung nicht analysiert werden (5/249
Proben (2%)), da diese zweimal (auch nach erneuter DNA-Extraktion) kein oder nur ein

schwaches PCR-Produkt lieferten.

FUr eine Probe, die in Antwerpen mit der Idylla-Methode untersucht worden war,

standen fur die Pyrosequenzierung keine Schnitte zur Verfligung.

Somit ergeben sich 13 Proben, fur die mit mindestens einem der beiden Verfahren kein
technisch valides Mutationsergebnis gewonnen wurde, und die aufgrund dessen nicht in
die vergleichende statistische Auswertung eingeschlossen wurden. Diese wurde mit
den 236 Proben durchgefihrt, fir die technisch valide Ergebnisse mit beiden Methoden

vorliegen.

Die sieben Proben, die nicht mit dem Idylla-Gerat, aber mittels Pyrosequenzierung
analysiert werden konnten, zeigten hierbei folgende Ergebnisse: In sechs Proben wurde
keine Mutation nachgewiesen, eine Probe zeigte die seltene V600M-Mutation mit einem
niedrigen Anteil mutierter DNA (7,5%). Drei dieser Proben (zweimal Wildtyp, einmal

V600M) stammen vom selben Patienten.

3.2.1. Ergebnisse der Analysen

Die Ergebnisse der genetischen Untersuchungen mittels Idylla-Analyse und
Pyrosequenzierung stellen sich in folgender Weise dar:

Von 236 Proben detektierte die Pyrosequenzierung in 129 Féllen einen Wildtyp und in
107 Fallen eine Mutation, davon 87-mal V600E (inklusive einer niedrigpotenten V600E-
Mutation), zweimal V600E complex bzw. E2, 15-mal V600K, zweimal V600R und
einmal V600G.

Die ldylla-Methode detektierte in 125 von 236 Proben einen Wildtyp und in 111 Fallen
eine Mutation, davon 93-mal V600E/E2/D und 18-mal V600K/R/M. Zum Vergleich: In

41



der Gruppe V600E/E2/D befinden sich fur die Pyrosequenzierung 89 Proben, in der
Gruppe V600K/R/M 17 Proben. Siehe hierzu Abbildung 5.

Ergebnisse der Mutationsanalysen im Vergleich

100% T
18 17

90%

80% -

70%

60%
V600G

50% +—— — V600K/R/M
B V600E/E2/D
40% +—— — Wildtyp

30% -
125 129

20%

10%

0%

Idylla-Analyse Pyrosequenzierung

Abbildung 5 Ergebnisse der Idylla-Analyse sowie Pyrosequenzierung im Vergleich: Die Pyrosequenzierung
detektierte in 107 Proben eine Mutation, davon 89 in der Gruppe V600E/E2/D (87-mal V600E, zweimal V600E2), 17
in der Gruppe V600K/R/M (15-mal V600K, zweimal V600R) sowie eine V600G-Mutation, die Idylla-Methode
detektierte in 111 Proben eine Mutation, davon 93 in der Gruppe V600E/E2/D und 18 in der Gruppe V600K/R/M.

Dies bedeutet fur die Pyrosequenzierung das Vorliegen von BRAF V600-Mutationen in
45,3% der Falle, fur die Idylla-Methode in 47,0% der Falle.

Demnach stimmen die Ergebnisse beider Methoden fir 230 Proben uberein, in sechs
Féllen ergeben sich Abweichungen zwischen dem Ergebnis der Idylla-Analyse und dem
der Pyrosequenzierung. Diese stellen sich so dar, dass die Idylla-Methode in funf Fallen
Mutationen detektierte, in denen die Pyrosequenzierung keine Mutation erfasste,
darunter vier Mal V600E/E2/D und einmal V600K/R/M. Die Pyrosequenzierung
detektierte in einem Fall die Mutation V600G, wahrend die Idylla-Methode keine
Mutation detektierte. Letzeres Ergebnis wird jedoch dem festgelegten Vorgehen
entsprechend als Ubereinstimmend gewertet, da der Idylla-Assay keine Primer zur
Detektion der V600G-Mutation beinhaltet und daher beide Methoden ubereinstimmend
keine V600E/E2/D/K/R/M-Mutation detektierten.
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Dies bedeutet insgesamt 231 von 236 Proben mit Ubereinstimmendem Ergebnis im
Vergleich der zwei Methoden.

Die hier beschriebenen Ergebnisse sind in Tabelle 4 zusammengefasst.

Tabelle 4 Verteilung und Ubereinstimmung der Ergebnisse der Mutationsanalysen mittels Pyrosequenzierung und
Idylla-Methode in absoluten Zahlen. Dunkelgriine Farbung = Ubereinstimmende Ergebnisse, hellgrine Farbung =
Ubereinstimmend keine Proben mit diesem Ergebnis mit beiden Methoden, rote Farbung = abweichende Ergebnisse:
vier Proben mit dem Ergebnis Wildtyp in der Pyrosequenzierung und Mutation V600E/E2/D in der Idylla-Analyse,
eine Probe mit dem Ergebnis Wildtyp in der Pyrosequenzierung und Mutation V600K/R/M in der Idylla-Analyse.

Ergebnis Pyrosequenzierung Gesamt
Mutation Keine
Mutation
V600E |V600E2|V600D |V600K |V600R [V600M (V600G
Mutation |V600E/E2/D
2 87 2 0 0 0 0 0 4 93
ke V600K/R/M
% 0 0 0 15 2 0 0 1| 18 111
Q Keine Mutation
L 0 0 0 0 0 0 1 124 125
Gesamt
87 2 0 15 2 0 1
89 17 1
107 129 236

Der Anteil der Ubereinstimmenden Ergebnisse an allen Ergebnissen und damit die
Gesamtiibereinstimmung auf dichotomer Ebene betragt somit 97,9% (90%Cl 95,7% -
99,0%). Die positive Ubereinstimmung, also der Anteil der konkordanten
mutationspositiven Ergebnisse des Referenztests (Pyrosequenzierung) an allen
positiven Ergebnissen des Referenztests betragt 100% (90% CI 97,5%-100,0%). Die
negative Ubereinstimmung, d. h. der Anteil der konkordanten mutationsnegativen
Ergebnisse des Referenztests an allen negativen Ergebnissen des Referenztests sowie
den Ergebnissen V600A/G, da diese auf dem Idylla-Gerét nicht detektiert werden
kénnen, betragt 96,2% (90% CI 92,3%-98,1%).

Siehe hierzu Tabelle 5 sowie zur Berechnung dieser Werte Tabelle 2 in Abschnitt 2.4.
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Tabelle 5 Prozentuale Ubereinstimmung der Ergebnisse von Pyrosequenzierung und Idylla auf dichotomer Ebene

(Mutation ja oder nein)

Mafzahl Ergebnis

% Gesamtilbereinstimmung 97,9% (90%CI 95,7%-99,0%)
% Positive Ubereinstimmung 100% (90%Cl 97,5%-100,0%)
% Negative Ubereinstimmung 96,2% (90%Cl 92,3%-98,1%)

3.2.2. Automatische Berichterstellung

Abbildung 6 zeigt Beispiele fur einen erstellten Bericht mit dem PyroMark Q24. Hierbei
werden die technischen Grundinformationen angegeben sowie eine Detailauswertung
fur jedes Well, in der man die wéhrend der Analyse gemessene Lichtemission in
zeitlichem Zusammenhang mit der Zugabe der einzelnen Nukleotide ablesen kann. Des
Weiteren werden die automatische Ergebnisinterpretation angegeben sowie Aussagen
zur Qualitat der Messung getroffen und eventuelle Fehlermeldungen oder Warnungen

genannt.

Abbildung 7 zeigt ein Beispiel fur einen erstellten Bericht mit dem Idylla-Gerat.

Hierbei werden ebenfalls fir jeden Test alle technischen Grundinformationen
angegeben. Das Testergebnis wird ausschliellich automatisch ausgewertet, bei
detektierter Mutation werden die zugrundeliegenden genomischen Veranderungen
sowie die Aminosduresequenzen gemald der Empfehlungen der Human Genome

Variation Society (HGVS) angegeben.
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BRAF Report: version 1.0.2

PyroMark Q24: version 2.0.6 .'.‘.
eE98e
QIAGEN®

Analysis of Mutations in Codons 600 and 464-469 in BRAF

NOTE: This BRAF report is intended to be used only in combination with the dedicated BRAF Pyro Kits (catno 971470 and 970470) for applications described in the respective BRAF Pyro Kit handbook.

Run Info

Run Name 2014-04-25-01 BRAF Pyro
Operator CHARITE\patho-per

Run Date/Time 25.04.2014 10:36:54
Instrument Method PyroMark Q24 Method 008

Detailed Results

Well: A1
Assay: BRAF-codon600
Sample ID: B021

100} -

S0

Result Nom d d 0 L. 98.& 7q AT
li Passed yai
Well: A2

Assay: BRAF-codon600
Sample ID: B022

TP cecrossavisesonnesosssosiossssssaessssssessssiansssesseesiesesssscsstosssnsoctssssssensssosencssssissseseesarssssecessseseiosesiee
S0
25,

0

Result Mutation

Frequency 82,3 % units (LOD: 2.4 % units)

Nucleotide Substitution 1799T>A 2
Amino Acid Substituti V600E G . K. 2. & A4 /{/,lz
|Quality Passed

2]
4//(,'.

Abbildung 6 Beispielbericht PyroMark Q24
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TESTRESULTREPORT idylla

powered by B

Sample ID B174
Sample type FFPE tissue
Cartridge ID 16735129

Test type BRAF IUO TTP Version 1.1
Lot ID 00000056 Expiration date 16 0ct 2014
Instrument serial number SER416
Instrument software version 20140320 1532
Console software version 2.0
Test request completed 15 May 2014 (11:39)
Test started 15 May 2014 (11:40)
Test ended 15 May 2014 (13:14)
Test status Released result: Automatic
15 May 2014 (13:14)
Operator LP

Test Result (1) For Investigational Use Only. The performance characteristics of this product have not
been established.

Idylla™ BRAF Mutation Test

BRAF GENOTYPE MUTATION DETECTED IN BRAF CODON 600
Mutation VV600E/V600E2/V600D
Protein HGVS p.(Val600Glu)/p.(Val600Glu)/p.(Val600Asp)
Base Change €.1799T>A/c.1799 1800TG~AA/
¢.1799 1800TG>AT;c.1799 1800TG>AC
Error
None
Comments/Annotations

(1) Information concerning the purpose of the investigational use is available in the study plan.

!1.

CARTIS

Abbildung 7 Beispielbericht Idylla. Angabe der Aminosauresequenz gemal der Empfehlungen der Human Genome
Variation Society (HGVS).
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3.2.3. Wiederholte und manuell bewertete Ergebnisse

In der Pyrosequenzierung werden auch in der Routine-Diagnostik und besonders bei
einer hohen Anzahl parallel analysierter Proben haufig potentiell niedrigfrequent
vorhandene V600A-Mutationen angezeigt, was eventuell durch Stoérsignale aus
benachbarten Wells bedingt ist. Dieses Ergebnis wurde dem Routine-Vorgehen

entsprechend fur insgesamt 64 Proben als Wildtyp bewertet.

Elf Proben, fur die die Pyrosequenzierung potentiell niedrigfrequent vorhandene V600E-
oder V600D-Mutationen, V600A-Mutationen mit Mutationsfrequenzen im Bereich des
LOD oder eine sehr geringe Peak-Hohe ergab, wurden wiederholt analysiert und alle
Ergebnisse in der Zusammenschau betrachtet. Dabei wurde der vollstdndige
Arbeitsprozess (d.h. inklusive DNA-Extraktion) wiederholt, wenn eine der auf der
Mikrotiter-Platte benachbarten Proben eine Mutation aufwies. War dies nicht der Fall,

wurden lediglich die PCR und die Pyrosequenzierung wiederholt.

Fur 13 weitere Proben wurde die Pyrosequenzierung aufgrund technisch nicht auswert-

barer Messungen wiederholt, die Reanalyse nach erneuter PCR verlief erfolgreich.

Die Idylla-Analyse wurde aufgrund von Fehlermeldungen fur zehn Proben erfolgreich
wiederholt.
Eine Probe konnte bei zu geringer DNA-Menge in der ersten Idylla-Analyse erfolgreich

wiederholt werden.

3.2.4. Zeit- und Arbeitsaufwand der Methoden

Fur die Pyrosequenzierung war fur alle Arbeitsschritte vom FFPE-Gewebeschnitt bis
zum endgultigen Ergebnis flr 24 Proben, die jeweils zeitgleich bearbeitet wurden, ein
Zeitaufwand von ca. 25 Stunden nétig mit einer ,Hands-on-time“ von ca. 19 Stunden.
FUr die Bearbeitung nur einer Probe lage die ,Hands-on-time“ bei ca. 6 Stunden, die
,rime-to-result® damit bei ca. 12 Stunden. Dabei sind die Tatigkeiten nur von
ausgebildeten Fachkraften durchzuftihren.

Fur die Idylla-Analyse war vom FFPE-Gewebeschnitt bis zum endgultigen Ergebnis fur
24 Proben ein Zeitaufwand von ca. 40 Stunden mit einer ,Hands-on-time“ von ca. 4
Stunden von No6ten, d.h. pro Probe ca. 10 min Vorbereitungszeit (,Hands-on-time®) und
1,5 Stunden Geratelaufzeit, was zusammen auch der ,Time-to-result* fir eine Probe
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entspricht. Der Arbeitsablauf zeigte sich hierbei einfach und schnell auch von nicht

labortechnisch ausgebildetem Personal zu erlernen.

3.3.

Uberpriufung der Ergebnisse mittels Next Generation Sequencing und

erneuter Pyrosequenzierung

Zur weiteren Uberpriufung und Erkenntnisgewinnung wurden nach Abschluss aller

Pyrosequenzierungen und Idylla-Analysen folgende Proben zusatzlich mittels lon

Torrent PGM sequenziert:

alle funf Proben mit abweichenden Ergebnissen zwischen Idylla-Analyse und
Pyrosequenzierung. Dies sind die Proben B109, B123, B165 und A026, die mit
der Idylla-Methode eine V600/E/E2/D-Mutation, mit der Pyrosequenzierung

jedoch einen Wildtyp zeigten, sowie die Probe B129, die mit der Idylla-Methode

eine V600K/R/M-Mutation und mit der Pyrosequenzierung einen Wildtyp zeigte.

weitere Proben:

funf zuféllig ausgewahlte Proben mit eindeutigem Wildtyp-Ergebnis beider
Methoden (B006, B169, B191 B196 und B202).

sechs Proben mit eindeutigen mutatationspositiven Ergebnissen beider
Methoden. Dabei wurden fir alle detektierten Mutationen zuféllig Proben
ausgewahlt, darunter drei V600E-Mutationen mit unterschiedlichen
Mutationshaufigkeiten (v) (B052 mit v=97,3%, B139 mit v=9,6% und B152
mit v=28,8%), eine V600E-complex-Mutation mit einer Mutationshaufigkeit
von v=42% (B206), eine V600K-Mutation (B205) mit v=51,1% und eine
V600R-Mutation (B175) mit v=60,8%.

eine niedrigfrequente V600E-Mutation mit v=4,7% (B209) (Idylla-Ergebnis:
Mutation V600OE/E2/D) und eine mit dem ldylla-Verfahren nicht analysierbare
V600M-Mutation mit v=7,5% (B140) als sonstige interessante Félle

drei zuféllig ausgewahlte Proben mit als Wildtyp gewerteten potentiell
niedrigfrequent vorhandenen V600A-Mutationen (BO05, B071, B195 und

B204), um das angenommene Vorliegen der Wildtyp-Sequenz zu Uberprufen.

Nach Abschluss aller Analysen stellten sich die ausgewahlten Proben wie folgt dar (zur
Ubersicht siehe Tabelle 6):
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Proben mit abweichenden Ergebnissen

Probe B109 (ldylla-Ergebnis: Mutation V600E/E2/D, Pyrosequenzierungs-
Ergebnis: Wildtyp) wies in der Qualitats-Kontroll-PCR eine sehr schlechte DNA-
Qualitat (sehr schwache 100bp-Bande) und eine fur die NGS-Analyse
unzureichende DNA-Konzentration von 0,7 ng/ul auf. Nach einer bereits hierfur
durchgefihrten zweiten DNA-Extraktion mit dem Maxwell-Kit aus zwei neuen
Schnitten sowie einer Entfernung von PCR-Inhibitoren zeigte sie in der NGS-
Analyse eine V600E-Mutation in v=43,1% der DNA. Aul3erdem wurden hier
insgesamt 192 weitere genomische Variationen im durch das Panel abgedeckten
Bereich des Genoms detektiert.

Fur eine erneute Pyrosequenzierung wurde wiederum aus zwei neuen
Schnittstufen DNA mit dem Maxwell-Kit extrahiert, und nun auch hier eine
V600E-Mutation (v=62,6%) gezeigt.

Fur Probe B123 (ldylla-Ergebnis: Mutation V600E/E2/D, Pyrosequenzierungs-
Ergebnis: Wildtyp) lieRen sich wie fir Probe B109 ebenfalls nur Fragmente von
maximal 100 bp sequenzieren und die Probe wies eine ungentugende DNA-
Menge auf (1,23 ng/ul), sodass auch hier eine Maxwell-Extraktion aus neuen
Schnitten und eine Entfernung von PCR-Inhibitoren durchgefiihrt wurden. Es
zeigte sich eine V600E-Mutation in v=6,2% der DNA sowie auch hier zahlreiche
weitere genomische Variationen im durch das Panel abgedeckten Bereich des
Genoms (n=144).

Eine erneute Pyrosequenzierung nach Maxwell-Extraktion zeigte eine V600E-
Mutation in v=25,4% der DNA.

Fur Probe B165 (ldylla-Ergebnis: Mutation V600E/E2/D, Pyrosequenzierungs-
Ergebnis: Wildtyp) wurde mitttels PGM eine V600E-Mutation detektiert, und zwar
mit einer Mutationshaufigkeit von v=3,4%.

Eine erneute Pyrosequenzierung nach Maxwell-Extraktion zeigte ebenfalls eine
V600E-Mutation mit v=3,8%.

Probe B129 (ldylla-Ergebnis: Mutation V600K/R/M, Pyrosequenzierungs-
Ergebnis: Wildtyp) zeigte in der NGS-Analyse eine V600M-Mutation (c.1798G>A)
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mit v=2,3%, und aullerdem viele weitere niedrigfrequente C:G>T:A-
Substitutionen mit Mutationshaufigkeiten zwischen 0,1 und 2,5% an ca. 50
anderen Positionen, was fur eine Vielzahl von Fixierungsartefakten spricht, da
eine Formalinfixierung zu C:G>T:A-Austauschen durch Desaminierungen von
Cytosin zu Uracil im fixierten Gewebe fiihrt ®’. Um die Frage zu beantworten, ob
der Basenaustausch im BRAF-Gen also eine echte Mutation ist oder eines der
vielen Fixierungsartefakte, wurde die NGS-Analyse aus mittels Maxwell-Kit neu
isolierter DNA und nach einem Uracil-DNA-Glykosylsase(UDG)-Verdau
wiederholt. Dieser Verdau kann Fixierungsartefakte in FFPE-Gewebe deutlich
reduzieren .

Die Probe wurde nun einmal mit und einmal ohne UDG-Verdau erneut PGM-
analysiert und zeigte nun auch ohne Verdau V600M-Mutationen in nur noch
0,3% der Reads, mit UDG-Verdau keine Mutation mehr. (Dies spricht dafir, dass
es sich beim detektierten Basenaustausch um Fixierungsartefakte handelt, siehe
auch Abschnitt 4.1.2.)

Fur diese Probe wurde keine erneute Pyrosequenzierung durchgefihrt.

Fur Probe A026 (ldylla-Ergebnis: Mutation V600E/E2/D, Pyrosequenzierungs-
Ergebnis: Wildtyp) wurde nach einer Sichtkontrolle der fur die Analysen
verwendeten Areale festgestellt, dass fur die Idylla-Analyse eine deutlich andere
Gewebeflache makrodisseziert worden war als fur die Pyrosequenzierung und
die NGS-Analyse (Ergebnis: Wildtyp). Die erneute Pyrosequenzierung nach
Maxwell-Extraktion aus demselben Tumorareal, das fur die Idylla-Analyse
verwendet worden war, zeigte eine V600E-Mutation in v=7,7% der DNA und

somit eine Ubereinstimmung von Idylla- und Pyrosequenzierungsergebnis.

Insgesamt konnten in drei Fallen mittels ldylla Mutationen nachgewiesen und durch

weitere Analysen bestatigt werden, die durch die Pyrosequenzierung nicht detektiert

worden waren. In einem Fall konnte eine von Idylla detektierte Mutation nicht bestéatigt

werden.

Weitere Proben

Insgesamt ergaben sich hier keine Widerspriiche zwischen den Ergebnissen aller drei

Untersuchungen:
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Far die funf Wildtyp-Proben konnte die Halbleitersequenzierung die Ergebnisse
der Idylla-Analyse sowie der Pyrosequenzierung in allen Fallen bestatigen, die

Coverage lag hier bei mindestens 5652 Reads.

Ebenso wurde fur alle Beispiele mit Mutationsnachweis jeweils dieselbe Mutation
detektiert. Fur die Probe B052 (V600E) lag die Mutationshaufigkeit bei v=41,7%,
in der Pyrosequenzierung bei v=97,3%. Fir alle anderen Proben lagen auch die
Mutationshaufigkeiten in einem &ahnlichen Bereich: B139 (V600E): v=11,8%
(Pyrosequenzierung: 9,6%), B152 (V600E): v=39,8% (28,8%), B206 (V600E-
complex): v=52,3% (42%), B205 (V600K): v=44,1% (51,1%), B175 (V600R):
v=65% (60,8%).

Die niedrigfrequente Mutation V600E (Mutationshaufigkeit: v=4,7%) (B209)
(Idylla-Ergebnis: Mutation V600E/E2/D) zeigte in der Halbleitersequenzierung
ebenfalls eine V600E-Mutation mit einer Mutationshaufigkeit von v=3,4%. Die
Probe B140 (ldylla-Analyse nicht mdglich wegen zu geringer DNA-Menge,
Pyrosequenzierungs-Ergebnis V600M, v=7,5%) wies eine sehr schlechte DNA-
Qualitat auf (schwache 100bp-Bande in Qualitats-Kontroll-PCR), und ergab auch
nach Entfernung von PCR-Inhibitoren eine Coverage von nur 17 Reads. Diese

Probe wurde nicht weiter analysiert.

Die drei als Wildtyp gewerteten potentiell niedrigfrequent vorhandenen V600A-

Mutationen zeigten keine Mutationen auf mindestens 4882 Reads
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Tabelle 6 Ergebnisse aller Analysen (ldylla, Pyrosequenzierung, NGS, erneute Pyrosequenzierung nach Maxwell-

Extraktion) fir die Proben mit abweichenden Ergebnissen und einige reprasentative Beispiele. WT = Wildtyp.

Pvro Pyrosequen-
Idylla y . NGS PGM (Life zierung nach
Proben-ID . . sequenzierung Bemerkungen
(Biocartis) (Qiagen) Tech.) Maxwell-
9 Extraktion
B109 V60OE/E2/D WT VGOOE (43,1%) VBOOE (62,60%) oo Detektionvon
insgesamt 192 Mutationen
B123 V60OE/E2/D WT VBOOE (62%) VGOOE (254%) \©: Detektionvon
insgesamt 144 Mutationen
B165 V600E/E2/D WT V600E (3,4%) V600E (3,8%)
VG0OM (2,35%), Subatitionen, detekterer
B129 V600K/R/M WT nach UDG- ’ .
Basenaustausch vermutlich
Verdau WT =
Fixierungsartefakt
Unterschiedliches
A26 V60OE/E2/D  WT WT V6O0OE (7,7%)  umorareal mikrodisseziert
fur Idylla und erste Pyro-
sequenzierung/NGS
5 Proben WT WT WT
B052 V600E/E2/D V600E (97,3%)  VG600E (41,7%)
B139 V600E/E2/D V600E (9,6%) V600E (11,8%)
B152 V600E/E2/D V600E (28,8%) VG600E (39,8%)
B206 V600E/E2/D V600E2 (42%) V600E2 (52,3%)
B205 V600K/R/M V600K (51,1%) V600K (44,1%)
B175 V600K/R/M  V600R (60,8%) V600R (65%)
B209 V600E/E2/D V600E (4,7%) V600E (3,4%)
ungenugende o .
B140 DNA-Menge V600M (7,5%) WT (unsicher)
WT (potentiell
3 Proben WT niedrigfrequent WT
vorhandene
Mutation V600A)
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3.4. Auswertung der Mutationsanalysen in Bezug auf Mutations-
frequenzen und klinisch-pathologische Parameter

Fur die Auswertung der Ergebnisse der Mutationsanalysen in Bezug auf die klinisch-
pathologischen Parameter wurden die 236 Proben mit technisch validen Ergebnissen
fur beide Methoden (siehe Abschnitt 3.2) in die Auswertung mit eingeschlossen und von
den 12 Patienten, von denen mehrere Proben untersucht wurden, je eine gtiltige Probe
ausgewahlt. Diese Auswahl wurde zuféallig getroffen, da hier keine Widerspriche
zwischen den Patienten in Bezug auf das Vorhandensein einer BRAF-Mutation
auftraten und lediglich geringfligige Abweichungen zwischen den zusammengehorigen
Proben in Bezug auf den Nekroseanteil und das Pigmentierungslevel vorliegen. Ebenso
befinden sich unter den Proben eines Patienten, von dem finf Proben untersucht
wurden, drei der 12 ungultigen Ergebnisse aufgrund ungenigender DNA-Menge fur die

Idylla-Analyse, die aus diesem Grund bereits ausgeschlossen wurden.

Insgesamt wurden also 224 Proben im Hinblick auf klinisch-pathologische
Charakteristika ausgewertet. Die Verteilung auf die erhobenen Parameter fir diese 224

Proben findet sich in Tabelle 7.
Hierbei wurden die Ergebnisse der Pyrosequenzierung verwendet, da insgesamt

geringe Unterschiede zwischen den Ergebnissen der beiden Methoden bestehen und

die Pyrosequenzierung die Referenz- und Routinemethode darstellt.

53



Tabelle 7 Proben- und Patientencharakteristika der fir die Auswertung der klinisch-pathologischen Korrelationen

verwendeten Proben (nur technisch valide Ergebnisse mit beiden Methoden und je nur eine Probe pro Patient)

Charakteristikum Anzahl Proben % Proben
Geschlecht mannlich 132 58,9%
weiblich 92 41,1%
Alter <39 19 8,5%
40-59 74 33,0%
60-79 108 48,2%
>80 23 10,3%
Gewebeursprung Metastase Lympknoten 112 50,0%
Metastase anderer Lokalisation 89 39, 7%
Primartumor Haut 13 5,8%
Primartumor anderer Lokalisation 8 3,6%
unbekannt 2 0,9%
Pigmentierungsgrad 0-10% 186 83,0%
11-25% 19 8,5%
26-50% 14 6,3%
>50% 5 2,2%
Tumorzellanteil der 51-60% 6 2,7%
makrodissezierten 61-70% 5 2,2%
Gewebeflache 71-80% 20 8,9%
81-90% 44 19,6%
91-100% 149 66,5%
Nekroseanteil 0-10% 176 78,6%
11-20% 17 7,6%
21-30% 14 6,3%
31-40% 10 4,5%
41-50% 2 0,9%
51-60% 3 1,3%
61-70% 0 0,0%
71-80% 2 0,9%
Entnahmedatum der Probe 2008 16 7,1%
2009 19 8,5%
2010 28 12,5%
2011 26 11,6%
2012 54 24,1%
2013 73 32,6%
2014 8 3,6%
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3.4.1. Frequenzen der BRAF V600-Mutationen

Die Ergebnisse der Pyrosequenzierung zeigen eine Frequenz der untersuchten BRAF-
Mutationen im Codon 600 von 43,8% (98 Proben) im untersuchten Probenkollektiv
(n=224).

An diesen Mutationen betrdgt der Anteil der V600E-Mutationen (inklusive
niedrigfrequente Mutationen) 84,7% (83 Proben), der Anteil der V600OE2-Mutationen 2%
(2 Proben). Der Anteil der V600K-Mutationen betragt 11,2% (11 Proben), der Anteil der
V600R- und V600G-Mutationen liegt bei je 1% (je eine Probe).

Diese Verteilung ist in Abbildung 8 dargestellt.

Mutationsfrequenzen

WT
BV600E

V600K
HV600E2

V600G
BV600R

56,3%

| \2%
1% \_19%

Abbildung 8 Anteil mutierter Melanomproben sowie Verteilung der einzelnen detektierten Mutationen geman
Pyrosequenzierungsergebnis fiir die in die klinisch-pathologische Auswertung eingeschlossenen Proben. 43,8% der
untersuchten Proben wiesen aktivierende BRAF V600-Mutationen auf. Davon waren 84,7% V600E-Mutationen,
11,2% V600K-Mutationen, 2% V600E2-Mutationen und je 1% V600G- und V600R-Mutationen.

3.4.2. Korrelationen klinisch-pathologischer Parameter mit dem Sequenzierungs-
ergebnis

Fir mogliche Zusammenhé&nge zwischen den erfassten Kklinisch-pathologischen
Parametern (siehe Abschnitt 3.1) und den Ergebnissen der genetischen Analyse

ergeben sich die unten folgenden Korrelationen.
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Patientengeschlecht

Zwischen den Geschlechtern besteht kein signifikanter Unterschied in Bezug auf den
Mutationsstatus (p=0,09, 2-seitig). Der Anteil aller Patienten (n=224), die eine BRAF
V600-Mutation aufwiesen, lag bei 43,8% (98 Patienten). Der Anteil der mannlichen
Patienten mit einer Mutation lag bei 48,5% (64 von 132 Patienten) und der Anteil der
weiblichen Patientinnen mit einer Mutation bei 37,0% (34 von 92 Patientinnen). Siehe
hierzu Abbildung 9.

Zusammenhang Mutationsstatus - Geschlecht

Ergebnis
Pyroseqguenzierung

W utetion
W wildtyp

60

40

Anzahl der Proben

20

mé&nnlich weiblich
Geschlecht

Abbildung 9 Zusammenhang zwischen dem Mutationsstatus und dem Geschlecht: Insgesamt wiesen 98 der

untersuchten Melanom-Proben (43,8% aller Patienten (n = 224)) eine BRAF-Mutation im Codon 600 auf. Darunter

waren 64 mannliche Patienten (48,5% aller mannlichen Patienten (132 Proben)) und 34 weibliche Patientinnen

(37,0% aller weiblichen Patientinnen (92 Proben)). Dabei besteht zwischen den Gruppen nach Geschlecht kein

signifikanter Unterschied in Bezug auf den Mutationsstatus (p =,09).
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Patientenalter

Unter den jiungeren Patienten waren BRAF-Mutationen signifikant haufiger als unter den
alteren Patienten des untersuchten Kollektivs. In vier Altersgruppen von je 20 Jahren
wies die Gruppe der Patienten jinger als 39 Jahre (19 Patienten) zu 57,9% BRAF
V600-Mutationen auf, die Gruppe zwischen 40 und 59 Jahren (74 Patienten) zu 51,4%,
die Gruppe zwischen 60 und 79 Jahren (108 Patienten) zu 40,7% und die Gruppe der
Patienten &lter als 80 Jahre (23 Patienten) zu 21,7% (p=0,005) (siehe Abbildung 10).
Dabei machten V600E-Mutationen in allen Gruppen den grof3ten Anteil aus. Dieser lag
bei 90,9% (10/11 Proben) in der ersten, 84,2% (32/38 Proben) in der zweiten, 84,1%
(37/44 Proben) in der dritten und 80% (4/5 Proben) in der vierten Altersgruppe, der
Anteil der V600K-Mutationen lag in derselben Reihenfolge bei 0% (0/11 Proben), 13,2%
(5/38 Proben), 11,4% (5/44 Proben) und 20% (1/5 Proben) (p=0,007). Von den
seltenen V600E2-, R- und G-Mutationen fanden sich je eine V600E2-Mutation in der
ersten und dritten, die V600R-Mutation in der zweiten und die V600G-Mutation in der
dritten Altersgruppe (siehe Abbildung 11).

Zusammenhang Mutationstatus - Alter

Ergebnis
Pyrosequenzierung

M rutation
Ewvilcttyp
B0

Anzahl der Proben

209

40-59 60-79 =80
Altersgruppen [Jahre]
Abbildung 10 Zusammenhang zwischen dem Mutationsstatus und dem Alter (n =224): In der Altersgruppe jinger als
39 Jahre wiesen 11 Patienten eine BRAF-Mutation im Codon 600 auf (57,9% aller Patienten der Gruppe (19
Patienten)), in der Altersgruppe 40-59 Jahre 38 Patienten (51,4% aller Patienten der Gruppe (74 Patienten)), in der
Altersgruppe 60-79 Jahre 44 Patienten (40,7% aller Patienten der Gruppe (108 Patienten)) und in der Altersgruppe
alter als 80 Jahre 5 Patienten (21,7% aller Patienten der Gruppe (23 Patienten)). Damit besteht zwischen den
Gruppen nach Alter ein signifikanter Unterschied in Bezug auf den Mutationsstatus (p=,005).
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Verteilung der verschiedenen Mutationen nach Alter

Ergebnis
Pyrosequenzierung
Ewilctyp  lvE00K
W veooE [Jweoor
&0 Oveooez  MWve00G

40

Anzahl der Proben

207

=39 40-39 60-79 =80
Altersgruppen [Jahre]
Abbildung 11 Verteilung der untersuchten Mutationen auf die Altersgruppen (n=224): In der Altersgruppe jiinger als
39 Jahre (19 Proben): Anteil der V600OE-Mutationen an allen Mutationen: 90,0% (10/11), Anteil der V600K-
Mutationen: 0%, in der Altersgruppe 40-59 Jahre (74 Proben): V600E: 84,2% (32/38) V600K: 13,2% (5/38), in der
Altersgruppe 60-79 Jahre (108 Proben): V600E: 84,1% (37/44) V600K: 11,4% (5/44), in der Altersgruppe é&lter als 80
Jahre: V600E: 80% (4/5), V600K 20% (1/5). V600E2-Mutationen fanden sich in zwei Proben (Altersgruppe jinger als
39 Jahre und Altersgruppe 60-79 Jahre), V600G- und V600R-Mutationen in je nur einer Probe (Altersgruppe 60-79
Jahre bzw. Altersgruppe 40-59 Jahre). Damit besteht zwischen den Gruppen nach Alter ein signifikanter Unterschied

in Bezug auf die Verteilung der untersuchten Mutationen (p =,007).
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Ursprung des Tumorgewebes

Hinsichtlich des Gewebeursprungs besteht kein signifikanter Unterschied in Bezug auf
den Mutationsstatus (p=0,157). Es zeigte sich hier ein Mutationsanteil von 42,9% unter
den Lymphknotenmetastasen (insgesamt 112 Proben), ein Anteil von 46,1% unter den
Metastasen anderer Lokalisation (insgesamt 89 Proben), ein Anteil von 61,5% unter
den priméren Hautmelanomen (insgesamt 13 Proben) und ein Anteil von 12,5% unter
den Priméartumoren anderer Lokalisation (insgesamt 8 Proben). Die grafische

Darstellung dieser Verteilung findet sich in Abbildung 12.

Zusammenhang Mutationsstatus - Gewebeursprung

Ergebnis
Pyrosequenzierung

B Mutation

VWil
50 Ewitcttyp

40

Anzahl der Proben

2049

Metastase Metastase Prima&rtumaor Prim&rturmor unbekannt
Lymphknoten anderer anderer Haut
Lokalisation Lokalisation

Gewebeursprung

Abbildung 12 Zusammenhang zwischen dem Mutationsstatus und dem Gewebeursprung: Insgesamt wiesen 98 der
untersuchten Melanom-Proben (43,8% aller Patienten (n=224)) eine BRAF-Mutation im Codon 600 auf. Unter den
Lymphknotenmetastasen (112 Proben) lag der Anteil der Proben mit Mutation bei 42,9% (48 Proben), unter den
Metastasen anderer Lokalisation (In-Transit- und Fernmetastasen, 89 Proben) bei 46,1% (41 Proben), unter den Pri-
martumoren der Haut (13 Proben) bei 61,5% (8 Proben), unter den Primartumoren anderer Lokalisation (8 Proben)
bei 12,5% (eine Probe) und unter den Tumoren unbekannten Ursprungs (2 Proben) bei 0%. Damit besteht zwischen
den Gruppen nach Gewebeursprung kein signifikanter Unterschied in Bezug auf den Mutationsstatus (p =,157).
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Pigmentierungsgrad

Die Gruppe der nicht oder niedrig pigmentierten Melanome (0-10% pigmentierte Tumor-
zellen, 186 Proben) wies zu 46,2% V600-Mutationen auf, die der pigmentierten Melano-
me (>10% pigmentierte Tumorzellen, 38 Proben) zu 31,6% (p=0,097) (siehe Abbildung
13). Damit besteht zwischen den Gruppen kein signifikanter Unterschied (p =0,097).

Zusammenhang Mutationsstatus - Pigmentierungsgrad

120 Ergebnis
Pyrosequenzierung

B Mutation
Ewilcttyp

Anzahl der Proben

0-10% =10%

Anteil pigmentierter Tumorzellen
Abbildung 13 Zusammenhang zwischen dem Mutationsstatus und dem Pigmentierungsgrad: Insgesamt wiesen 98
der untersuchten Melanom-Proben (43,8% aller Patienten (n=224)) eine BRAF-Mutation im Codon 600 auf. Unter
den nicht oder niedrig pigmentierten Tumoren (0-10% pigmentierte Tumorzellen) (186 Proben) lag der Anteil der
Proben mit Mutation bei 46,2% (86 Proben), unter den mittel bis sehr stark pigmentierten Tumoren (>10%

pigmentierte Tumorzellen) (38 Proben) bei 31,6% (12 Proben). Damit besteht zwischen den Gruppen nach dem
Pigmentierungsgrad kein signifikanter Unterschied in Bezug auf den Mutationsstatus (p=,097).
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Tumorzellanteil

Die Gruppe der weniger tumorzelldichten Melanome (<90% Tumorzellanteil, 75 Proben)
wies mit 46,7% zu einem &hnlichen Anteil Mutationen auf wie die Gruppe der maximal
tumorzelldichten Melanome (>90% Tumorzellanteil, 149 Proben) mit 42,3% (p=0,53)
(siehe Abbildung 14).

Zusammenhang Mutationsstatus - Tumorzellanteil

Ergebnis
Pyrosequanzierung

W utation
Ewilctyp

100

809

60-

404

Anzahl der Proben

204

<80%

Tumorzellanteil

Abbildung 14 Zusammenhang zwischen dem Mutationsstatus und dem Tumorzellanteil: Insgesamt wiesen 98 der
untersuchten Melanom-Proben (43,8% aller Patienten (n=224)) eine BRAF-Mutation im Codon 600 auf. Unter den
Proben mit <90% Tumorzellanteil an der makrodissezierten Gewebeflache (75 Proben) lag der Anteil der Proben mit
Mutation bei 46,7% (35 Proben), unter den Proben mit >90% Tumorzellanteil an der makrodissezierten
Gewebeflache (149 Proben) bei 42,3% (63 Proben). Damit besteht zwischen den Gruppen nach Tumorzellanteil kein
signifikanter Unterschied in Bezug auf den Mutationsstatus (p =,53).
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Nekroseanteil
Die Tumoren ohne nekrotische Zellen (<10% Nekroseanteil, 176 Proben) zeigten zu
43,2% Mutationen, die Tumoren mit einem Nekroseanteil von Uber 10% (48 Proben) zu

45,8% (p=0,74) (siehe Abbildung 15).

Zusammenhang Mutationsstatus - Nekroseanteil

1207 Ergebnis
Pyrosequenzierung

W Mutation
Ewilctyp

Anzahl der Proben

Nekroseanteil
Abbildung 15 Zusammenhang zwischen dem Mutationsstatus und dem Nekroseanteil: Insgesamt wiesen 98 der
untersuchten Melanom-Proben (43,8% aller Patienten (n=224)) eine BRAF-Mutation im Codon 600 auf. Unter den
Proben mit <10% Nekroseanteil an der makrodissezierten Gewebeflache (176 Proben) lag der Anteil der mutierten
Proben bei 43,2% (76 Proben), unter den Proben mit >10% Tumorzellanteil an der makrodissezierten Gewebeflache
(48 Proben) bei 45,8% (22 Proben). Damit besteht zwischen den Gruppen nach Nekroseanteil kein signifikanter
Unterschied in Bezug auf den Mutationsstatus (p =,74).
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Probenalter

Unter den &lteren Proben (Entnahmedatum vor 2013, 143 Proben) zeigten 44,8% eine
BRAF V600-Mutation, wahrend unter den neueren Proben (Entnahmedatum ab Januar
2013, 81 Proben) 42% eine Mutation zeigten (siehe Abbildung 16). Dieser Unterschied
ist nicht signifikant (p=0,69).

Zusammenhang Mutationsstatus - Probenalter

Ergebnis
Pyrosequenzierung

B tutation
W wiletyp

Anzahl der Proben

Entnahmedatum

Abbildung 16 Zusammenhang zwischen dem Mutationsstatus und dem Probenalter: Insgesamt wiesen 98 der
untersuchten Melanom-Proben (43,8% aller Patienten (n=224)) eine BRAF-Mutation im Codon 600 auf. Unter den
Proben aus den Jahren vor 2013 (143 Proben) lag der Anteil der mutierten Proben bei 44,8% (64 Proben), unter den
Proben ab dem Jahr 2013 (81 Proben) bei 42% (34 Proben). Damit besteht zwischen den Gruppen nach Probenalter
kein signifikanter Unterschied in Bezug auf den Mutationsstatus (p =,69).
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3.5. Methodische Abweichungen

Aufgrund eines nicht vorhandenen HE-Schnittprdparates konnte fir einen Fall aus
Antwerpen keine mikroskopische Auswahl der zu verwendenden Gewebeflache
durchgefihrt werden. Die makrodissezierte Gewebeflache wurde fir diese Probe

makroskopisch am ungeférbten Schnitt ausgewabhilt.
Ein Schnitt wurde vor der Idylla-Analyse versehentlich gemafR der Anleitung fur die

DNA-Extraktion fur die Pyrosequenzierung deparaffiniert. Die Analyse konnte jedoch

erfolgreich durchgefiihrt werden.
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4. Diskussion

Die hier durchgefiihrten Analysen zeigen eine hohe Ubereinstimmung der Ergebnisse
der PCR-basierten Idylla-Methode mit den Ergebnissen der Pyrosequenzierung (97,9%,
90% CI 95,7%-99%) sowie der Uberprufung mittels Halbleitersequenzierung (lon
Torrent PGM) und wiederholter Pyrosequenzierung. In drei von vier Fallen mit
abweichenden Ergebnissen wurden die Idylla-Ergebnisse bestatigt. In einem Fall
lieferte die Idylla-Methode artefaktbedingt ein falsch-positives Ergebnis.

Die Idylla-Methode erwies sich als sehr sensitiv in der Detektion von BRAF V600-
Mutationen, aul3erdem zeigte sie eine hohe Anwenderfreundlichkeit und einen deutlich
geringeren Zeit- und Arbeitsaufwand als die Pyrosequenzierung.

Siehe hierzu Abschnitt 4.1.

Die detektierten Mutationsfrequenzen stimmten mit den Ergebnissen anderer Autoren

Uberein 7414445,

Signifikante  Korrelationen  zwischen  klinisch-pathologischen
Parametern und dem Mutationsstatus ergaben sich in Bezug auf das Patientenalter.

Siehe hierzu Abschnitt 4.3.
4.1. Vergleich von Idylla-Analyse und Pyrosequenzierung

4.1.1. Primare Ubereinstimmung der Ergebnisse von Pyrosequenzierung und
Idylla-Analyse

Die Gesamtiibereinstimmungsrate von 97,9% mit einem 90%-Konfidenzintervall von
95,7%-99,0% bestatigt die Validitat der neu entwickelten Idylla-Methode durch eine

hohe Konkordanz mit der Standardmethode der Pyrosequenzierung.

4.1.2. Detaillierte  Betrachtung der mittels Next-Generation-Sequencing
Uberpriften Ergebnisse

Proben mit abweichenden Ergebnissen

Folgende Besonderheiten ergeben sich fir die Betrachtung der diskordanten Proben:

B109 (ldylla-Ergebnis: Mutation V600E/E2/D, Pyrosequenzierungs-Ergebnis:
Wildtyp, NGS-Ergebnis: Mutation V600E (v=43,1%), Ergebnis der erneuten
Pyrosequenzierung: Mutation V600E (v=62,6%)) und B123 (ldylla-Ergebnis: Mutation
V600E/E2/D, Pyrosequenzierungs-Ergebnis: Wildtyp, NGS-Ergebnis: Mutation V600E
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(v=6,2%), Ergebnis der erneuten Pyrosequenzierung: Mutation V600E (v=25,4%)):
Fur diese Proben konnten alle weiteren Analysen das ldylla-Ergebnis bestatigen. Die
Pyrosequenzierung lieferte unter Verwendung des Saulenbasierten Qiagen-Kits fir die
DNA-Extraktion also ein falsch negatives Ergebnis.

Verantwortlich hierfur ist am ehesten die schlechte DNA-Qualitat der beiden Proben,
das heil3t, dass mdoglicherweise aufgrund einer starken DNA-Fragmentierung in den
Tumorzellen genomische DNA nur aus mitprapariertem Normalgewebe, nicht aber aus
den Tumorzellen erfolgreich amplifiziert werden konnte. Die Funktionsweise der Idylla-
Methode wird hierdurch maglicherweise aufgrund der verwendeten Primer nicht gestort.
Die im Vergleich zu anderen Proben zahlreichen weiteren genomischen Variationen, die
in der NGS-Analyse gefunden wurden, konnten (ebenfalls aufgrund der schlechten
DNA-Qualitat) am ehesten Artefakte durch die Multiplex-PCR im Rahmen der Library-
Erstellung fur die PGM-Sequenzierung darstellen.

Die unterschiedliche detektierte Mutationshaufigkeit von NGS-Analyse und zweiter
Pyrosequenzierung kénnte bei Probe B109 (v=43,1% bzw. 62,6%) auf die Extraktion
aus neu geschnittenem Gewebe zuriick zu fuhren sein, bei Probe B123 (v=6,2% bzw.
25,4%) ist der Unterschied allerdings sehr deutlich und abgesehen von einer méglichen
bestehenden Tumorheterogenitat hier nicht erklarbar.

B165 (ldylla-Ergebnis: Mutation V600E/E2/D, Pyrosequenzierungs-Ergebnis:
Wildtyp, NGS-Ergebnis: Mutation V600E (v=3,4%), Ergebnis der erneuten
Pyrosequenzierung: Mutation V600E (v=3,8%)): Fur diese Probe bestatigten die NGS-
Analyse sowie die erneute Pyrosequenzierung ebenfalls das Idylla-Ergebnis. Die
Mutationshaufigkeit von ca. 3% liegt im Bereich der Detektionsgrenze der
Pyrosequenzierung (2,4 % fur die Detektion von V600E-Mutationen) und kdnnte auch
aus diesem Grund wahrend der ersten Analyse nicht detektiert worden sein. Dies wiirde
bedeuten, dass die Idylla-Methode sensitiver ist.

B129 (ldylla-Ergebnis: Mutation V600K/R/M, Pyrosequenzierungs-Ergebnis:
Wildtyp, NGS-Ergebnis vor UDG-Verdau: Mutation V600M (2,3%), NGS-Ergebnis nach
UDG-Verdau: Wildtyp): Fiur diese Probe konnte mittels NGS-Analyse zwar initial ein
dem Idylla-Ergebnis entsprechender niedrigfrequenter Basenaustausch detektiert
werden. Dieser stellt jedoch hochst wahrscheinlich ein Fixierungsartefakt dar, da er

nach UDG-Verdau nicht mehr nachweisbar war.
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Die Idylla-Methode detektierte hier also vermutlich technisch korrekt den vorhandenen
Basenaustausch, lieferte aber dennoch ein falsch-positives Ergebnis, das sich
wahrscheinlich auf Artefakte durch die Formalin-Fixierung grindet.

A26 (ldylla-Ergebnis: Mutation V600E/E2/D, Pyrosequenzierungs-Ergebnis:
Wildtyp, NGS-Ergebnis: Wildtyp, Pyrosequenzierungs-Ergebnis nach Korrektur des
Tumorareals: Mutation V600E (v=7,7%)): Fur diese Probe liegt die Diskordanz
zwischen beiden Ergebnissen in der Verwendung eines jeweils anderen Tumorareals
fur die Idylla-Analyse und die Pyrosequenzierung begriindet. Die erneute
Pyrosequenzierung zeigte eine Ubereinstimmung mit dem Idylla-Ergebnis, es ist also
davon auszugehen, dass die Idylla-Analyse ein der Standardmethode entsprechendes,
richtiges Ergebnis lieferte.

Konkordante Proben

Die Ubereinstimmung aller drei Methoden in Bezug auf die eindeutigen Ergebnisse
sowohl mit als auch ohne Mutation bestatigen die Validitat der beiden verglichenen
Methoden. In Probe B052 (ldylla-Ergebnis: Mutation V600E/E2/D, Pyrosequenzierungs-
Ergebnis: Mutation V600E (v=97,3%), NGS-Ergebnis: Mutation V600E (v=41,7%) ist
die Allelfrequenz laut NGS-Analyse nur halb so hoch wie laut Pyrosequenzierung. Hier
konnte eventuell auch eine Mutation auf dem Wildtyp-Allel im Bereich der Primer-
Bindungsstelle der Pyrosequenzierungs-Primer vorliegen, die die Amplifikation nur

dieses Allels verhindert hat.

Die zuséatzlich untersuchte Probe B140 (Pyrosequenzierungs-Ergebnis V600M,
v=7,5%) konnte im Rahmen der PGM-Analyse nicht ausreichend amplifiziert werden.
Auch die Idylla-Analyse konnte aufgrund einer zu geringen DNA-Menge nicht
durchgefihrt werden und die Pyrosequenzierung war beim ersten Durchlauf nicht
moglich. Das Pyrosequenzierungs-Ergebnis kann somit nicht tberprift und sicher
eingeordnet werden. Eine Kontamination ist jedoch unwahrscheinlich, da zu keiner Zeit

weitere V600M-Mutationen detektiert wurden.

Die Bestatigung der Kkorrigierten potentiell niedrigfrequent vorhandenen V600A-

Mutationen als Wildtyp konnte dieses Vorgehen als korrekt bestatigen.
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4.1.3. Ubereinstimmung der Methoden in Zusammenschau aller Analysen

In drei von vier Fallen mit abweichendem Ergebnis zwischen Idylla-Methode und
Pyrosequenzierung konnten die weiteren Analysen (NGS-Analyse und/oder erneute
Pyrosequenzierung nach Maxwell-Extraktion) die Ergebnisse der Idylla-Analyse
bestatigen. In einem Fall war dies nicht mdglich, wie oben erlautert. Ein finfter Fall
zeigte nach Uberprifung der verwendeten Tumorareale keine abweichenden
Ergebnisse mehr.

Die Pyrosequenzierung lieferte dementsprechend drei falsch-negative Ergebnisse. Die
Idylla-Methode lieferte ein falsch-positives Ergebnis, vermutlich aufgrund von
Fixierungsartefakten. Sie detektierte Mutationen im Bereich einzelner Basen also hoch

sensitiv im Vergleich zur Pyrosequenzierung.

4.1.4. Vergleich der Methoden in Bezug auf Aufwand und Ergebnisqualitét

Die Pyrosequenzierung ist fur die BRAF-Analyse in der pathologischen
Routinediagnostik etabliert, da sie im Vergleich zur Kettenabbruchmethode schneller,
sensitiver, mit weniger Arbeitsaufwand und gunstiger durchzufihren ist und eine

geringere Detektionsgrenze aufweist >68°9,

Die Lange der untersuchten Sequenz ist zwar auf bis zu 50 Basenpaare (bp) begrenzt,
was die Methode jedoch ebenfalls fir die BRAF-Untersuchung geeignet macht, da sich
die Uberwiegende Mehrheit der klinisch relevanten Mutationen innerhalb eines Exons

befindet 471,

Dennoch ist die Methode mit einem relativ hohen Arbeits- und Zeitaufwand verbunden
und kommt daher nur in gréReren pathologischen Routinelaboren zum Einsatz. Die
Wartezeit auf das Ergebnis kann dadurch verlangert und eine eventuelle Therapie
verzogert werden.

Die Idylla-Methode zeigte sich mit einer ,Hands-on-time“ von ca. 10 min und einer
,Time-to-result® von ca. 1,7 Stunden im Vergleich zur Pyrosequenzierung mit einer
,Hands-on-time“ von ca. 6 Stunden und einer ,Time-to-result® von 12 Stunden deutlich
weniger zeitaufwendig.

Da bei der Pyrosequenzierung einige Arbeitsschritte sowie die Geratelaufzeit
unabhangig von der Probenzahl sind, lasst sich durch gleichzeitige Bearbeitung
mehrerer Proben der Zeitaufwand pro Probe reduzieren. Fur 24 Proben, die in der
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Routine-Anwendung noch gut handhabbar sind, ist der Zeitaufwand insgesamt mit ca.
25 Stunden daher geringer als der der Idylla-Analyse mit ca. 36 Stunden. Die ,Hands-
on-time® ist dann mit ca. 19 Stunden (Pyrosequenzierung) statt 4 Stunden (ldylla)
allerdings immer noch deutlich héher.

Des Weiteren zeigte sich der Arbeitsablauf des ldylla-Verfahrens deutlich einfacher und
schnell zu erlernen.

Das Kontaminationsrisiko wird durch die Einmalverwendung und den Sicherheitsver-

schluss der ldylla-Kartuschen reduziert.

Mittels Pyrosequenzierung konnten fir mehr Proben technisch valide Ergebnisse
gewonnen werden als mit der ldylla-Methode, fur die die DNA-Menge haufiger nicht
ausreichend war. Alle Proben, fir die die DNA im Rahmen der Pyrosequenzierung nicht
amplifiziert werden konnte, konnten auch mittels Idylla-Methode nicht analysiert werden.
Die Pyrosequenzierung scheint also auch bei geringeren DNA-Konzentrationen gultige

Ergebnisse liefern zu kdnnen als die Idylla-Methode.

Des Weiteren ist der Uber die Feststellung einer Mutation hinausgehende Informations-
gehalt der Idylla-Ergebnisse geringer als bei der Pyrosequenzierung: Die Methode
liefert keine Informationen Uber die genaue Mutation oder die Mutationshaufigkeit, da
nur zwischen Mutation und Nicht-Mutation unterschieden werden kann und die
mutationsspezifischen Primer nur je VG600E/E2/D oder V600K/R/M-Mutationen
detektieren. Die Ergebnisse konnen nicht wie bei konventionellen Sequenzierungs-
verfahren auf Basensequenz-Ebene nachvollzogen werden.

Zudem bietet die Idylla-Methode bis auf die Variation der eingesetzten Materialmenge
keine Mdaglichkeit die Analyseparameter fur individuelle Falle zu verandern, wie es bei

den anderen verwendeten Methoden mdoglich ist.

4.2. Probenkollektiv

Die untersuchten Melanomproben (n = 249) weisen eine heterogene Verteilung Uber die
meisten der betrachteten klinisch-pathologischen Parameter auf.

Beim Patientengeschlecht iberwog der Anteil der ménnlichen Patienten leicht mit fast
60% der Félle. Dies passt jedoch zu der etwas hoheren Inzidenzrate in der mannlichen

Bevolkerung %*.
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Der Gewebeursprung der untersuchten Proben ist zu beinahe 90% metastatisch. Dies
entspricht zwar nicht der allgemeinen Verteilung resektierter Melanomproben, wohl aber
am ehesten der klinischen Routine in Bezug auf BRAF-Analysen, da Vemurafenib
bisher nur in metastasierten Krankheitsstadien eingesetzt wird. Fur den rein
technischen Methodenvergleich ist diese Ungleichverteilung also nicht relevant, jedoch
sollte sie im Hinblick auf die biologischen Analysen in dieser Kategorie nicht als
reprasentativ betrachtet werden.

Das mittlere Alter unserer Patienten (61,6 Jahre) liegt im Bereich des fur 2010 vom
Robert-Koch-Institut angegebenen mittleren Erkrankungsalters des malignen Melanoms
(58 Jahre fiir Frauen bzw. 66 Jahre fiir Manner) 2.

Die Uberwiegende Mehrheit (>80%) der untersuchten Melanomproben wies mit 0-10%
pigmentierter Tumorzellen einen niedrigen Pigmentierungsgrad auf, eine ebenso grol3e
Mehrheit einen Tumorzellanteil von >80%. Ebenfalls ca. 80% der Proben wiesen einen
Nekroseanteil von <10% der Zellen auf. Diese heterogenen Verteilungen decken sich
mit den Ergebnissen von Marchant et al., die 113 Melanomproben aus der
pathologischen Routinediagnostik untersuchten >. Hier wiesen >90% der Proben
einen Pigmentierungsgrad von <5% der Zellen auf, >80% der Proben einen
Tumorzellgehalt von >80% und >90% der Proben einen Nekroseanteil von <10% der
Zellen.

Ca. 60% der Proben stammen aus den Jahren 2008-2012, ca. 40% sind jingeren
Datums (ab 2013). Der Routineeinsatz der Methoden erfolgt an aktuellen Proben,
jedoch ist die Qualitdt der DNA nach Extraktion aus archivierten FFPE-Blocken auch

noch nach langeren Lagerungszeitraumen nicht relevant verandert ",

4.3. Mutationsfrequenzen und klinisch-pathologische Parameter

4.3.1. Frequenzen der BRAF V600-Mutationen

Die Mutationsrate von 43,8% an allen ausgewerteten Proben stimmt mit den in anderen
Studien angegebenen Mutationsraten von 40-50% (iberein *°*2. Die einzelnen Anteile
der verschiedenen Mutationen bestéatigen ebenfalls die in der Literatur angegebenen
Mutationsfrequenzen "**4%° (siehe auch Tabelle 1). Mit 84,7% zeigt sich auch in
unseren Daten die V600E-Mutation als eindeutig haufigste Mutation. Die V600K-
Mutation liegt mit einem Anteil von 11,2% an zweiter Stelle. V600R-, E2-, D-, M-, und G-

sowie alle weiteren Mutationen waren auch hier selten bzw. gar nicht vorhanden.
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4.3.2. Korrelationen  zwischen  klinisch-pathologischen  Parametern und

Sequenzierungsergebnis

Patientengeschlecht

Unter den mannlichen Patienten wiesen mit ca. 50% etwas mehr Patienten eine BRAF-
Mutation auf als unter den weiblichen mit ca. 40%, allerdings ist dieser Unterschied hier
nicht signifikant. Dieses Ergebnis stellt sich in der Tendenz konsistent zu den Befunden
von Massad et al. (36,4% der mannlichen und 29,3% der weiblichen Patienten mit
BRAF-Mutation) sowie Long et al. (50% der mannlichen und 44,1% der weiblichen Pa-
tienten mit BRAF-Mutation), jedoch diskrepant zu den Befunden von Viros et al. (42,8%
der méannlichen und 53,9% der weiblichen Patienten mit BRAF-Mutation) dar ">’ In
keiner der angegebenen Studien war der Unterschied zwischen den Geschlechtern

jedoch signifikant, sodass diese Diskrepanz vernachlassigbar ist.

Patientenalter

In unseren Ergebnissen nahm der Anteil der mutierten Proben mit steigendem Alter ab.
In den Gruppen der Patienten junger als 59 Jahre wiesen Uber die Hélfte der Melanome
BRAF-Mutationen auf, wahrend es in der Gruppe der Patienten zwischen 60 und 79
Jahren 40,7% und in der Gruppe der Patienten alter als 80Jahre sogar nur 21,7%

waren.

Dies stimmt mit Ergebnissen von Long et al. Gberein, die ein jingeres Lebensalter bei
Diagnose von BRAF-mutierten Melanomen fanden sowie von Menzies et al., die in den

77,78 In

jungeren Altersgruppen vermehrt BRAF-Mutationen nachweisen konnten
letzterer Studie nahm der Anteil der V600E-Mutationen an allen Mutationen mit
steigendem Alter ab, wahrend V600K-Mutationen vor allem in héheren Altersklassen
und auf chronisch UV-geschadigter Haut gefunden wurden. Dieser Trend liegt bei
unseren Ergebnissen fur die V60OE-Mutationen ebenfalls vor, hier sank der Anteil der
V600E-Mutationen mit dem Alter von >90% in der niedrigsten auf 80% in der hochsten
Altersgruppe. Fur den Anteil der V600K-Mutationen an allen Mutationen konnte
tendenziell auch ein Anstieg von 0% in der niedrigsten auf 20% in der hochsten
Altersgruppe gefunden werden, mit etwas weniger Mutationen in der dritten als in der
zweiten Altersgruppe. Hier ist allerdings zu beachten, dass in der hdchsten

Altersgruppe die absolute Anzahl mutierter Proben mit finf sehr gering ist.
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Insgesamt scheint das Auftreten von BRAF-Mutationen mit dem Alter
zusammenzuhéngen, bzw. kénnte ein Zusammenhang bestehen zwischen dem
Auftreten von Mutationen in unterschiedlichen Altersgruppen sowie von Melanomen
insgesamt. So konnten Viros et al. das Alter der Patienten mit einem Scheitelpunkt bei
55 Jahren als den am starksten préadiktiven Faktor zur Vorhersage des BRAF-
Mutationsstatus erfassen .

AuRerdem konnten sie ein Modell entwickeln, um den BRAF- und NRAS-
Mutationsstatus mit Hilfe histomorphologischer Kriterien in 90% der Falle korrekt
vorherzusagen.

Diese und weitere Befunde deuten darauf hin, dass es verschiedene Arten von
Melanomen gibt, die zwar nicht mit den bisher unterschiedenen morphologischen Typen
Ubereinstimmen, wohl aber Parallelen aufweisen und insgesamt getrennte
Entstehungsmechanismen fir Melanome in verschiedenen Altersgruppen bzw. mit
unterschiedlichen Charakteristika wahrscheinlich machen. So wird immer wieder
angenommen, dass das maligne Melanom der Haut in eine friihe und eine spate Form
unterteilt werden kann, die auch mit den in Abschnitt 1.2.1 beschriebenen
verschiedenen Formen der Sonnenexposition zusammen hangen, wobei mit der frihen
Form eher genetische Pradisposition, eine Neigung zu multiplen N&avi und
intermittierende Sonnenexposition zusammenhangen koénnten, mit der spaten Form

jedoch eine chronische UV-Schadigung "°3,

Ursprung des Tumorgewebes
Nicht nur die Inzidenz von Melanomen insgesamt, sondern auch die Haufigkeit von
BRAF-Mutationen héngt unter anderem mit der Lokalisation des Primartumors

3940 Ein Grund hierfur konnte auch hier die Dauer und Art der UV-

zusammen
Einstrahlung an den jeweiligen Korperstellen sein. So finden sich BRAF V600E-
Mutationen vor allem an Korperstellen, die intermittierend starker, aber insgesamt
weniger UV-Belastung ausgesetzt sind, wie dem Korperstamm sowie den Armen und
Beinen, und weniger an Korperstellen, die kontinuierlicher UV-Strahlung ausgesetzt
sind, wie dem Gesicht, oder sehr wenig Strahlung, wie den Hand- und Ful3flachen und
den Schleimhauten, sowie der Aderhaut des Auges *°*!. Letztere weisen vor allem
Mutationen in den Genen GNAQ und GNA11l auf 3. Allerdings scheinen hier
Unterschiede zwischen den vorderen Aderhaut-Anteilen (Choroidea und Iris) und den
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hinteren Anteilen zu bestehen, insofern, dass das Choroidal-Melanom im Hinblick auf
BRAF-Mutationen eher Gemeinsamkeiten mit dem Melanom der Haut aufweist, was
ebenfalls auf die UV-Strahlung als Pathogenesefaktor hindeuten kodnnte, da die
vorderen Aderhautanteile dieser starker ausgesetzt sind %%,

Ferner sind BRAF-Mutationen haufiger beim Superfiziell spreitenden und beim

Nodularen Melanom #%77.

Des Weiteren scheinen Lymphknotenmetastasen etwas haufiger BRAF-Mutationen
aufzuweisen als Primartumoren, was einen Hinweis auf einen zeitlichen oder auch
funktionellen Zusammenhang zwischen Mutation und Metastasierung geben kénnte *’.
Zwar detektierten Heinzerling et al. bei 10 von 53 Patienten einen unterschiedlichen
Mutationsstatus im Vergleich mehrerer Proben *2. Sigalotti et al. fanden jedoch einen
konstanten BRAF-Status in Primarmelanomen und Metastasen verschiedener

Lokalisationen bei 13 von 15 Patienten &'

. Edlundh-Rose et al. bestatigten einen
konsistenten Mutationsstatus in mehreren Metastasen, was insgesamt darauf hindeuten
kénnte, dass die Mutation vor oder im Zuge der Metastasierung auftritt und danach
bestehen bleibt 8.

All dies konnte durch unsere Ergebnisse nicht bestatigt werden. Hier zeigten die
Primartumoren der Haut als einzige Gruppe in Uber der Halfte der Proben BRAF-
Mutationen. Lediglich die Befunde in der Gruppe der Primartumoren anderer
Lokalisationen kénnte mit einem Mutationsanteil von nur 12,5% die Befunde von Curtin
et al. sowie Greaves et al. unterstitzen, die BRAF-Mutationen mit UV-Exposition in
Verbindung bringen “°**,

Aufgrund der geringen Grol3e der Gruppen der Primartumoren sollten diese Ergebnisse

jedoch sehr kritisch interpretiert werden.

Da unter anderem von Pollock et al. sowie Poynter et al. auch in Gber 80% untersuchter
Navi BRAF-Mutationen gefunden wurden, kommt jedoch vielleicht eher eine
gemeinsame Ursache fir die Mutation, fir das Vorhandensein von multiplen Navi und
fur eine mogliche Melanomenstehung in Frage, als dass die Mutation als Ursache fir
die maligne Entartung angesehen werden sollte 8%, So kann fir Melanome eine

Progression aus einer benignen Vorlauferlasion im Sinne einer Adenom-Karzinom-
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Frequenz nur teilweise beobachtet werden und die Entartungswahrscheinlichkeit eines

einzelnen Navus ist gering %%,

Insgesamt sprechen auch die hier beschriebenen Forschungsergebnisse dafir, dass es
mehrere Typen von Melanomen gibt, die sich im Entstehungsmechanismus
unterscheiden und Unterschiede zwischen verschiedenen Kdrperregionen, der Art der
Sonneneinstrahlung, der Hautfarbe, der Tumordicke, dem Patientenalter, dem

Geschlecht und Ahnlichem in Bezug auf den Mutationsstatus erklaren kénnten 839293,

Pigmentierungslevel, Tumorzellanteil, Nekroseanteil

Aufgrund der sehr unterschiedlichen Gruppengrof3en konnen hier beim Vorliegen nicht
signifikanter Unterschiede in allen Kategorien keine verallgemeinernden Aussagen
getroffen werden. Marchant et al. fanden jedoch ebenfalls keine signifikanten

Unterschiede in Bezug auf diese Charakteristika .

Probenalter
Dass zwischen den Jahrgangen der Proben kein signifikanter Unterschied in Bezug auf
den Mutationsstatus besteht, ist zu erwarten, da eine langere Archivierung die DNA-

Qualitat, wie in Abschnitt 4.2 beschrieben, nicht relevant beeinflusst >4,

4.4. Mogliche Fehler durch methodische Abweichungen

Die nur makroskopische Auswahl eines Tumorareals bei fehlendem HE-Schnitt kbnnte
zur Analyse von Nicht-Tumorgewebe gefihrt haben. Da in diesem Fall aber beide
Analysen eine Mutation detektierten, ist dies unwahrscheinlich und des Weiteren flr

den technischen Methodenvergleich irrelevant.

Die Deparaffinierung eines Schnittes vor der ldylla-Analyse dirfte ebenfalls keine
Auswirkunken auf die Untersuchung gehabt haben, da das Ethanol das Xylol entfernt

und riuckstandsfrei abtrocknet und die Idylla-Methode daher nicht beeinflusst wird.

4.5. Beurteilung der Idylla-Methode und mdgliche Perspektiven

Der diagnostische Nutzen einer BRAF-Mutationsanalyse kdnnte neben dem malignen
Melanom in Zukunft auch fir andere Tumorentitaten relevant werden, bei denen BRAF-
Mutationen eine pathogenetische Rolle spielen. So werden BRAF-Inhibitoren zum

Beispiel fur die Behandlung der Haarzellleukdmie und des Schilddrisenkarzinoms
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erprobt, wahrend sich fur das Kolorektale Karzinom bereits ein fehlendes Ansprechen
zeigte 9%,

Entsprechend der zunehmenden klinischen Relevanz stehen zur Detektion von BRAF
V600-Mutationen bereits verschiedene PCR-basierte Methoden zur Verfiigung %97,
Der zeit- und arbeitsaufwendige Schritt der DNA-Isolation muss allerdings auch hier
durchgefihrt werden. Ebenfalls verfugbar ist ein V600E-spezifischer monoklonaler
Antikorper zur immunhistochemischen Farbung von FFPE-Schnitten, allerdings werden
weitere BRAF V600-Mutationen nicht nachgewiesen und es sind bereits falsch positive

und falsch negative Ergebnisse berichtet worden 21%%,

Dagegen liegen die entscheidenden Vorteile der ldylla-Methode in der schnellen,
einfachen Durchfuhrbarkeit und im Vergleich zur Pyrosequenzierung sensitiveren
Mutationsdetektion der wichtigsten BRAF V600-Mutationen.

Dies konnten inzwischen auch weitere Arbeiten bestatigen: Fir einen Prototyp des
Idylla-Gerates und eine kleinere Probenzahl verschiedener Tumorarten (60 bzw. 100
Proben) konnten Janku et al. in einer kiirzlich veréffentlichten Studie ahnliche Uberein-
stimmungsraten des Idylla-Gerates mit dem cobas 4800 BRAF V600 Mutation Test
(Hoffmann-La Roche, Basel, Schweiz) und dem MiSeq Sequenzierungssystem
(Nlumina, San Diego, Kalifornien, USA) bzw. verschiedenen anderen Untersuchungs-
methoden zeigen (97 % und 100 % bzw. 96%) 1°°. Untersuchungen von Melchior et al.
zeigten fur 139 FFPE-Gewebeproben verschiedener Tumorentitdten in 97,84 % der
Falle Ubereinstimmende Ergebnisse zwischen dem Idylla-Gerat und verschiedenen
anderen Detektionsmethoden (Sanger-Sequenzierung und mehrere PCR-basierte
Methoden) *°3. Fiir 100 FFPE-Gewebeproben kolorektaler Karzinome fanden Colling et
al. ebenfalls eine sehr hohe Ubereinstimmungsrate von 100 % fur Untersuchungen mit

dem Idylla-Gerat und dem cobas-Test %4,

Eine Einschrdnkung der Idylla-Methode besteht allerdings in ihrem hohen
Automatisierungsgrad in dem Sinne, dass keine zusatzlichen Informationen tber die
DNA-Qualitat, den genauen Mutationstyp, weitere genetische Aberrationen und die
Mutationshaufigkeit getroffen werden konnen. Insbesondere die fehlende Information
Uber die Mutationshéufigkeit kann sich in Zukunft problematisch darstellen, falls es sich

in klinischen Studien herausstellen sollte, dass unterschiedliche Mutationshaufigkeiten
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innerhalb eines Tumors mit einem unterschiedlichen Therapieansprechen auf BRAF-
Inhibitoren einhergehen. Zur Zeit gibt es zwar keine Daten, die die Frage beantworten,
ob ein Zusammenhang zwischen der Mutationsfrequenz und dem Therapieansprechen
besteht, wie es zum Beispiel im Fall des Adenokarzinoms der Lunge in Bezug auf
niedrigfrequente KRAS-Mutationen unter Tyrosinkinase-Inhibitor-Therapie gezeigt
werden konnte °°. Allerdings konnten Poukilos et al. sowie Hatzivassiliou et al. eine
paradoxe Aktivierung des MAPK-Weges Uber Dimer-Bildung von B-Raf- und C-Raf-
Kinasen unter BRAF-Inhibitor-Therapie von BRAF-Wildtyp-Zellen bei gleichzeitiger
RAS-Mutation feststellen %!’ Dieser Mechanismus kénnte eine mégliche Erklarung
fur die Problematik der Resistenzentwicklung sowie Induktion anderer Hauttumoren
unter BRAF-Inhibitor-Therapie darstellen und dann eine Anwendung bei sehr
niedrigfrequent mutierten Tumoren verbieten. Der unzureichende Kenntnisstand erlaubt

hier diesbeztglich allerdings keine klinischen Rickschlisse.

Unabhangig davon konnte ein Eingreifen auf mehreren Ebenen des MAPK-Weges die
Resistenzentwicklung und damit assoziierte Nebenwirkungen vermindern. So ist zum
Beispiel der MEK-Inhibitor Trametinib fur die Behandlung des fortgeschrittenen
Melanoms mit V600E/K-Mutation zugelassen '°®. Fir die Kombinationstherapie von
Trametinib und Dabrafenib konnte bereits eine Verlangerung des medianen
Gesamtuberlebens von im Durschnitt ca. 6 Monaten im Vergleich zur Therapie mit
Dabrafenib und Placebo gezeigt werden sowie ein vermindertes Auftreten von anderen

199 Ob auch Kombinationen der neuen Immun-Therapeutika (siehe

Hauttumoren
Abschnitt 1.2.4) mit zielgerichteten Therapien weitere Therapie-Mdglichkeiten bieten

kénnten, ist Inhalt aktueller Forschung *°.

Gleichzeitig gewinnen auch noch weitere (z. T. auch in anderen Tumorentitaten) haufig

mutierte Gene in der Erforschung des malignen Melanoms an Bedeutung: Fur NRAS

sind schon seit langem Mutationen in etwa 20% der malignen Melanome bekannt 112,

Versuche einer spezifischen Therapie waren hier bis jetzt jedoch nicht iiberzeugend 3.
Fur die Tyrosinkinase KIT konnten in einigen Melanom-Subtypen Mutationen in bis zu
39% der untersuchten Proben nachgewiesen werden 4. Auf den spezifischen KIT-
Inhibitor Imatinib zeigten sich in hierzu bereits durchgefiihrten klinischen Studien

Ansprechraten von etwa 20% 117,
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Des Weiteren wurden im malignen Melanom fir den Transkriptionsfaktor
microphthalmia-associated transcription factor (MITF), die Phosphatase phosphatase
and tensin homolog (PTEN), die Cyclin-abhéangige Kinase (CDK) 2/4 und Cyclin D in
10-50% der Falle genetische Alterationen nachgewiesen 8119,

All dies zeigt, dass wahrscheinlich in Zukunft weitere Mutationen in die molekulare

Diagnostik des malignen Melanoms einbezogen werden mussen.

Da das Wissen Uber klinisch relevante onkogene Mutationen derzeit insgesamt stark
ansteigt, wird in der Krebsdiagnostik perspektivisch gesehen der Bedarf an flexiblen
und umfassenderen Mutationsanalysen steigen und polygenetische Analysen bis hin
zur Sequenzierung des ganzen Exoms oder womdglich Genoms (engl. whole
exome/genome sequencing) werden immer bedeutsamer ?°*?!, NGS-Methoden sind
dabei auf dem Weg, das sogenannte ,$1000 Genome* zu erméglichen %%, Das
heil3t, Whole Genome Sequencing soll fir jeden Menschen zu einem angemessenen
Preis, der mit 1000 US-Dollar veranschlagt wurde, und in angemessener Zeit moglich
sein. Konsequenzen hiervon waren unter anderem ein besseres Verstandnis von
polygenetischen Erkrankungen, gezielte Praventionsmal3nahmen und allgemein eine
individuellere, “personalisierte Medizin” *2412°.

Daher stellt sich vor allem in diesem Zusammenhang die Frage, ob Assays zur
Detektion einzelner bis einiger Mutationen und andere monogenetische Analysen
langfristig an Bedeutung verlieren werden, wahrend Next Generation Sequencing
immer zuganglicher wird.

Wahrscheinlich wird jedoch sogenanntes ,panel-sequencing®, d.h. die parallele
Sequenzierung einer Gruppe onkologisch relevanter Mutationen, fir den Grol3teil der
Routinediagnostik ausreichen. Hier bietet die Idylla-Methode auch entsprechende
Madglichkeiten fur polygenetische Analysen: Prinzipiell technisch durchfiihrbar sind in
einer Idylla-Kartusche Multiplex-Analysen mit bis zu 30 genetischen Markern, basierend
auf der ldylla-Plattform konnen also weitere Mutationsassays implementiert werden.
Denkbar und von besonderem Interesse waren hier also Assay-Kombinationen, die alle

relevanten Mutationen eines spezifischen Tumors umfassen (,cancer panel®).

Doch auch bereits in der vorliegenden Form wirde das Idylla-System eine deutliche

Ersparnis in Bezug auf die Arbeitszeit und den Aufwand ermdglichen und genetische
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Untersuchungen auch in kleineren Praxen, theoretisch sogar in Krankenh&usern ohne
vorhandene Labortechnik ermdglichen.
Die Wartezeit fur die Patienten kénnte dadurch in vielen Féllen deutlich reduziert und

die richtige Therapie friher begonnen werden.

Betrachtet man Idylla aul3erdem nicht nur im Hinblick auf das maligne Melanom,
sondern als erweiterbares System mit der Mdglichkeit zur Assay-Entwicklung auch fur
Dritte und fur verschiedenste Einsatzmdglichkeiten, ergeben sich neue Perspektiven
individueller, ,liberaler Gendiagnostik.

Denkbar waren hier vor allem Anwendungen in der Erregerdiagnostik. Hier konnte die
Idylla-Methode fur Erreger, die nicht durch Anzucht oder konventionell nur aufwendig
nachgewiesen werden konnen, als Schnelltest fungieren, und somit den
Therapiebeginn unter Umsténden lebensentscheidend verkirzen. Van den Kieboom et
al. veroffentlichten kurzlich Testergebnisse eines zweiten Assays fir das Idylla-Gerat,
mit dem sie erfolgreich das Expressionslevel von vier mRNA-Markern fur die Schwere
einer Infektion mit dem Respiratory-Syncytial-Virus (RSV) im Vollblut bestimmen
konnten 12°,

Ferner wére in weniger weit entwickelten Landern oder in Krisengebieten der Einsatz
des Idylla-Gerdtes auch ohne ausgebildetes Laborpersonal praktikabel und kénnte
durch einen Nachweis oder Ausschluss einer bestimmten Infektion unter Umstanden

auch zur Epidemie-Kontrolle beitragen.

Die Testung weiterer Assays ware fur die Evaluation einer praktischen, alle

Madglichkeiten ausschdpfenden Anwendbarkeit des Idylla-Gerates also wiinschenswert.
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4.6. Fazit

Die Idylla-Methode ist eine im Vergleich zur Pyrosequenzierung sensitivere Methode
zur Detektion aktivierender BRAF-Mutationen im malignen Melanom.

Die Vorteile der Methode bestehen in einer einfachen Handhabung, die den Einsatz
auch aufRerhalb von Grof3laboren erlaubt, und der kurzen Vorbereitungs- und
Geréatelaufzeit, die das Ergebnis in weniger als zwei Stunden verfiigbar machen.

Damit bietet das System besonders fur kleinere Labore eine Mdglichkeit, molekulare
Analysen fir die Tumordiagnostik durchzufihren.

Einen Nachteil kénnte unter Umstdnden der aufgrund der fehlenden Angaben zur
Mutationshaufigkeit vergleichsweise geringere Informationsgehalt des Ergebnisses
darstellen.

Die Einfuhrung weiterer Assays konnte weitere diagnostische Méglichkeiten und auch
polygenetische Analysen ermoglichen. Neben der genetischen Analyse von
Tumorgewebe sind hier auch andere Fragestellungen denkbar, z.B. der Einsatz als
Schnelltest in der Erregerdiagnostik oder generell in ressourcendrmeren Landern oder

Regionen.
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Abklrzungsverzeichnis

A. dem. demineralisiertes Wasser

AJCC American Joint Committee for Cancer

ARMS Amplification-refractory mutation system

ATP Adenosintriphosphat

BCR-ABL Fusionsgen aus den Genen BCR (breakpoint cluster region) und ABL (Abelson Murine
Leukemia Viral Oncogene)

BRAF v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B

Cl Konfidenzintervall

Cq Cycle of Quantification

EGF epidermal growth factor

EGFR epidermal growth factor receptor

ERK extracellular signal-regulated kinase
FDA Food and Drug Administration

FFPE Formalin-fixiert Paraffin-eingebettet
FRET Forster-Resonanzenergietransfer
GDP Guanosindiphosphat

GTP Guanosintriphosphat

HGVS Human Genome Variation Society
HIFU Hoch-intensiver fokussierter Ultraschall
HMB-45 human melanoma black 45

IFN-a Interferon alpha

IGV Integrative Genomics Viewer

ISFET lonensensitiver Feldeffekt-Transistor
IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry
LOD Limit Of Detection (Detektionsgrenze)
MAPK mitogen activated protein kinase

MEK mitogen activated protein kinase kinase
NGS Next-Generation-Sequencing

PCR Polymerasekettenreaktion

PGM Personal Genome Machine

real time-gPCR quantitative Echtzeit-PCR
SPC sample processing control (endogenes Kontrollgen)
UDG Uracil-DNA-Glykosylase

v Mutationshaufigkeit (Anteil mutierter Gene in der Probe)
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