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Zusammenfassung

In den letzten 15 Jahren hat das Wissen
um die genetischen Veranderungen
beim Lungenkrebs exponentiell zuge-
nommen. Hier ist vor allem das nicht-
kleinzellige Lungenkarzinom beson-
ders gut untersucht worden.

Bei jiingeren Frauen, insbesondere bei
Wenig- oder Nie-Raucherinnen wer-
den hiufiger Mutationen im Rezeptor
fur den epidermalen Wachstumsfaktor
(EGFR) beobachtet, die sehr gut durch
Tyrosinkinase-Inhibitoren behandelt
werden konnen. Des Weiteren spielen
EML4-ALK-Translokationen und
ROSI-Translokationen eine Rolle, die
ebenfalls durch spezifische Substanzen
wie Crizotinib sehr viel besser behan-
delbar sind als mit konventioneller
Chemotherapie.

In diesem Artikel werden die techni-
schen Voraussetzungen zum Nachweis
von primdren Mutationen, aber auch
von Resistenzmutationen aufgefiihrt.
Resistenzverdnderungen wie die Am-
plifikation anderer Faktoren - wie C-
MET - werden ebenfalls beschrieben.
Deren Wertigkeit ist aber noch nicht
durch entsprechende Studien belegt.
Fiir die ebenfalls sehr haufig (allerdings
eher bei Rauchern) auftretenden K-
RAS-Mutationen gibt es bisher noch
keine spezifische Therapie.
Plattenepithelkarzinome zeigen héufi-
ger Mutationen im DDR2-Gen und
Amplifikationen des Typ-1-Rezeptors
fir Fibroblasten-Wachstumsfaktor

(FGFR-1), die ebenfalls therapeutisch
beeinflusst werden konnen. Ein Pro-
blem sind zurzeit noch die relativ
kleinen endoskopisch gewonnenen
Biopsien, die zum einen limitierte
Maéglichkeiten der genetischen Analy-
se, zum anderen auch fiir immunhisto-
chemische Verfahren nicht unbedingt
reprasentative Tumorausschnitte bie-
ten. Zudem storen die in diesen
Biopsaten ebenfalls vorhandenen Bin-
degewebs- und Entziindungszellen
haufig die Analysen. Zu diesem Zweck
konnen Anreicherungsverfahren wie
Mikrodissektion an routineméflig ent-
nommenen Gewebeproben eingesetzt
werden. Die verbesserte Sensitivitit
der neueren Sequenzierverfahren - wie
Next Generation Sequencing (NGS) -
ermoglichen ebenfalls eine Verwertung
von kleinen Biopsaten und auch zyto-
logischen Proben.

In Zukunft werden daher Verfahren
wie Gen-Panel-Testungen mit den neu-
en Analyseverfahren durchzufithren
sein. Die so gewonnenen Daten diirften
noch weitere Aufschliisse in Bezug auf
therapeutische Beeinflussbarkeit der
Lungenkarzinome und auch deren wei-
tere Prognose geben.

Schliisselworter: NSCLC, Tyrosinkina-
se-Inhibitoren, EGFR-Mutationen,
ALK-Translokationen, ROS1-Translo-
kationen, KRAS-Mutationen, Mikro-
dissektion, Next Generation Sequen-
cing
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Das Lungenkarzinom ist weltweit immer
noch die haufigste krebsassoziierte To-
desursache bei Minnern und die
dritthaufigste bei Frauen. Von histopa-
thologischer Seite werden die Lungentu-
moren in kleinzellige (SCLC) und nicht-
kleinzellige Lungenkarzinome (NSCLC)
unterteilt. Die sehr heterogene Gruppe
der NSCLC wird weiter anhand histolo-
gischer Kriterien in die drei Typen Ade-
nokarzinome, Plattenepithelkarzinome
und grofizellige Karzinome gegliedert.
Die Adenokarzinome zeigen in der Regel
einen driisigen Aufbau mit teils azini-
rem, teils trabekuldrem und teils auch
solidem Wachstumsmuster. Demgegen-
tiber imitieren die Plattenepithelkarzino-
me, wie der Name sagt, das Plattenepi-
thel mit Ausbildung von Interzellular-
Briicken und Verhornung. Die grof3zel-
ligen Karzinome zeigen keine spezifische
Differenzierung und kénnen zum Teil
nur mit immunhistochemischen Metho-
den von hochmalignen Non-Hodgkin-
Lymphomen und Melanomen unter-
schieden werden. Sie konnen durch
Ent-Differenzierung sowohl aus Adeno-
karzinomen als auch aus Plattenepithel-
karzinomen entstehen und teilen daher
auch molekulare Besonderheiten mit
beiden Gruppen. Genetische Untersu-
chungen in den letzten Jahren haben al-
lerdings demonstriert, dass der groflere
Teil der grofizelligen Karzinome auf
molekularer Ebene den Adenokarzino-
men zuzuordnen ist [1].

In den letzten 15 Jahren hat das Wis-
sen um die genetischen Verdnderungen
beim Lungenkrebs exponentiell zuge-
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nommen. Am besten ist hier das Adeno-
karzinom untersucht. Bei Nichtrauchern
und hier vor allen Dingen bei jlingeren
Frauen wurden Mutationen des Rezep-
tors fur den epidermalen Wachstumsfak-
tor (EGFR) zunichst in asiatischen Pati-
entenkollektiven am héufigsten beob-
achtet [2]. EGFR ist ein Rezeptor fiir
Wachstumsfaktoren, der aktivierende
Mutationen in den Exons 18, 19, 20 und
21 aufweisen kann. Die Mutationen in
Exon 18, 19 und 21 sensitivieren diese
Karzinome fiir EGFR-Tyrosinkinase-
inhibitoren (EGFR-TKI [3]), wihrend
Mutationen in Exon 20 zu einer Resis-
tenz fithren. Mithilfe von EGFR-TKI
lasst sich das progressionsfreie Uberle-
ben der betroffenen Patienten um durch-
schnittlich 10-16 Monate verldngern [3].

Die Pathogenese der Adenokarzino-
me basiert aber nur bei ca. 15% der be-
troffenen Européer auf EGFR-Mutatio-
nen, sodass nur ein relativ geringer
Prozentsatz der Patienten von dieser
neuen Therapieoption profitiert. Die
meisten dieser Patienten sind aufSerdem

Nichtraucher. Hauptséchlich bei Nicht-
rauchern zeigt sich auch eine andere
Mutation, die sehr erfolgversprechende
therapeutische Optionen erofinet, ndm-
lich eine Translokation, die das ALK-
Gen (Anaplastic Lymphoma Kinase)
involviert. Hier sind ungefdhr 7-8% aller
Patienten mit Adenokarzinomen betrof-
fen.

Translokationen des ALK-Gens sind
auch aus anderen Tumorentititen be-
kannt, aber beim NSCLC ist das Fusions-
produkt praktisch immer EML4-ALK
[4]. Hier bieten ALK-Inhibitoren die
Moglichkeit einer zielgerichteten Thera-
pie, die ebenfalls eine Lebensverlinge-
rung um durchschnittlich mehrere Mo-
nate bei geringen Nebenwirkungen er-
moglicht [5]. Sowohl die Therapie mit
EGFR-TKI als auch die mit ALK-Inhibi-
toren zeigen aber leider keinen langfris-
tigen Erfolg. In beiden Fllen entwickeln
sich im Durchschnitt nach ungefahr ei-
nem Jahr Resistenzen, die zu einer Pro-
gression des Karzinoms fiithren [6]. Hier
werden derzeit Second-line-Therapien

entwickelt, die diese resistenten Klone
angreifen konnen.

Die pathogenetische Entwicklung
von Adenokarzinomen bei Rauchern
scheint generell eher andere Mechanis-
men zu involvieren. Vor allen Dingen
tritt hier sehr haufig (ca. 30% aller Rau-
cher) eine Mutation im KRAS-Gen
(Kirsten rat sarcoma viral oncogene
homolog) auf, die mit einer deutlich
schlechteren Prognose korreliert [1].
Zusitzlich hat sich diese Mutation bisher
allen pharmakologischen Angriffen er-
folgreich widersetzt, sodass keine geziel-
te Therapie fir Tumoren mit dieser
Mutation existiert. KRAS ist ein Signal-
protein im EGFR-Signalweg, welches
diesen Signalweg unabhidngig von
EGFR-abhéngigen Proliferationssigna-
len aktiviert. Damit sind EGFR-Inhibi-
toren bei dieser Mutation normalerwei-
se wirkungslos [7]. Da sich KRAS selbst
als pharmakologisches Target als schwer
angreifbar erwiesen hat, wird derzeit
versucht, die von KRAS ausgehenden
proliferativen Signale bei nachfolgenden
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Abb. 1: EGFR-Signalweg und therapeutische Ansatzpunkte.
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Signalmolekiilen zu inhibieren. Hier
kommen z. B. MEK-Inhibitoren ins
Spiel, die derzeit in klinischen Studien
getestet werden [8]. Da EGFR- und
KRAS-Mutationen denselben Signalweg
betreffen, schlieen sie sich normaler-
weise gegenseitig aus.

Mit EGFR-, KRAS- und AKL-Muta-
tionen lassen sich ca. die Hilfte aller
Adenokarzinome molekulargenetisch
definieren. Die Suche nach weiteren,
pathogenetisch relevanten Mutationen
hat Aberrationen in verschiedenen Ge-
nen an den Tag gebracht, die aber in
jedem Fall weniger als 5% aller Patien-
ten mit Adenokarzinomen betreffen [9].

Hier muss vor allem auch die ROS1-
Translokation (1-3% aller Adenokarzi-
nome) erwahnt werden, fiir die bereits
eine zielgerichtete Therapie bekannt ist
[10]. Es hat sich gezeigt, dass Patienten
mit dieser Translokation auf die ALK-
Inhibitoren ansprechen, die urspriing-
lich fiir Tumoren mit ALK-Transloka-
tionen entwickelt worden waren. Auch
hier ist der Therapieerfolg transient,
d. h. nach ca. einem Jahr entwickeln
sich Resistenzen. Eine weitere Parallele
zu den Patienten mit ALK-Translokati-
onen besteht darin, dass es sich auch bei
diesen ROS1-translozierten Patienten
uberwiegend um Nichtraucher handelt.

Ganz anders steht es mit Mutatio-
nen, die das BRAF-Gen betreffen, des-
sen Proteinprodukt ein weiteres Signal-
Molekiil im Signalweg diverser Wachs-
tumsfaktoren darstellt. Diese Mutation
ist auch von kolorektalen Karzinomen
bekannt, wo sie mit einer infausten
Prognose einhergeht [14]. Auch beim
NSCLC gibt es Hinweise, dass diese
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Abb. 2: Aktueller Stand der bekannten Treibermutationen des Bronchialkarzinoms [9,11,12,13].

Mutation mit einer sehr schlechten
Prognose verbunden ist [15]. Hier sind
allerdings nur ca. 1-3% aller NSCLC-
Patienten von BRAF-Mutationen be-
troffen, und zwar sowohl Patienten mit
Adenokarzinomen als auch mit Platten-
epithelkarzinomen. Die BRAFV600E-
Mutation kommt auch in ca. der Hilfte
aller Melanome vor, wo sie sehr erfolg-
reich mit BRAF-Inhibitoren behandelt
wird [16]. Leider verlduft der Signalweg
in Melanomen aber anders (iiber den
Rezeptor KIT) als in NSCLC und kolo-
rektalen Karzinomen (iiber EGFR). Es
hat sich gezeigt, dass die bisher bekann-
ten BRAF-Inhibitoren in diesen Adeno-
karzinomen eher sogar eine adverse
Wirkung zeigen, sodass eine zielgerich-
tete Therapie fiir diese aggressiven Tu-
moren bisher nicht bekannt ist [17].
Sowohl die Therapie mit EGFR-
TKI als auch die mit ALK-Inhibitoren
zeigt aber leider keinen langfristigen
Erfolg. In beiden Fillen entwickeln
sich im Durchschnitt nach ungefihr
einem Jahr Resistenzen, die zu einer
Progression des Karzinoms fiihren [6].
Die hédufigsten Resistenzmechanismen
sind Mutationen in der Kinase-Doma-
ne der betreffenden Gene, die die
Bindung der entsprechenden Inhibito-
ren blockieren. Im EGFR-Gen tritt
zum Beispiel die T790M-Mutation auf,
die sich bei tiber 50% aller EGFR-TKI-
resistenten Tumoren finden ldsst. Ent-
sprechende Mutationen sind inzwi-
schen auch in der Kinase-Domaéne von
ALK gefunden worden. Derzeit wer-
den Second-line-Therapien entwickelt,
die diese resistenten Klone angreifen
koénnen. In ca. 5-10% aller TKI-resis-
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tenten Tumoren treten auch Amplifi-
kationen des MET-Gens auf.

Die MET-Amplifikation ist eine wei-
tere Mutation, die die Grenzen von
Adeno- und Plattenepithelkarzinomen
tiberschreitet. Sie findet sich in ungeféhr
5% aller NSCLC als primédre Aberration
[19]. Auch Punktmutationen des MET-
Gens kommen vor, sind aber sehr selten
[20]. MET ist wie EGFR ein Rezeptor
fir Wachstumsfaktoren, speziell fiir den
»Hepatocyte Growth Factor® Da er sich
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Abb. 3: Resistenzmechanismen bei Lungen-
Adenokarzinomen unter Behandlung mit
EGFR-TKI [18].

auf der Zelloberfliche befindet, bietet er
eine Angriffsflache fiir den therapeuti-
schen Einsatz von spezifischen Antikor-
pern, die sich zum Teil bereits in Phase-
III-Studien befinden. Als Nachweistech-
niken kommen hier FISH (Fluoreszenz-
in-situ-Hybridisierung) und Immun-
histochemie in Betracht. Die Immun-
histochemie hat sich dabei als gleich-
wertig in der Spezifitat und als deutlich
robuster und kostengiinstiger erwiesen.
Die Interpretation ist allerdings nicht
trivial, sodass eine spezifische Schulung
der Pathologen (dhnlich wie bei der
Immunbhistochemie fiir HER2) erfolgen
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Abb. 4: Heterogene MET-Expression in einem Lungen-Adenokarzinom. Der Expressionsscore
variiert von 1+ bis 3+.

sollte. Des Weiteren sollten nur validier-
te Antikorper und Detektionssysteme
verwendet werden.

Weitere Mutationen bei Adenokar-
zinomen betreffen z. B. die KRAS-
Verwandten HRAS und NRAS, die
Rezeptoren HER2 und RET, sowie das
Signalmolekiil PIK3CA 9,21. Da alle
diese Mutationen sehr selten auftreten,
sind zielgerichtete Therapien nur fiir
diejenigen von ihnen bekannt, die auch
bei anderen Tumoren eine Rolle spielen
und bei denen die Therapieoptionen
sich auf die Entitdt der NSCLC iibertra-
gen lieflen (z. B. PIK3CA-Mutationen
und mTOR-Inhibitoren). Andere Mu-
tationen sind bei einzelnen Patienten
gefunden worden, aber mehr als ein
Drittel der Adenokarzinome kénnen
immer noch nicht molekulargenetisch
charakterisiert werden. Dies betrifft vor
allem die Pathogenese der Rauch-indu-
zierten Karzinome.

Die molekulare Pathogenese der
Plattenepithelkarzinome hat sich gene-
rell als weniger leicht zuganglich erwie-
sen, obwohl hier in den letzten Jahren
erheblich Fortschritte gemacht wurden.
Circa ein Drittel dieser Karzinome zei-
gen Amplifikationen des PIK3CA-Gens
[12]. Hier wird es notig sein, die mole-

kularen Folgen einer PIK3CA-Amplifi-
kation genauer zu definieren, um ziel-
gerichtet eingreifen zu kénnen.

Eine bessere therapeutische An-
griffsfliche bietet die Amplifikation des
FGFRI (fibroblast growth factor recep-
tor 1). Hier wurde bereits ein FGFR-
spezifischer TKI entwickelt, der jetzt in
klinischen Studien getestet wird [22].
Die hier betroffenen 20-30% der Pati-
enten mit Plattenepithelkarzinomen
sollten daher hoffentlich bald von einer
zielgerichteten Therapie profitieren
konnen.

Eine Mutation, die spezifisch ist fir
Plattenepithelkarzinome und die sich
heute moglicherweise bereits zielge-
richtet angreifen ldsst, betrifft das
DDR2 Gen. Tumoren mit dieser Muta-
tion konnen auf eine Therapie mit ei-
nem ABL-Inhibitor ansprechen [23].
Dieser TKI wurde urspriinglich als Al-
ternative zu den first line TKI bei der
chronischen myeloischen Leukédmie
entwickelt, zeigt aber durchaus umfas-
senderes therapeutisches Potenzial.
Hier allerdings st63t man diagnostisch
auf Probleme. Im Gegensatz zu den
Mutationen in EGFR, KRAS oder auch
BRAF und PIK3CA, die sich auf wenige
Regionen des Gens beschréinken, kon-
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nen Mutationen in DDR?2 sich iiber das
ganze, sehr grofie Gen erstrecken. Dies
macht es erforderlich, das gesamte Gen
zu sequenzieren, um zu einer therapeu-
tischen Entscheidung zu kommen. Hier
wird es notig werden, die neue Technik
des Next Generation Sequencing (NGS)
in die Diagnostik zu integrieren, die
eine Sequenzierung grofler Gene erheb-
lich schneller (und kostengiinstiger)
macht. Das NGS ermdoglicht es, dem
Patienten und dem behandelnden Arzt
die Informationen zum Mutationsstatus
in kurzer Zeit zur Verfiigung zu stellen,
um ein rechtzeitiges Einleiten der The-
rapie zu ermoglichen. Auch bei den
Plattenepithelkarzinomen wurden aber
fiir ungeféhr ein Drittel der Tumoren
noch keine pathogenetisch relevante
Mutation gefunden, sodass die Mog-
lichkeiten einer zielgerichteten Therapie
hier noch erheblich eingeschriankter
sind als bei den Adenokarzinomen.

Die letzte, bislang unerwihnte
Gruppe der kleinzelligen Lungenkarzi-
nome bildet eine vergleichsweise selte-
ne Tumorentitit, die stark mit Tabak-
konsum assoziiert ist und fiir die bisher
nur wenige potenzielle Targets be-
schrieben sind. In jiingerer Zeit wurden
nun aber auch fiir diese klinisch schwie-
rige Entitat einige genetische Aberrati-
onen beschrieben, die Hoffnung auf
neue therapeutische Optionen machen.
In 6% der Fille wurden FGFR1-Ampli-
fikationen beschrieben [13]. Diese ha-
ben sich beim Plattenepithelkarzinom
(hier in 22% der Falle) bereits als sensi-
tiv auf FGFR-Inhibition erwiesen [22].

Bei weiteren 10% liegen inaktivie-
rende Mutationen in der Phosphatase
PTEN vor. PTEN ist ein negativer Regu-
lator des PI3-Kinase-Signalwegs, dessen
Mutationen in der Regel zum Funkti-
onsverlust des Proteins fithren. Dies hat
zur Folge, dass der PI3-Kinase Si-
gnalweg iiberaktiviert wird, womit sich
die Moglichkeit fiir einen zielgerichteten
Therapieansatz eroftnet. Abgesehen von
diesen Anfangserfolgen ist der Grofiteil
der pathogenetisch relevanten Mutatio-
nen beim kleinzelligen Karzinom je-
doch noch unbekannt. Das kleinzellige
Lungenkarzinom bleibt daher weiterhin
eine klinisch schwierige Gruppe mit
aufSerst ungiinstiger Prognose.
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Mit der zunehmenden Kenntnis der
genetischen Grundlagen der Lungen-
karzinome wird eine immer umfassen-
dere und sensitivere molekulare Dia-
gnostik nétig, die moglichst auch von
kleinen Biopsien und zytologischen
Praparaten zuverlassige Ergebnisse lie-
fert. Ein wesentliches Hilfsmittel ist hier
die Mikrodissektion (manuell oder -
noch besser - lasergesteuert), die es
ermoglicht, Tumorzellen aus dem um-
gebenden Normalgewebe zu isolieren
und gezielt zu analysieren. Sensitivere
Methoden, wie Realtime-PCR-basierte
Ansitze und Next Generation Sequen-
cing (NGS), ermdéglichen die Detektion
von Mutationen auch in Subklonen des
Tumors oder bei einem insgesamt ge-
ringen Tumoranteil.

Ein weiterer Vorteil des NGS ist es
auch, dass viele Gene gleichzeitig und
kostengiinstig evaluiert werden kon-
nen. Da viele der neu entdeckten Muta-
tionen nur in einem kleinen Prozent-
satz der Patienten gefunden worden
sind, ist nur bei gleichzeitiger Testung
aller dieser Gene in angemessen kurzer
Zeit auch die molekulare Diagnose fiir
den Patienten verfiigbar. Neue Techni-
ken, die derzeit entwickelt werden,
werden es auch erméglichen, Punktmu-
tationen, Amplifikationen und Translo-
kationen in einem Ansatz zu untersu-
chen. Dies lasst hoffen, dass in Zukunft
komplexe genetische Analysen des Ge-
noms oder des Exoms helfen werden,
auch die bisher unbekannten Mechanis-
men der Karzinomentstehung und Pro-
gression zu ermitteln und ggf. thera-
peutisch anzugreifen. -+

Summary

Molecular pathology of lung cancer
The knowledge of genetic changes in
lung cancer has increased exponentially
within the last 15 years. Here, particular-
ly non-small-cell lung carcinoma (NS-
CLC) has been studied thoroughly.

In younger women, especially light
or non-smokers, mutations within the
epidermal growth factor-receptor (EG-
FR) have been observed frequently,
which can be treated very well with ty-
rosine kinase Inhibitors. Furthermore,
EML4-ALK translocations and ROS1

translocations are important, because
these patients also benefit from specific
drugs like Crizotinib in comparison to
conventional chemotherapy.

In this article, the technical require-
ments for the detection of primary
mutations, but also of resistance muta-
tions, are listed. Changes leading to re-
sistance - like the amplification of fac-
tors like c-MET - are also mentioned.
Their value, however, has not yet been
documented by comparative studies. So
far, there is no specific therapy for the
frequently occurring K-RAS mutation
(mostly in smokers).

Squamous cell cancers frequently
show mutations within the DDR2-gene
and amplifications of the fibroblast
growth factor-receptor 1 (FGFR-1),
which can also be influenced therapeu-
tically.

At the moment, the scarcity of biopsy
material obtained by endoscopy is still a
problem. First, it offers only limited op-
portunities for genetic analyses, on the
other hand it may not show representa-
tive tumor segments, that are suitable for
immunohistochemical procedures. In
addition, connective tissue and inflamm-
atory cells within these biopsies can
distort the analysis. To circumvent these
obstacles, enrichment procedures, e.g.
microdissection techniques, could be
used in routinely taken tissue samples.
The improved sensitivity of newer se-
quencing procedures like Next Genera-
tion Sequencing (NGS) also allow the
use of small biopsies as well as cytologi-
cal specimens. Therefore, in the future it
will be necessary to use procedures like
gene-panel testing with the recently int-
roduced analytical methods.

The data thus obtained are likely to
give further clues regarding the progno-
sis as well as the way lung cancer can be
influenced therapeutically.
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