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Das Lungenkarzinom ist weltweit die
héaufigste zum Tode fiihrende Tumor-
erkrankung [1]. Rund 80% der Lun-
genkarzinompatienten leiden an
einem nichtkleinzelligen Karzinom
(NSCLC), welches haufig erst in einem
spaten, inoperablen Tumorstadium
diagnostiziert wird [4]. Chemo- und
Radiotherapie werden bei diesen Pa-
tienten palliativ eingesetzt, beein-
flussen aber kaum die Uberlebenszeit
[9]. Neue zielgerichtete, molekulare
Therapiestrategien sind deshalb von
groBBem Interesse.

Seit wenigen Jahren ist bekannt, dass ein
Teil der Patienten mit einem NSCLC auf
eine Therapie mit epidermalen Wachs-
tumsfaktor-Rezeptor-Tyrosinkinase-
Hemmern (EGFR-TKI) wie Gefitinib
(Iressa®; Astra Zeneca, Macclesfield, UK)
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oder Erlotinib (Tarceva®; OSI Pharma-
ceuticals Inc., Melville/NY, USA) anspre-
chen [3, 12, 16, 20, 25]. Der Nachweis ei-
ner somatischen Mutation im EGFR-Gen
des Tumorgewebes gilt dabei als wich-
tiger pradiktiver Faktor fiir ein Therapie-
ansprechen [26].

Therapierelevante EGFR-Mutationen
fiihren zu einer Anderung der Amino-
sduresequenz des EGFR-Proteins, wah-
rend stumme Mutationen keinen Effekt
auf die Aminosduresequenz und somit
auf die Struktur und Funktion des EGFR-
Proteins haben. Die meisten therapierele-
vanten Mutationen sind mit einem An-
sprechen auf EGFR-TKI assoziiert. Rund
5% der EGFR-Mutationen fithren dagegen
zu einer sekundéren Therapieresistenz auf
EGFR-TKI [21].

EGFR-Mutationen fiithren meist zu ei-
ner konstitutiven Autophosphorylierung

der EGFR-Tyrosinkinase mit konseku-
tiver Aktivierung verschiedener Signal-
iibertragungswege, die in einer erh6hten
Zellproliferation und einer verminderten
Apoptose resultieren.

EGFR-Mutationen treten bevor-
zugt bei Asiaten, Frauen, Nichtrauchern
und in Adenokarzinomen auf [16, 27].
Die Privalenz von EGFR-Mutationen
schwankt somit je nach Bevolkerungs-
zusammensetzung und wird mit 55-80%
in der asiatischen [22, 24] und mit 7-16%
in der kaukasischen Bevolkerung ange-
geben [5, 22].

In dieser Arbeit untersuchten wir die
Prévalenz von EGFR-Genmutationen in
einer Population mitteleuropéischer Pa-
tienten mit NSCLC. Gleichzeitig priiften
wir, wie gut sich diagnostische Routine-
biopsien und -zytologien fiir die EGFR-
Gensequenzierung eignen.

Abb. 1 <« Prinzip der Laser-
Mikrodissektion (PALM
Microlaser Technology Sys-
tem). a Invertiertes Mikros-
kop mit eingebautem
Lasersystem, welches
Gewebe/Zellen mikrodisse-
ziert und direkt in den
Deckel eines Eppendorf-
Roéhrchens katapultiert.

b Ganzes System mit Com-
putersteuerung. Das zu
mikrodissezierende Areal
wird interaktiv am Bild-
schirm markiert
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Abb. 2 > Histologie und
Zytologie mit Zellen von
pulmonalen Adenokarzi-
nomen vor und nach Laser-

o t >
Mikrodissektion (a, b Vergr. f‘ p ® -

20:1, ¢, d Vergr. 40:1)

Patienten und Methodik

Wir untersuchten eine prospektive Se-
rie von 307 Patienten mit NSCLC, bei
denen wir in den Jahren 2004 bis Mitte
2008 am Institut fiir Pathologie des Uni-
versitatsspitals Basel eine EGFR-Genmu-
tationsanalyse der Exone 1821 durchge-
fihrt hatten. Darin eingeschlossen waren
178 (58,0%) histologische Proben und 129
(42,0%) Zytologien. Die histologischen
Proben setzten sich aus 146 Biopsien und
aus 32 Resektaten zusammen. Die zytolo-
gischen Préparate umfassten Bronchialse-
krete, Biirstenzytologien oder transbron-
chiale Feinnadelpunktate. Die NSCLC be-
standen aus 302 primaren NSCLC, 4 me-
diastinalen Lymphknotenmetastasen so-
wie einer Hirnmetastase. Folgende Tu-
mortypen waren vertreten:

== 176 (57,3%) Adenokarzinome,

== 41 (13,4%) Plattenepithelkarzinome,

L& - hen

Sequenzierungsprinzip

Amplitude 4

Leserichtung: Sequenz

TAGCAGTCT

Laser:
Detektion
der Fluoreszenzfarbe
Computer Ubersetzt

Fluoreszenzfarbe
in Nukleotidcode

DNA Laufrichtung im Gel "
Fluoreszenz markierte DNA

- +

Abb. 3 A Sequenzierungsprinzip: Fluoreszenzmarkierte DNA lauft elektrophoretisch durch ein Kapil-
largel. Am Ende des Gels befindet sich ein Laserdetektionssystem, welches die markierten Nukleotide
registriert. Ein Computer iibersetzt die verschiedenen Fluoreszenzsignale in ein Kurvendiagramm
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Zusammenfassung

Hintergrund. Einige Patienten mit einem
nichtkleinzelligem Lungenkarzinom (NSCLC)
sprechen hervorragend auf Tyrosinkinase-
Hemmer (TKI) an. Eine somatische Mutati-
on im epidermalen Wachstumsfaktor-Rezep-
tor (EGFR) gilt dabei als wichtiger pradika-
tiver Faktor.

Patienten und Methode. Wir untersuchten
307 NCSLC auf EGFR-Mutationen (Exone 18—
21) und Uberpriiften deren Assoziation mit
klinisch-pathologischen Parametern.
Ergebnisse. Unter 178 histologischen und
129 zytologischen Tumorproben fanden

sich 25 (8,1%) relevante EGFR-Mutationen.
Am haufigsten waren Deletionen in Exon 19
(50%), gefolgt von der Punktmutation L858R
in Exon 21 (12,5%). EGFR-Mutationen waren

bei Frauen im Vergleich zu Mannern (16,8%
vs. 2,7%; p<0,001) und in Adenokarzinomen
im Vergleich zu den (ibrigen Karzinomen
(11,4% vs. 3,8%; p=0,017) gehduft. Mutierte
NSCLC waren zu 96% TTF-1-positiv.
Schlussfolgerung. Therapierelevante EGFR-
Mutationen kommen in <10% der mitteleu-
ropdischen NSCLC-Patienten vor und sind ge-
hauft bei Frauen und TTF-1-positiven Ade-
nokarzinomen. Histologische und zytolo-
gische Proben aus der Routinediagnostik sind
in gleichem Mal3e fiir eine Mutationsanaly-
se geeignet.

Schliisselworter
EGFR - Mutation - Lungenkarzinom - Nicht-
kleinzelliges Lungenkarzinom - TTF-1

EGFR mutation analysis in non-small-cell lung cancer.

Experience from routine diagnostics

Abstract

Background. Some patients with non-small
cell lung cancer (NSCLC) respond well to ther-
apy with tyrosine kinase inhibitors (TKI). So-
matic mutation of the epidermal growth fac-
tor receptor (EGFR) gene is an important pre-
dictive marker for TKl response.

Patients and methods. We performed EGFR
mutation analysis in 307 NSCLC (exon 18-21).
The data were analyzed for associations with
clinical-pathological parameters.

Results. Relevant EGFR mutations were
found in 25/307 NSCLC (8.1%; 178 biop-

sies and 129 cytologies). Most mutations
were found in exon 19 (50%) followed by the
L858R point mutation in exon 21 (12.5%). EG-
FR mutations were significantly more com-
mon in women than in men (16.8% vs. 2.7%;

386 | Der Pathologe 5 - 2009

p<0.001) and in adenocarcinoma than in
other carcinoma subtypes (11.4% vs. 3.8%;
p=0.017). EGFR mutation was associated with
TTF-1 positivity (p<0.041). Almost all (96%)
mutated NSCLC were TTF-1 positive.
Conclusion. In Central Europe, the preva-
lence of relevant EGFR mutations in NSCLC

is <10% of patients with NSCLC. EGFR muta-
tions are more common in women and TTF-
1 positive adenocarcinomas. Mutation analy-
sis can be performed both from biopsies and
cytologies.

Keywords
EGFR - Mutation - Lung cancer - Non-small-
cell lung cancer - TTF-1

== 17 grof3zellige Karzinome (5,6%; dar-
unter drei grof3zellige neuroendokri-
ne Karzinome),

== 1(0,3%) neuroendokrines Karzinom,

== 1(0,3%) adenosquamdses Karzinom
und

== 71 (23,1%) nicht niher klassifizierbare
NSCLC.

Die Biopsien wurden mit 4% gepuffertem
Formalin fixiert und in Paraffin eingebet-
tet. Die zytologischen Ausstriche wurden
mit Delaunay fixiert und anschlieflend
nach Papanicolaou gefirbt.

EGFR-Gensequenzierung

Die Laser-Mikrodissektion und nachfol-
gende EGFR-Gensequenzierung erfolgte
wie kiirzlich im Detail beschrieben [5, 18].
Fiir die Laser-Mikrosdissektion verwen-
deten wir das ,,PALM Microlaser Techno-
logy System” [19]. Dabei werden die aus-
gewidhlten Tumorzellen und Tumorzell-
gruppen an einem invertierten Mikro-
skop mittels eines UV-A-Laserstrahls di-
rekt aus dem Préparat disseziert und fiir
die nachfolgende Sequenzierung in den
Deckel eines Eppendorf-Réhrchens kata-
pultiert (8 Abb.1a,b, @ Abb.2 a-d).

Um falsch-positive Punktmutationen
zu verhindern, fithrten wir jeweils zwei
unabhidngige Multiplex-PCR- (Polyme-
rasekettenreaktion-) Untersuchungen
durch [13]. Die zweite Multiplex-PCR
erfolgte unter denselben Bedingungen
wie die erste PCR, jedoch mit einer an-
deren Primer-Zusammensetzung (,,nes-
ted-PCR®). Die genaue Primer-Zusam-
menstellung ist in @ Tab. 1 aufgefiihrt.
Fiir die lineare Sequenzierungsanalyse
und Datenverarbeitung verwendeten wir
den ,,16 Kapillar Big Dye Terminator v1.1
kit“ (Applied Biosystems®), und die Se-
quenzierprogramme ,,Sequencing Analy-
sis Software 5.2“ und ,,SeqScape 2.5 Soft-
ware” (Applied Biosystems®). Das Prinzip
der Sequenzierung ist in @ Abb. 3 darge-
stellt.

TTF-1-Expression

115 (37,5%) Tumorproben wurden zusitz-
lich auf eine TTF-1-Expression unter-
sucht. Fir die TTF-1-Immunhistoche-
mie verwendeten wir ein standardisiertes



Protokoll. Die Antigendemaskierung er-
folgte mittels Mikrowelle. Ein monoklo-
naler Mausantikorper gegen TTF-1 (Klon
8G7G3/1; Lab Vision/NeoMarkers®, Fre-
mont/CA, USA) wurde in einem Verhilt-
nis von 1:25 fiir Biopsien und in einem
Verhailtnis von 1:100 fiir Zytologien ver-
diinnt und nach der Inkubation mit dem
AEC-Chromogen sichtbar gemacht.

Statistische Methoden

Alle statistischen Berechnungen erfolgten
mit SAS 9.1 (SAS Institute Inc., Cary/NC,
USA). Mittels ,,Fisher’s Exact Test“ und
»Chi-square-Test“ untersuchten wir die
Assoziation zwischen EGFR-Mutations-
status und den nominalen Variablen Ge-
schlecht, Karzinomsubtyp und TTF-1-
Immunstatus. Fiir die Multivariatanaly-
sen verwendeten wir die logistische Re-
gression.

Ergebnisse

Das mediane Alter von Patienten mit und
ohne EGFR-Mutation war mit 64,9 Jahren
und 66,2 Jahren vergleichbar.

Die iibrigen klinisch-pathologischen
Parameter und deren Assoziation mit dem
EGFR-Mutationsstatus sind in @ Tab. 2
zusammengefasst.

EGFR-Mutationen

Von allen 307 NSCLC (178 Biopsien und
129 Zytologien) zeigten 30 (9,7%) eine
EGFR-Mutation. Bei 30 Patienten fan-
den wir insgesamt 32 Mutationen, darun-
ter 25 therapierelevante Mutationen mit

Hier steht eine Anzeige.

@ Springer

Tab. 1

Primer fiir Polymerasekettenreaktion (PCR) und Sequenzierung

Vorwarts Riickwarts ProduktgrofBe

1. Multiplex-PCR

Exon18  GCATGGTGAGGGCTGAGGTGA CCCCACCAGACCATGAGAGGC 234 bp
Exon 19  TGCCAGTTAACGTCTTCCTTC CCACACAGCAAAGCAGAAAC 158 bp
Exon20  CCACCATGCGAAGCCACACTGA TCCTTATCTCCCCTCCCCGTATCTC 268 bp
Exon 21 AGCTTCTTCCCATGATGATCTGTCC ~ GGCAGCCTGGTCCCTGGTGTC 264 bp
2. Multiplex-seminested-PCR und Sequenzierung

Exon 18  ACCCTTGTCTCTGTGTTCTTGTCCC ~ GCCCAGCCCAGAGGCCTGTG 187 bp
Exon 19  AACGTCTTCCTTCTCTCTCTG CCACACAGCAAAGCAGAAAC 150 bp
Exon20  CCATGCGAAGCCACACTGACGT CCCCTCCCCGTATCTCCCTTCC 256 bp
Exon 21 TCCCATGATGATCTGTCCCTCACA CAGGAAAATGCTGGCT- 238 bp

GACCTAAAG

Tab. 2 Klinisch-pathologische Parameter (nur relevente Mutationen beriicksichtigt)
Klinisch-pathologische Charakteristika

Geschlecht
Frau
Mann

Histologischer Typ
Adenokarzinome
Plattenepithelkarzinome
GroRzellige Karzinome
NSCLC, NOSP
Adenosquamadse Karzinome
Neuroendokrine Karzinome

Zytologie
Adenokarzinome
Plattenepithelkarzinome
Grof3zellige Karzinome
NSCLC, NOSP

aStumme Mutationen nicht beriicksichtigt.
® Nicht naher klassfizierbar (,not otherwise specified”).

Gesamtzahl EGFR-Mutationen®
[n (=100%]] [n (%]
119 20(16,8)
188 5(2,7)
97 13(134)
31 0

11 0

37 4(10,8)

1 0

1 0

79 7(89)
10

6 0

34 1(29)

mindestens einer verdnderten Amino-
sdure. Therapierelevante Mutationen fan-
den wir somit bei 8,1% (25/307) und irrele-
vante (stumme) Mutationen bei nur 1,6%

(5/307) der Patienten. Zwei Patienten hat-
ten eine doppelte Mutation.

Mutationen fanden sich vorwie-
gend in Exon 19 (n=16; 50%), gefolgt
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Tab.3 Beschreibung der EGFR-Mutationen und deren Assoziation mit dem Therapie- onen fanden sich signifikant hiufiger bei

Frauen als bei Mannern (16,8% vs. 2,7%,

ansprechen

Anzahl Exon Mutationstyp Beschreibung Besseres Therapiean- p=0,001) und bei Adenokarzinomen im
sprechen Vergleich zu den nicht néher klassifizier-

2 18 Punktmutation G719A Ja baren NSCLC (11,4% vs. 3,8%; p=0,017).

1 18 Punktmutation G719C Ja Von den 97 histologisch diagnostizier-

10 19 Deletion E746-A750 Ja ten Adenokarzinomen zeigten 12 (12,4%)

1 19 Deletion E746-T751 Ja ein vollstandiges und 20 (20,6%) ein herd-

1 19 Deletion L747-1751 Ja férmiges bronchioloalveoldres Wachs-

1 19 Deletion E746-T751P Ja tumsmuster. Bei 4 dieser 32 Karzinome

1 19 Deletion L747-A750 Ja (12,5%) fanden wir eine therapierelevante

1 19 Deletion L747-E749 Ja Mutation (8 Tab. 4).

1 19 Deletion L747-A750,T751P Ja Bei den Plattenepithelkarzinomen,

2 20 Punktmutation Q787Q Nein grofizelligen Karzinomen und bei dem

1 20 Insertion A767-V769 (insASV) Resistenz einen adenosquamdsen Karzinom fan-

1 20 Punktmutation T790M Resistenz den wir keine EGFR-Mutationen.

1 20 Insertion $768-D770 (insRCD) Ja

4 21 Punktmutation R836R Nein TTF-1-Assoziation

4 21 Punktmutation L858R Ja

Eine immunhistochemische TTF-1-Posi-
tivitat war signifikant mit einer relevanten
EGFR-Mutation assoziiert (p<0,05). Von

Tab.4 Assoziationen von EGFR- und TTF-1-Status mit klinisch-pathologischen

Parametern

Klinisch-pathologische Charakteristika EGFR-Status p-Wert den 25 NSCLC mit einer relevanten EG-
[n (%)] FR-Mutation waren 23 TTF-1-positiv.
Keine Mutation Mutation B Abb.5a, b zeigt ein TTF-1-positives
Geschlecht Adenokarzinom mit Mutation. Lediglich
Frau 99 (83,2) 20(16,8) p<0,001 ein EGFR-mutiertes NSCLC war TTF-1-
Mann 183 (97,3) 5Q2,7) negativ, bei einem weiteren war kein Ge-
Karzinomtyp webematerial mehr fiir eine nachtrag-
Adenokarzinom 156 (88,6) 20(11,4) p=0.017 liche immunhistochemische Untersu-
Andere 126 (96,2) 5(3,8) chung verfiigbar. Bei 91 nichtmutierten
Bronchioloalveoldres Wachstumsmuster® NSCLC war der TTF-1-Status bekannt.
Nicht vorhanden 56 (86,2) 9(13,8) p=n.s. Davon waren 69 TTF-1-positiv und 22
Vorhanden 28(87,5) 4(12,5) TFF-1-negativ.
TTF-1-Expression In der Multivariatanalyse unter Be-
EoSitiy 69 (75) 23(25) p=0,041 riicksichtigung von Geschlecht, Tumor-
Negativ 22(95,7) 143) typ (Adenokarzinom vs. andere Karzi-

nomtypen) und TTF-1-Status war ledig-
lich das Geschlecht signifikant mit ei-
ner relevanten EGFR-Mutation assoziiert

@ Nur Adenokarzinome in Biopsien berticksichtigt.

von Exon 21 (n=8; 25%), Exon 20 (n=s;
15,6%) und Exon 18 (n=3; 9,4%). Ein Pa-
tient mit einer Deletion (E746-A750) in
Exon 19 entwickelte unter EGFR-TKI-
Therapie zusitzlich eine zur EGFR-TKI-
Resistenz fithrende Punktmutation in
Exon 20 (T790M). Ein weiterer Patient
hatte eine stumme Mutation in Exon 20
(Q787Q) und eine Punktmutation in
Exon 21 (L858R). Bei allen anderen Pa-
tienten wiesen wir lediglich eine Mutati-
on nach. Die genaue Aufstellung aller re-
levanten Mutationen ist in @ Tab. 3 wie-
dergegeben. Beispiele typischer Mutati-
onen sind in @ Abb. 4 a, b dargestellt.
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Bei 7 Patienten erfolgte die Mutations-
analyse sowohl an einer zytologischen wie
auch an einer bioptischen Probe dessel-
ben NSCLC. Bei 4 dieser Patienten fan-
den wir eine EGFR-Mutation, die sowohl
in der Zytologie als auch in der Histologie
nachweisbar war. Bei einem bereits oben
erwihnten Patienten wurde zu Beginn le-
diglich die Mutation Q787Q in der Biop-
sie nachgewiesen und ein Jahr spater ei-
ne zusatzliche Mutation in der Zytologie
(Q787Q und zusitzlich L858R).

Somit wurden insgesamt in 18 Biop-
sien (18/179=10,1%) und in 11 Zytologi-
en (11/132=8,3%) relevante Mutationen
nachgewiesen. Therapierelevante Mutati-

[p=0,017; ,,Odds Ratio“ (95%-Konfiden-
zintervall): 3,81 (1,3-11,4)]. Bei Frauen war
die Wahrscheinlichkeit einer EGFR-Mu-
tation im Lungenkarzinom demnach fast
4-mal hoher als bei Mannern.

Diskussion

Die EGFR-TKI Gefitinib und Erlotinib
sind seit einigen Jahren fiir die Zweitlini-
entherapie bei fortgeschrittenen NSCLC
zugelassen. Der Nachweis einer EGFR-
Mutation gilt dabei als wichtiger positiver
pradiktiver Faktor [11]. In retrospektiven
Studien zeigten Patienten mit einer EG-
FR-Mutation unter EGFR-TKI ein bes-
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Abb. 4 » Beispiele von € ¢ ¢ 6T

EGFR-Mutationen. a L858R
ist ein Beispiel einer hdu-
figen Punktmutation in
Exon 21, Codon 858. Dabei
wird das 2. Nukleotid, wel-

- O EHo H3

ches fiir Thymin kodiert,
durch Guanin ersetzt (*).
Das fiihrt zu einer Ande-
rung der Aminosdure: Lysin
(L) wird zu Arginin (R).
b Deletion von 12 Basen-
paaren (Codon 747 bis 750)
in Exon 19 mit anschlie-
ender Fusionsmutation in
Codon 751 (Threonin wird
zu Prolin; T751p) b

seres progressionsfreies Uberleben und/
oder Gesamtiiberleben als Patienten mit
Wildtyp-EGER [13, 12]. Die Ansprechra-
ten von EGFR-mutierten NSCLC wird
mit bis zu 70% angegeben, wobei einige
Patienten hervorragend ansprechen [26].
Allerdings sind EGFR-Mutationen auch
unter Chemotherapie oder Placebo mit
einem verbesserten Uberleben assoziiert
[7 30]. Dies ldsst vermuten, dass EGFR-
mutierte NSCLC generell eine giinstige-

WT Sequenz:

Mutierte Sequenz

T AT CAAGIGAA| TTAIA G Ale A AGCAIA*CAT C TCCGA AA

E746

L747 R748 E749 A750 1751

v [GAAIC*CA| TC T||C CG|AA AJ[GCCIAACAA GG

E746 P747 S§748 P749 K750 A751

re Prognose aufweisen als nichtmutierte
NSCLC.

In welchem Ausmafy EGFR-Mutati-
onen tatsichlich pradiktiv fiir das An-
sprechen auf TKI sind und nicht nur ei-
nen Prognosefaktor darstellen, wird ge-
genwirtig in klinischen Studien an selek-
tierten Patienten mit EGFR-Mutationen
gepriift. Vorderhand ist die EGFR-Muta-
tionsanalyse bei NSCLC vor EGFR-TKI-
Therapie kein Standard, wird aber bei in-

dividuellen Patienten als Entscheidungs-
kriterium eingesetzt.

Neben der EGFR-Mutation gilt eine
Vermehrung der EGFR-Genkopiezahl,
nachgewiesen mittels Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH), ebenfalls als aus-
sichtsreicher pradiktiver Faktor [26, 30].
Die KRAS-Mutationsanalyse bietet sich
als attraktiver negativer pradiktiver Test
an, da KRAS-mutierte NSCLC praktisch
nie auf EGFR-TKI ansprechen [5, 29]. Im

Der Pathologe 5 - 2009 ‘ 389



Falle einer EGFR-Sequenzierung untersu-
chen wir deshalb an derselben DNS heute
immer auch gleichzeitig das KRAS-Gen.

Pravalenz der EGFR-Mutationen

In dieser Studie untersuchten wir prospek-
tiv 307 NSCLC iiber einen Zeitraum von
4 1/2 Jahren auf eine EGFR-Mutation in
den Exonen 18-21.Wir fanden in 8,1% der
Karzinome relevante EGFR-Mutationen.
Diese Mutationsrate liegt etwas niedriger
als in anderen européischen Studien (13-
15%; [2, 15]), deckt sich aber mit unseren
kiirzlich veroffentlichten Daten einer kli-
nischen Studie aus der Schweiz [5].

Die Privalenz von EGFR-Mutationen
bei unseren Patienten ist erwartungsge-
méf niedriger als in Asien (55-80%; [22,
24]).

Die etwas hohere Privalenz in den
USA (10-15%) lasst sich moglicherwei-
se auf einen hoheren asiatischen Bevol-
kerungsanteil oder auch auf eine unter-
schiedliche Patientenselektion zuriickfiih-

390 | Der Pathologe 5 - 2009
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ren [17]. Ubereinstimmend mit fritheren
Studien waren EGFR-Mutationen in Ade-
nokarzinomen und bei Frauen signifikant
gehauft [3].

Deletionen in Exon 19 standen in
unserer Serie im Vordergrund (50% al-
ler Mutationen). Dies deckt sich mit
fritheren Daten, bei denen der Anteil von
Exon-19-Deletionen mit 45% angegeben
wird [21]. NCSLC mit einer Deletionen in
Exon 19 sprechen besonders gut auf eine
EGFR-TKI-Therapie an [21]. Zwei (2/25;
8%) der relevanten Mutationen in un-
serer Studie sind mit einer Resistenz auf
EGFR-TKI assoziiert (T790M und A767-
V769 im Exon 20; [21]). Tatsachlich trat
die Ty9oM-Mutation in unserer Studie
nachweislich unter EGFR-TKI-Behand-
lung auf. Auch initial hervorragend auf
EGFR-TKI ansprechende NSCLC wer-
den meist innerhalb von 12 Monaten re-
sistent. Die T79oM-Mutation ist fiir rund
50% der sekunddren Resistenzen gegen
TKI verantwortlich [10]. Diese Mutation
verandert die dreidimensionale Struktur

Abb. 5 € Adenokarzinom
mit EGFR-Mutation und
TTF-1-Positivitat. a HE-Far-
bung, Vergr. 20:1. b TTF-1-
Immunhistochemie, Ver-
gr. 20:1

Abb. 6 € Adenokarzinom
der Lunge in einem trans-
bronchialen Punktat (Zy-
tologie) und in einer Bron-
chusbiopsie. a Reine Popu-
lation von Karzinomzellen
im zytologischen Praparat.
b In der Biopsie ist das Kar-
zinom z.T. mechanisch al-
teriert und zum peritumo-
ralen Stroma hin schlecht
abgrenzbar (Vergr. 40:1)

der ATP-bindenden Stelle, was die Bin-
dung von Erlotinib und Gefitinib ver-
hindert. Als weiterer wichtiger Mecha-
nismus fiir eine Resistenzentwicklung
wurde die Amplifikation des MET-Gens
identifiziert [8].

Zyologische vs. histologische
Untersuchungen

Unsere Untersuchung war nicht primér
auf einen Vergleich der EGFR-Sequenzie-
rung zwischen zytologischem und histo-
logischem Material ausgelegt. Die anna-
hernd identische Mutationsrate in his-
tologischen und zytologischen Prépara-
ten (10,1% vs. 8,3%) lasst aber in Uberein-
stimmung mit fritheren Arbeiten darauf
schlieflen, dass sich beide Materialien in
gleichem Mafle fiir eine EGFR-Mutati-
onsanalyse eignen. Dies deckt sich auch
mit den Resultaten vorhergehender Stu-
dien [5, 18, 23].

In kiirzlich publizierten Empfeh-
lungen [6] wird dagegen von EGFR-Un-



tersuchungen an zytologischen Proben
abgeraten. Als Argument wird vor allem
der angeblich hohe technische und zeit-
liche Aufwand der Tumorzellanreiche-
rung mittels Laser-Mikrodissektion ins
Feld gefithrt. Wir konnen uns dieser
Beurteilung nicht anschlieflen. Die La-
ser-Mikrodissektion ist auch an histo-
logischen Préparaten oftmals unabding-
bar, um eine Vermischung von wenig
Tumor-DNS mit Normal-DNS von be-
nignen Gewebsanteilen zu verhindern.
Deshalb sollte eine Mikrodissektions-
technik in jedem Labor verfiigbar sein,
das EGFR- und andere Mutationsanaly-
sen von diagnostischem Material anbie-
tet. Es handelt sich dabei um eine Metho-
de, die von technisch und morphologisch
geschultem Personal ohne grofien Zeit-
aufwand einsetzbar ist.

Histologische Biopsien zum Goldstan-
dard zu erheben, lésst sich unseres Erach-
tens auch deshalb nicht rational begriin-
den, da es sich in Biopsien und Zytologi-
en letztlich um dasselbe Tumorzellmate-
rial handelt. Die alkoholbasierte Fixation
zytologischer Praparate steht dabei einer
erfolgreichen DNS-Extraktion, PCR und
Sequenzierung nicht entgegen. Nach un-
serer Erfahrung reichen 30 bis 50 Tumor-
zellen fiir eine erfolgreiche Sequenzierung
aus [18].

Wir verwenden jeweils dasjenige Ma-
terial eines Patienten, das am besten ge-
eignet ist. Tumorzellreichen Biopsien ge-
ben wir den Vorzug gegeniiber tumor-
zellarmen oder stark mit reaktiven Zel-
len vermischten zytologischen Prapara-
ten. Andererseits fillt die Wahl bei ei-
ner tumorzellreichen Zytologie nicht
schwer, wenn die Alternative aus einem
schlecht abgrenzbaren und mechanisch
gequetschten Tumorinfiltrat in einer
Bronchusbiopsie besteht (8 Abb. 6 a, b).
Wir halten es fiir nicht vertretbar, in sol-
chen Fillen eine erneute Biopsie zur Ge-
winnung von histologischem Materi-
al zu forcieren. Im Gegensatz zu zytolo-
gischen Préparaten ermdglichen Biop-
sien auf Stufenschnitten multiple stan-
dardisierte Markeruntersuchungen. Des-
halb kann es im Rahmen von klinischen
Studien durchaus sinnvoll sein, Biopsien
fiir umfangreiche immunhistochemische
und andere molekulare Markeruntersu-
chungen zu fordern.

TTF-1-Assoziation

96% (23/24) der immunhistochemisch
untersuchten EGFR-mutierten NSCLC
dieser Serie waren TTF-1-positiv. Dies un-
termauert die Resultate fritherer Untersu-
chungen, wonach EGFR-Mutationen vor
allem bei Adenokarzinomen vorkommen,
die Eigenschaften von Typ-2-Alveolarepi-
thelien besitzen und deshalb meist TTF-
1-positiv sind [27, 28]. Interessanterwei-
se scheint der Transkriptionsfaktor TTF-
1 in der EGFR-Signalkaskade eine Rol-
le zu spielen, die aber noch nicht ausrei-
chend untersucht ist [14, 21]. Gemif$ un-
serer Daten ist eine EGFR-Mutationsana-
lyse vor allem bei TTF-1-positiven Ade-
nokarzinomen aussichtsreich, bei Platten-
epithelkarzinomen, grofizelligen Karzi-
nomen und nicht naher klassifizierbaren
und TTF-1-negativen NSCLC dagegen
kaum zu empfehlen.

Fazit fiir die Praxis

Eine EGFR-Mutationsanalyse gilt vor ei-
ner Behandlung von NSCLC mit einem
EGFR-TKI wie Erlotinib derzeit nicht als
Standard. Sie kann bei ausgewahlten
Patienten aber eine Entscheidungshil-

fe sein, da die Mehrzahl der Patienten
mit EGFR-Mutationen von einer Thera-
pie profitieren. Anhand klinisch-patho-
logischer Informationen wie Geschlecht,
Herkunft, Raucherstatus, Karzinomsub-
typ und TTF-1-Status lassen sich Tumo-
ren mit nur sehr geringer Mutations-
wahrscheinlichkeit gut eingrenzen. Biop-
sien und Zytologien eignen sich in glei-
chem Mafe fiir diese Analyse, sollten
aber unter der Aufsicht von erfahrenen
Diagnostikern oder morphologisch ge-
schultem Personal durchgefiihrt werden.
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Christian Andree

Rudolf Virchow. Vielseitigkeit,
Genialitat und Menschlichkeit
Ein Lesebuch

Hildesheim Ziirich New York: Georg Olms
Verlag 2008,311 S., (ISBN 978-3487088228),
22.80 EUR

Rudolf (Rudolf Ludwig Carl) Virchow hat ein
insgesamt gewaltiges Gesamtwerk hinterlas-
sen, das in vielen Punkten auch heute noch
aktuell ist. Wegen der breiten,, Streuung” seiner
Tatigkeit - Virchow war Pathologe, Hygieniker,
Sozialmediziner, Anthropologe, Ethnologe und
Prahistoriker — ist es aber nicht einfach, sich tiber
seine so verschiedenen Aktivitaten ndher zu
informieren, zumal es oft schwierig ist, jenseits
der iiberwiegend leicht zuganglichen patho-
logisch-anatomischen Literatur an die Origi-
nalquellen heranzukommen. Christian Andree,
der beste Kenner von Leben, Wirken und Werk
Virchows, ist seit Jahren unermiidlich damit
befasst, eine (auf 71 Bande konzipierte) kritische
Gesamtausgabe der Werke Rudolf Virchows zu
erstellen (vgl. Pathologe 2008, 29: 165-167).
Ohne Frage sind die bisher publizierten 27
Bande sehr informativ, gleichwohl ist es fiir den
individuellen Leser nicht moglich, diese Biicher
,von A bis Z im Zusammenhang zu lesen. Um
aber einer breiteren Leserschaft Wissenswertes
von und Uber Virchow zu vermitteln, hat Andree
nun in seinem aktuellen Buch eine Auswahl von
besonders wichtigen und typischen Texten zu
den verschiedenen Arbeitsgebieten Virchows
publiziert und diese Texte mit einleitenden oder
textbegleitenden Kommentaren sowie Anmer-
kungen versehen.

Nach einer ausfiihrlichen Schilderung des Le-
bens Rudolf Virchows folgen 5 Briefe an seinen
Vater, darunter 4 aus dem Revolutionsjahr 1848.
Der nachste Abschnitt erstreckt sich auf die
ebenso eindrucksvollen wie sozialkritischen
Berichte Virchows aus Oberschlesien aus Anlass
der dortigen ,Typhus-Epidemie”. Umfang und
Schwere dieser Epidemie (die tatséchlich eine
Fleckfieberepidemie war) wurden durch gerade-
zu schreckliche soziale Missstande begiinstigt.
Konsequenterweise und mit allem Nachdruck
hatte Virchow deshalb tief greifende soziale
Reformen gefordert, wie tiberhaupt,Bildung mit
ihren Tochtern Freiheit und Wohlstand das Mit-
tel gegen Krankheit” seien. Mit diesen Berichten
begann Virchows Karriere als mutiger und im-
mer einsatzbereiter Sozialmediziner.

Im Abschnitt Politik werden vor allem Virchows
Auseinandersetzungen mit Bismarck herausge-
stellt, wobei es insbesondere um die Rechte des
Parlaments sowie die Duellaffare mit Bismarck
ging, ferner Texte zu Fragen der Gleichberech-
tigung der verschiedenen Konfessionen, diese
auch in den Schulen - insgesamt 5 scharf, aber
doch fair formulierte Reden im Abgeordneten-
haus, die nicht selten auch Heiterkeit und Bravo-
Rufe bewirkt haben. In einer dieser Reden ging
es auch um Glauben und Wissen. Der Kampf
zwischen Glauben und Wissen werde jedes Mal

zu Gunsten des Wissens entschieden. Virchow
war durchaus ein glaubiger (protestantischer)
Christ. Mit aller Entschiedenheit wandte er sich
jedoch gegen einen zu starken, dogmatisch
bestimmten Einfluss besonders der katholischen
Kirche auf den Staat und dessen Entschei-
dungen. Naheres hieriiber findet sich auch in
dem Kapitel Giber den Kulturkampf. Obwohl die
Erfindung des Wortes Kulturkampf, wie Andree
jetzt nachgewiesen hat, nicht unmittelbar

auf Virchow zuriickgeht, war er doch eine der
Hauptpersonen in dieser keineswegs nur parla-
mentarisch wichtigen Angelegenheit.

Nattirlich darf ein wenigstens kurzer Abschnitt
Uber die Medizin nicht fehlen. Hier geht es um
so verschiedene Themen wie Thrombose und
Embolie, ,die Entwicklungsgeschichte des puer-
peralen Zustands bis zur Geburt’, den weit ver-
breiteten Alkoholmissbrauch, die auch damals
schon aufflammende Tierversuchsproblematik
und schlieBlich die Kurpfuscherei. Besonders

in seinen letzten Lebensjahrzehnten hatte sich
Virchow zusatzlich intensiv und wissenschaft-
lich-systematisch mit Fragen der Anthropologie,
Ethnologie, Urgeschichte und der deutschen
Volkskunde befasst. Hiermit waren z. T. weite
Reisen (Agypten, Tiirkei Troja!, Kaukasus)
verbunden. Andree hat zu diesem Abschnitt
Anthropologie etc. 3 Texte ausgewahlt, namlich
Uiber das Wachstum des Menschen, liber eine
Reise in den Nordkaukasus und sehr anschau-
lich, einfiihlsam und brillant formulierte ,Erinne-
rungen an Schliemann”.

Mit groBRer Entschiedenheit hatte Virchow
jedwede Art des Antisemitismus abgelehnt.
Das wird in einem weiteren Kapitel am Beispiel
eines auf heftigen Widerstand gestoBenen
Wiederbesetzungsverfahrens an seinem Institut
sowie durch seinen umfangreichen Briefwechsel
mit seinem langjahrigen Freund (und bedeu-
tenden Sanskrit-Forscher) Theodor Goldstiicker
klar ersichtlich. Dariiber hinaus wird in diesem
Briefwechsel Virchows,,menschliches Einfiih-
lungsvermogen” immer wieder erkennbar. Das
Schlusskapitel enthalt Virchows Dankesworte
aus Anlass der Feierlichkeiten zu seinem 80. Ge-
burtstag. Hier gibt Virchow einen Ruickblick auf
sein Leben. Noch einmal betont er, er habe ,im
Laufe der Zeit recht verschiedene Richtungen
der Forschung und der Thétigkeit eingeschla-
gen’, und,,ich habe je nach Umstéanden sowohl
die Medicin und die Naturwissenschaften, als
auch die Anthropologie und die Archdologie,
gelegentlich auch die Literatur, die Philosophie,
die Politik und die socialen Zustande zum Ge-
genstand meiner Studien gemacht”.

Andree hatte bei der notwendigerweise subjek-
tiven Auswahl der Texte ,eine gliickliche Hand",
und in Verbindung mit seinen Kommentaren
mochte man beinahe denken, Rudolf Virchow
leibhaftig in Aktion zu sehen. Der Titel dieses
sehr lesenswerten Buchs trifft das Wesentliche:
Rudolf Virchow - Vielseitigkeit, Genialitdt und
Menschlichkeit.

Dieter Harms, Kiel



