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Die Auswahl von Patienten fiir zielge-
richtete Therapien mit neuen Medika-
menten gegen spezifische molekulare
Zielstrukturen gewinnt laufend an Be-
deutung. Die Diagnose von Priméirtumo-
ren und von Fernmetastasen wird je nach
Organsystem héufig ausschliefllich zyto-
logisch gestellt. Deshalb ist es entschei-
dend, dass pradiktive molekulare Mar-
keranalysen nicht nur an histologischem
Material, sondern auch an zytologischen
Praparaten gelingen. Solche Analysen er-
fordern allerdings Zytologieexpertise und
bestimmte technische Voraussetzungen.
Epidermale-Wachstumsfaktor-Rezep-
tor- (,epidermal growth factor receptor®,
EGFR-) Genanalysen an nichtkleinzel-
ligen Lungenkarzinomen (,,non-small cell
lung cancer®, NSCLC) sind ein aktuelles
Beispiel dafiir. In dieser Arbeit geben wir
eine Ubersicht iiber den Stellenwert von

EGFR-Genanalysen in NSCLC und deren
Anwendbarkeit in der Zytologie.

136 | Der Pathologe - Supplement 2 - 2009

L. Bubendorf - S. Savic

Institut fiir Pathologie, Universitdtsspital Basel, Schweiz

Pradiktive EGFR-Genanalysen

in der Zytologie

EGFR-Genanalysen

fiir die Vorhersage des
Therapieansprechens auf
EGFR-Tyrosinkinase-Inhibitoren

EGEFR gehort zu einer Familie transmem-
branoser Tyrosinkinasen, welche nach Li-
gandbindung zu einer spezifischen Signal-
tibermittlung mit Regulation der zellu-
ldren Proliferation fiihrt. Die Bedeutung
des EGFR fiir die Entstehung und Pro-
gression maligner Tumoren hat kiirzlich
zur Entwicklung von EGFR-Tyrosinkina-
se-Inhibitoren (TKI) gefiihrt. Diese ziel-
gerichteteten Medikamente sind vielver-
sprechend in der Behandlung von NSCLC,
wirken jedoch nur bei einem Teil der Pa-
tienten. EGFR-Mutationen und eine ver-
mehrte Anzahl von EGFR-Genkopien
gelten als molekulare Pradiktoren fiir ein
Ansprechen auf EGFR-TKI beim NSCLC
[1].

Die relative Bedeutung dieser beiden
Verdnderungen wird z. T. noch kontro-
vers diskutiert [2]. Am pradiktiven Wert

Abb. 1 «Laser-Mikro-
dissektion von Karzi-
nomzellen an zytolo-
gischen Praparaten fiir
nachfolgende PCR und
Gensequenzierung
(PALM Mikrolaser Tech-
nology System): Am in-
vertierten Mikroskop
werden Zellen mittels
Laser disseziert, direkt
in den Deckel eines Ep-
pendorf-Rohrchens ka-
tapultiert und von dort
weiterverarbeitet

von EGFR-Mutationen wird aber kaum
mehr gezweifelt, da vor allem Deletionen
in Exon 19 und die L858R-Punktmutati-
on in Exon 21 hdufig mit einem sehr gu-
ten Ansprechen auf EGFR-TKI assoziiert
sind [3].

EGFR-Mutationen in NSCLC sind mit
etwa 30% bei Asiatinnen und Nichtrau-
cherinnen besonders héufig verglichen
mit etwa 10% in der kaukasischen Be-
volkerung. Die Prdvalenz von thera-
pierelevanten EGFR-Mutationen in un-
serer eigenen Serie von 307 mitteleuro-
paischen NSCLC-Patienten war mit 8,1%
vergleichbar, und EGFR-Mutationen wa-
ren bei Frauen im Vergleich zu Médnnern
(16,8% Vs. 2,7%; p<0,001) und in Adeno-
karzinomen im Vergleich zu den iibrigen
Karzinomen (11,4% vs. 3,8%; p=0,017) ge-
hauft [4].

Leider werden NSCLC, die initial her-
vorragend auf EGFR-TKI ansprechen,
meist innerhalb von 12 Monaten resistent.
Die Resistenz ist bedingt durch sekun-
ddr auftretende spezifische EGFR-Muta-
tionen oder durch eine Amplifikation des
MET-Gens [5]. KRAS-Mutationen gelten
als negativer Pridiktor, treten praktisch
nie gleichzeitig mit einer EGFR-Mutation
auf und KRAS-mutierte NSCLC sprechen
nicht auf EGFR-TKI an.

Da auch ein Teil von NSCLC-Patienten
ohne EGFR-Mutation auf EGFR-TKI an-
spricht, wurde nach alternativen pradik-
tiven Markern gesucht. Tatsdchlich hat
sich wiederholt gezeigt, dass eine erhohte
EGFR-Genkopiezahl einen unabhéngigen
pradiktiven Faktor darstellt [2].

Somit konnte es sich als sinnvoll er-
weisen, EGFR- und KRAS-Mutationen
simultan zu untersuchen und bei feh-
lender Mutation beider Gene zusitzlich
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Zusammenfassung - Abstract

eine EGFR-FISH- (,,Fluoreszenz-in-situ-
Hybridization®-) Analyse anzuschlief3en.
Patienten mit einem negativen Resultat
sowohl in der EGFR-Mutations- als auch
in der FISH-Analyse oder Patienten mit
einer KRAS-Mutation werden mit hoher
Wahrscheinlichkeit nicht auf eine EGFR-
TKI ansprechen.

Zytologie fiir EGFR-Genanalysen

In kiirzlich publizierten Richtlinien fiir
EGFR-Analysen in klinischen Studien
wurde von zytologischen Priparaten ab-
geraten [6]. Dies begriindet sich vor allem
auf einen hoheren Bedarf an Tumormate-
rial in Klinischen Studien, in denen haufig
multiple Biomarker mittels Immunhisto-
chemie, Polymerasekettenreaktion (PCR)
oder FISH untersucht werden.

In der diagnostischen Routine wird die
Diagnose eines NSCLC in bis zu einem
Drittel der Fille allein zytologisch ge-
stellt. In Fernmetastasen diirfte dieser An-
teil noch hoher liegen. Die zytologischen
Préparate enthalten oft reichlich und op-
timal erhaltenes Tumorzellmaterial. Wir
halten es deshalb fiir nicht gerechtfertigt,
bei diesen Patienten aus grundsitzlichen
Uberlegungen eine erneute Bronchosko-
pie oder andere invasive MafSnahmen zur
Biopsiegewinnung fiir pradiktive Marke-
ranalysen zu erzwingen. Es gibt keinen
Grund zur Annahme, dass EGFR-Gen-
analysen in zytologischen Praparaten pro-
blematischer sein konnten als in der Biop-
sie. In der Routinediagnostik wahlen wir
jeweils dasjenige Material fiir die Marker-
analysen aus, das uns aufgrund von Zell-
menge und Zellerhalt am besten geeignet
erscheint.

Die grofSte Herausforderung der EGFR-
und KRAS-Mutationsanalyse mittels PCR
und Sequenzierung in kleinen Biopsien
und in zytologischen Priparaten liegt in
der Isolation einer moglichst reinen Tu-
morzellpopulation. Damit wird eine Ver-
diinnung der Tumor-DNS mit Normal-
DNS von beigemischten benignen Zel-
len vermieden, was zu falsch-negativen
Resultaten fithren konnte. Dies ldsst sich
gelegentlich durch manuelles Abkratzen
von sehr tumorzellreichen Préiparaten er-
reichen. Hiufig erfordern die Préaparate
aber eine prézise Gewinnung von Tumor-
zellen mittels Laser-assistierter und com-
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Zusammenfassung

Mutationen und Genkopienanzahl des epi-
dermalen Wachstumsfaktorrezeptors (,epi-
dermal growth factor receptor’, EGFR) gel-
ten beim nichtkleinzelligen Lungenkarzinom
(NSCLC) als pradiktive Marker fiir ein Anspre-
chen auf EGFR-Tyrosinkinase-Hemmer.

Die Diagnose eines NSCLC wird haufig al-
lein zytologisch gestellt. Die Isolation einer
moglichst reinen Tumorzellpopulation ist
fiir Mutationsanalysen mittels PCR und Se-
quenzierung wichtig, um eine Verdiinnung
der Tumor-DNS mit Normal-DNS von angren-
zenden benignen Zellen zu vermeiden. Dies
ist heute mittels Laser-assistierter und com-
putergesteuerter Mikrodissektion (LMD) ein-
fach maglich.

Die EGFR-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisie-
rung-(FISH-)Analyse an zytologischen Prapa-
raten mit einem hohen Anteil benigner res-
piratorischer Zellen sollte mit Hilfe einer au-
tomatisierten Relokalisation der Karzinom-
zellen durchgefiihrt werden. Die einzigen

bisher etablierten EGFR-FISH-Kriterien wur-
den an histologischen Préparaten erarbeitet
und kdnnen nicht ohne Weiteres fiir zytolo-
gische Praparate (ibernommen werden. Zell-
kerne in zytologischen Praparaten sind intakt,
wahrend in histologischen Schnittprapara-
ten Teile der Zellkerne weggeschnitten sind.
Die Rate an FISH-positiven Befunden unter
Anwendung der Colorado-Kriterien liegt so-
mit in der Zytologie deutlich hoher als in der
Histologie.

Zytologische Praparate sind fiir EGFR-
Mutations- und FISH-Untersuchungen ge-
nauso geeignet wie histologisches Materi-
al. Die Aussagekraft der EGFR-FISH-Analy-
se an zytologischem Material ist gegenwar-
tig noch durch das Fehlen geeigneter Kri-
terien fiir ein positives FISH-Resultat einge-
schrankt.

Schliisselworter
EGFR - FISH - Mutation - Zytologie - Biopsien

Predictive EGFR gene analyses in cytology

Abstract

EGFR mutations and EGFR gene copy num-
ber are considered as predictive markers for
response to EGFR tyrosine kinase inhibitors in
non-small cell lung cancer (NSCLC).

NSCLC are often diagnosed by cytology
alone. The isolation or selection of a pure tu-
mour cell population is critical for mutation
analysis by PCR and sequencing in order to
avoid an admixture of tumour DNA with nor-
mal DNA of adjacent benign cells. The collec-
tion of tumour cells is easily possible by laser
microdissection (LMD).

EGFR FISH analysis on cytological speci-
mens with a high proportion of benign respi-
ratory cells should be performed after auto-
mated relocation of carcinoma cells. The only
hitherto established EGFR-FISH criteria were

developed using histological specimens and
cannot be applied to cytological specimens
as such. The cell nuclei in cytological spec-
imens are intact, while they are often trun-
cated in histological specimens. Therefore,
when applying the Colorado criteria, the rate
of FISH positive results is higher in cytologi-
cal than in histological specimens and in fact
represents false positive results in cytology.
Cytological specimens are equally well
suited for EGFR gene analyses and FISH anal-
ysis as histological specimens. At present, the
value of EGFR-FISH analysis is limited by the
lack of validated criteria for FISH positivity.

Keywords
EGFR - FISH - Mutation - Cytology - Biopsies
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Abb. 2 € Adenokarzinom
der Lunge in Papanicolaou-
gefarbtem zytologischem
Praparat a vor und b nach
Laser-Mikrodissektion

Zytologie Histologie
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15 Abb. 3 € Vergleichende
5 B 5 9 EGFR-FISH-Resultate an
33 Zytologi d entspre-
0 ' ' | 0 ' ' yt gien und entspre
e - chenden Histologien von
FISH- one. Amplifikation FISH- one. Amplifikation 33 NSCLC. Auswertungs-
Polysomie Polysomie

kriterien gemaf3 Cappuzzo
et al. [8]. Signifikant hohe-
rer Anteil von,,hoher Poly-
somie” in den Zytologien

Histologie als in den Histologien (58%
FISH+: 24% vs. 15%; p<0,001) auf-
grund intakter Tumorzell-
kerne. (adaptiert nach Savic
etal.[7])

Zytologie
FISH+: 64%

Abb. 4 <« Zellen eines pul-
monalen Adenokarzinoms
aus transbronchialem Fein-
nadelpunktat. a Papanico-
laou und b dieselben Zel-
len nach FISH und Relo-
kalisation: Karzinomzel-
len mit je 4 roten EGFR-
Signalen und 4 griinen Re-
ferenzsignalen (Zentromer
Chromosom 7). Im Zen-
trum ein Zellkern eines nor-
malen Lymphozyten mit je
2 Signalen

putergesteuerter Mikrodissektion (LMD).  fig verarbeiteten zytologischen Prapara-  raten extrem aufwendig und deshalb fiir

Wie in @ Abb.1und @ Abb.2a, b illus- ten isolieren. den Routineeinsatz nicht geeignet sei [6].
triert, lassen sich Einzelzellen oder kleine Wir kénnen uns den kiirzlich gedu-  Die LMD-Technologie ist heute kein aus-
Zellgruppen mittels LMD aus routinemd-  flerten Bedenken nicht anschlieflen, wo-  gefallenes Forschungsinstrument mehr,

nach die LMD an zytologischen Pripa-  sondern zu einer Standardmethode in
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modernen Pathologielaboren geworden,
die PCR-basierte molekulare Analysen
an kleinen Biopsien anbieten. Die EGFR-
FISH-Analyse ist in zytologischen Pri-
paraten des Respirationstrakts unprob-
lematisch und an Papanicolaou-gefirb-
ten oder sogar an vorgidngig immunzy-
tochemisch untersuchten Préparaten an-
wendbar. Die automatisierte Relokalisati-
on von Karzinomzellen, mit der sich die
Koordinaten vor der Hybridisierung spei-
chern lassen, sollte in Praparaten mit ho-
hem Anteil benigner respiratorischer Zel-
len verwendet werden [7]. Die Aussage-
kraft der EGFR-FISH-Analysen ist gegen-
wirtig aber noch durch das Fehlen geeig-
neter Grenzwerte fiir ein positives FISH-
Resultat eingeschrankt.

Kriterien fiir ein positives EGFR-FISH-
Testresultat wurden von Cappuzzo et al.
[8] aufgrund des EGFR-TKI-Ansprechens
bei NSCLC etabliert und definiert als das
Vorhandensein einer EGFR-Amplifikati-
on (>2-mal mehr Gen- als Zentromersig-
nale oder >15 EGFR-Signale in >10% der
Tumorzellen) oder einer ,hohen Polyso-
mie“ (24 EGFR-Signale in 240% der Tu-
morzellen). Diese Kriterien wurden aber
an histologischen Préparaten etabliert
und konnen nicht ohne Weiteres fiir zy-
tologische Préaparate ibernommen wer-
den. Die Zellkerne in zytologischen Pri-
paraten sind intakt, wihrend in histolo-
gischen Schnittpréparaten Teile der Zell-
kerne und somit der EGFR-Gene weg-
geschnitten sind. Deshalb liegt die Rate
an FISH-positiven Befunden in der Zy-
tologie deutlich hoher als in der Histolo-
gie (B Abb. 3). Dies fiithrt in der Zytolo-
gie unweigerlich zu falsch-positiven Re-
sultaten, sofern die an Histologien defi-
nierten Kriterien als Goldstandard ver-
wendet werden [7].

O Abb.4a,b zeigt Zellen eines pul-
monalen Adenokarzinoms, das in der Zy-
tologie nach den Colorado-FISH-Krite-
rien aufgrund einer ,hohen Polysomie®
als FISH-positiv klassifiziert wurde. In
der entsprechenden Biopsie war das FISH-
Resultat jedoch negativ.

Durch die komparative FISH-Untersu-
chung zytohistologischer Praparatepaare
haben wir kiirzlich eine mathematische
Formel entwickelt, mit der sich die an der
Zytologie erhobenen FISH-Werte auf die
entsprechenden Histologiewerte umrech-

nen lassen [9]. Eine solche Formel ermég-
licht es, neue Grenzwerte fiir ein positives
FISH-Resultat an zytologischen Prapara-
ten in Anlehnung an die von Cappuzzo et
al. [8] etablierten Colorado-Kriterien fest-
zulegen.
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