Titel

Neues aus der Pathologie

Professor Dr. Thomas Kirchner

Pradiktive Tumorpathologie

Individualisierte Behandlung bedeutet die Se-
lektion der richtigen Therapie fiir den richtigen
Patienten. Sie setzt daher pradiktive Biomarker
voraus, die eine individuelle Vorhersage zum
Ansprechen oder Nichtansprechen der Be-
handlung bei einem Patienten gestatten. In der
Praxis konnte das Prinzip inzwischen fiir ziel-
gerichtete Therapeutika bei Tumoren etabliert
werden. Die pradiktiven Biomarker werden hier
zum Nachweis der Zielstruktur eingesetzt. Das
erste Beispiel fiir die erfolgreiche Individua-
lisierung einer zielgerichteten Therapie beim
Brustkrebs durch pradiktive Biomarker war der
Nachweis einer HER—2—Uberexpression (human
epidermal growth factor) durch die immunhis-
tochemische Darstellung des HER-2-Molekiils
oder durch die Detektion einer HER-2-Genam-
plifikation mittels einer in-situ-Hybridisierung
im Mammakarzinom. Nur bei einer Uberex-
pression, die bei etwa 30 Prozent der Mam-
makarzinome vorliegt, ist ein signifikanter Be-
handlungseffekt mit Antikdrpern gegen HER-2
(Herceptin®) zu erwarten.

Inzwischen wurden der immunhistochemische
Nachweis von CD20 auf malignen B-Zell-Lym-
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Die Pathologie greift als zentrales Fach der zell- und gewebebasierten Diagnostik kon-
tinuierlich methodisch mogliche und klinisch nétige Neuerungen fur die Krankheitsdi-
agnostik auf und gehort dadurch zu den innovationsstarken Bereichen der Medizin. In
den vergangenen Jahren konnte in vielfacher Weise die Typisierung, Graduierung und
Stadieneinteilung von Erkrankungen fortentwickelt, weiter prazisiert und an die Erfor-
dernisse klinischer Therapieentscheidungen angepasst werden. Die Entwicklung wird
dabei durch eine zunehmende Integration molekularpathologischer Untersuchungser-
gebnisse in den morphologischen Gesamtbefund geprégt, sodass die Begutachtung
differenzierter, aber auch komplexer wird und einer Erlauterung bedarf. Diese leisten
Pathologen inzwischen als unmittelbare Berater und Mitentscheider in interdiszipli-
naren Konferenzen (Boards) — vor allem der organbezogenen Tumorzentren — fur die
Therapieplanung. Das Ziel ist eine groRtmdgliche Individualisierung der Behandlung,
woflur die pradiktive Pathologie schon heute durch neue molekularpathologische Tests
eine wesentliche Voraussetzung schafft. Bei den haufigsten Krebsarten hat die Patholo-
gie in den vergangenen Jahren verschiedene Moglichkeiten zur Selektion behandlungs-
geeigneter Patienten fir zielgerichtete Therapien etabliert. Diese sind: Der HER-2-Test
beim Mammakarzinom, der KRAS-Test fir das metastasierte Dickdarmkarzinom und der
EGFR-Test fur das nicht-kleinzellige Lungenkarzinom. Andere Neuerungen resultieren
aus einer konsequenten Weiterentwicklung der Klassifikation von Tumoren und ihrer
Vorstufen durch Erkenntnisse der Tumorigenese-Forschung. Jingste Beispiele sind
die Charakterisierung serratierter Polypen als Vorstufen des Dickdarmkarzinoms so-
wie neuer molekularpathologischer Tumorentitaten, die unmittelbare Relevanz fir die
Krebstherapie haben.

phomen, der immunhistochemische CD117-
Nachweis und die Analyse von cKIT-Genmuta-
tion bei gastrointestinalen Stromatumoren, der
KRAS-Mutationstest beim Dickdarmkarzinom
und der EGFR-Mutationstest beim nicht-klein-
zelligen Lungenkarzinom als prédiktive Bio-
marker zur Patientenselektion in die Diagnostik
der Pathologie eingefiihrt (Tabelle 1).
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Alle diese pradiktiven Biomarkeranalysen kdén-
nen in Ergdnzung zur morphologischen Dia-
gnostik am formalinfixierten, paraffineinge-
betteten Tumorgewebe durchgefiihrt werden.
Sie erfordern keine gesonderte Materialge-
winnung und sind auch noch retrospektiv an
archivierten Paraffinblocken mdglich. Biomar-
kernachweise mittels Immunhistochemie oder

Pradiktiver
Biomarker
(Nachweismethode)

Zielstruktur der
Therapie

HER-2-Uberexpression
(Immunhistochemie/in-
situ-Hybridisierung)

HER-2-Wachstums-
faktor-Rezeptor

CD20-Oberflachen-
molekl

CD20-Expression
(Immunhistochemie)

CD117 (Immunhisto-
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EGF-Wachstums- KRAS (Mutationsnach-
faktor-Rezeptor weis)

EGF-Tyrosinkinase-
Rezeptor

EGFR (Mutationsnach-
weis)

Tabelle 1: Beispiele pradiktiver molekularpathologischer Biomarker fur zielgerichtete Tumortherapien.



in-situ-Hybridisierung erfolgen an histo- oder
zytopathologischen Prédparaten unter Mit-
bewertung der Morphologie. Aber auch die
Mutationsanalysen erfordern eine morpholo-
gische Kontrolle, da fiir die Analyse die Aus-
wahl geeigneter Gewebeareale notwendig ist
und die gezielte Tumorgewebeanreicherung
unter mikroskopischer Kontrolle - zum Beispiel
durch Mikrodissektion - eine hohe Zuverlassig-
keit der Analysen gewihrleistet (Abbildung 1).

Molekularpathologischer
KRAS-Mutationstest beim
Dickdarmkarzinom

Der molekularpathologische KRAS-Mutations-
test wurde 2008 fiir eine zielgerichtete und
individualisierte Therapie des metastasierten
Dickdarmkarzinoms mit anti-EGFR-Antikdrpern
- Panitumumab (Vectibix®) und Cetuximab
(Erbitux®) - eingefiihrt. Diese therapeutischen
Antikdrper wirken nur dann, wenn die durch
den EGFR gesteuerten Signalweg noch regu-
lierbar sind. Ein geeigneter pradiktiver Biomar-
ker findet sich hier unterhalb der EGFR-Ebene
in den Signalwegen in Form der KRAS-Muta-
tion (Abbildung 2). Sie kommt bei 40 Prozent
der Dickdarmkarzinome vor und bewirkt ei-
ne konstitutive Daueraktivierung des KRAS-
Proteins, sodass der Signalweg autonom wird
und nicht mehr durch die Aktivitdt des EGFR
requliert werden kann. Daher kann eine anti-
EGFR-Therapie nur bei Patienten mit einem
KRAS-Wildtyp im Dickdarmkarzinom wirken
und ist bei einer KRAS-Mutation ineffektiv.
Dies wurde inzwischen in zahlreichen Studien
fiir Panitumumab sowie fiir Cetuximab, und
zwar sowohl fir die Mono- wie fiir die Kom-
binationstherapien in erster bis dritter Linie
gezeigt. Nach diesen Studienergebnissen ist
die KRAS-Mutation ein hoch signifikanter,
negativer pradiktiver Biomarker, der ein An-
sprechen der anti-EGFR-Antikdrpertherapie
nahezu ausschlieBt. Diese Datenlage begriin-
dete die Festlegung der European Medici-
nes Agency (EMEA) und einer ASCO-Leitlinie
(American Society of Clinical Oncology - www.
asco.org), dass alle Patienten mit einem me-
tastasierten Dickdarmkarzinom, bei denen
eine anti-EGFR-Antikdrpertherapie  vorge-
sehen ist, auf die KRAS-Mutation zu testen
und bei Vorliegen einer Mutation in den Co-
donen 12 oder 13 des Exon 2 des KRAS-Gens
von der Therapie auszuschlieBen sind. Die
KRAS-Status-Konkordanz zwischen Primértu-
mor und Metastase betrdgt tiber 90 Prozent.
Es kann daher der Primdrtumor oder die Me-
tastase getestet werden, wobei die Primartu-
moranalyse zu bevorzugen ist, da hierauf die
klinischen Studiendaten beruhen. Die mdglichen
Verfahren der Mutationsanalyse zeigen eine
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Abbildung 1: Ablauf einer histologischen und molekularpathologischen Untersu-
chung am Beispiel eines Dickdarmkarzinoms.

Dickdarmkarzinom
bii Behandiung mil ant-EGFR-Antkapem
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Normalgewebe

Abbildung 2: EGFR-KRAS-BRAF-MAPK-Signalweg im Normalgewebe und im
Dickdarmkarzinom bei Behandlung mit anti-EGFR-Antikdrpern. Im Normalge-
webe stimuliert die Bindung der Liganden Amphiregulin (AR) und Epiregulin
(ER) an den EGFR den nachfolgenden KRAS-BRAF-MAPK-Signalweg in der
Zelle. In Dickdarmkarzinomen werden verstarkt Liganden gebildet, wodurch
Uber eine transkriptionelle Aktivierung Proliferation, anti-Apoptose, Angiogenese
und Migration hochreguliert werden. Bei der Behandlung binden die anti-EGFR-
Antikdérper an den EGFR und verdréangen die Liganden. Bei KRAS-Wildtyp und
intaktem Signalweg kénnen die Antikérper den Signalweg blockieren. Bei einer
KRAS-Mutation ist KRAS nicht mehr tiber den EGFR regulierbar und kontinuier-
lich aktiv. Die Blockade der Ligandenbindung durch die anti-EGFR-Antikorper ist
daher unwirksam.
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Adenom-Karzinom-Sequenz
im Dickdarm

Serratierte Polypen-Route
im Dickdarm
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Schlissel

Dysregulation IS

RAS-RAF-MAPK-Signalweg

Initiale Mutationen APC APC/KRAS KRAS BRAF
Promoter- . N . .
Methylierung negativ niedriggradig hochgradig
Mikrosatelliten stabil stabil oder niedriggradig instabil ho_chgra_dlg
instabil
Chromosomale L .
positiv negativ

Instabilitat

Tabelle 2: Die zwei Hauptwege zum sporadischen Dickdarmkarzinom mit den zwei Signalweg-Dysregulationen
und genetischen Alterationen.

Prozent-Anteil aller Kontrollkoloskopie geman

Typ Dickdarmpolypen S3-L'eltlln‘lle »Kolorektales
Karzinom

Hyperplastischer Polyp 30 Prozent nach zehn Jahren

Sessiles serratiertes Adenom 3,9 Prozent nach drei Jahren

Traditionelles serratiertes 0% [Prasei nach drei Jahren

Adenom

Gemischter serratierter Polyp 0,7 Prozent nach drei Jahren

Tabelle 3: Typen und Haufigkeit serratierter Dickdarmpolypen und typenbezogene Intervalle fir die Kontroll-
koloskopie.

Glossar

HER-2 = human epidermal growth factor receptor 2

KRAS = ein neuer Biomarker (www.kras.de)

EGFR = epidermal growth factor receptor

CD = Cluster of Differentiation (,Unterscheidungsgruppen®)

cKIT-Genmutation = Mutationen des c-KIT Gens werden fir die Entstehung von Neoplasien
der genannten Zelltypen verantwortlich gemacht

NSCLC-Mutationen = Non-small-cell-lung-cancer (Nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom)

Whnt-Signalweg = einer von vielen Signaltransduktionswegen, durch die Zellen auf &ul3ere
Signale reagieren kénnen

APC = adenomatous polyposis coli

RAS-RAF-MAPK-Signalweg = Aktivierung intrazellularer Signalkaskaden

BRAF-Mutation = Untersuchung zur Vorhersagbarkeit einer Therapie beim Kolonkarzinom
HNPCC = hereditary non-polyposis colon cancer

MSI-H = hochgradige Mikrosatelliteninstabilitat

TKI = Tyrosinkinaseinhibitor

BRCA = BReast CAncer (Brustkrebs)
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vergleichbare Spezifitdt und Sensitivitat fiir den
KRAS-Mutationsnachweis. Ein standardisierter,
einheitlicher Test ist daher nicht erforderlich.
Jede Einrichtung, die den Test durchfiihrt, sollte
jedoch vor dem Routineeinsatz und mindestens
einmal im Jahr ihre Testqualitdt in Ringversu-
chen, die lber die Qualitatssicherungsinitiative
Pathologie (QuIP) angeboten werden, tiberprii-
fen und zertifizieren lassen.

Molekularpathologischer
EGFR-Mutationstest
beim nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinom

Im Juli 2009 wurde der molekularpatholo-
gische Nachweis von aktivierenden Mutationen
im EGFR-Gen als notwendige Voraussetzung
fir EGFR-gezielte Therapien mit dem Tyro-
sinkinaseinhibitor (TKI) Gefitinib (Iressa®) bei
nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen (NSCLC)
durch die European Medicines Agency (EMEA)
eingefiihrt. Die Grundlage hierfir war die kli-
nische Iressa®-Pan-Asia-Study (IPASS), in der
gezeigt wurde, dass bei einem Vorliegen ak-
tivierender Mutationen des EGFR-Gens im
NSCLC die Patienten von der Tyrosinkinasein-
hibitor-Therapie (TKI) besonders profitieren.
Ahnlich wie beim Dickdarmkarzinom fiihren
auch bei NSCLC Mutationen im KRAS-Gen zur
Entkopplung der Regulation durch den EGFR
und lassen somit TKI basierte Therapien versa-
gen. Da sich jedoch Mutationen in den KRAS-
und EGFR-Genen bei NSCLC gegenseitig aus-
schlieBen und nur Patienten mit Mutationen im
EGFR-Gen einer Therapie zugefiihrt werden, ist
eine zusatzliche Analyse des Mutationsstatuts
des KRAS-Gens (iberfliissig. Die aktivierenden
Mutationen im EGFR-Gen sind im Unterschied
zu den Mutationen im KRAS-Gen komplexer.
Die Frequenz von Mutationen des EGFR-Gens
bei NSCLC ist vom ethnischen Hintergrund und
weiteren Faktoren abhédngig. Eine hohe EGFR-
Mutationsrate von 40 bis 60 Prozent wird im
NSCLC bei Asiatinnen gefunden, wahrend sie
bei Kaukasiern 10 bis 20 Prozent betragt. Am
haufigsten kommen Mutationen in den Exonen
19 (45 Prozent) und 21 (40 bis 45 Prozent) vor.
Selten sind Mutationen im Exon 18 (5 Prozent)
oder im Exon 20 (< 1 Prozent) des EGFR-Gens.
Daher kann sich der pradiktive Test in Zukunft
wahrscheinlich auf die Analyse der Exone 19
und 21 konzentrieren.

Insgesamt ist die EGFR-Mutationsanalyse des
NSCLC wegen der Heterogenitit der Mutatio-
nen schwieriger als der KRAS-Mutationstest
beim Dickdarmkarzinom. Hinzu kommt, dass
fir die Lungenkarzinomdiagnostik hdufig nur
Biopsien und keine Operationspriparate zur
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Verfligung stehen. Dies erfordert eine optimale
Auswahl und Nutzung von sehr wenig Tumor-
gewebe, was in der Regel die enge Verzahnung
von morphologischer und molekularer Unter-
suchung in der Pathologie voraussetzt. Auch
der EGFR-Mutationstest sollte nur in Einrich-
tungen durchgefiihrt werden, die sich vor der
Routinetestung erfolgreich an Ringversuchen
der Qualitatssicherungsinitiative Pathologie
(QuIP) beteiligt haben und eine qualititsgesi-
cherte Testdurchfiihrung garantieren kénnen.

Serratierte Polypen als neue
Krebsvorstufen im Dickdarm

Nach den Ergebnissen der Tumorigenesefor-
schung konnen sporadische Dickdarmkarzi-
nome durch zwei Signalwege entstehen (Tabel-

le 2). Nur eine Wnt-Dysregulation, die bei bis zu
80 Prozent der Dickdarmkarzinome zu finden
ist, bedingt die klassische Adenom-Karzinom-
Sequenz mit adenomatdsen Polypen, deren
Erkennung und Entfernung bis vor kurzem das
alleinige Ziel der Krebsvorsorge und Screening-
Koloskopien war. Zahlreiche Untersuchungen
aus der Pathologie liefern inzwischen jedoch
iberzeugende Daten, dass die ibrigen 20 Pro-
zent der sporadischen Dickdarmkarzinome, die
mit einer BRAF- oder KRAS-Mutation starten,
nicht-klassische Adenome, sondern serratierte
Polypen als Krebsvorstufen haben (Abbildung 3
und 4). Hierzu zéhlen hyperplastische Polypen,
traditionelle serratierte Adenome, gemischte
serratierte  Polypen und sessile serratierte
Adenome (Tabelle 3), die alle mit einem hohen
Prozentsatz bereits BRAF- oder KRAS-Mutati-
onen zeigen. Die Krebsentstehung setzt dann
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Abbildung 4: Sessiles serratiertes Adenom des Dickdarms (rechte Bildhalfte) mit
Ubergang in ein invasives Adenokarzinom (linke Bildhélfte).

weitere genetische Alteration voraus. Letzte-
re treten bei hyperplastischen Polypen meist
nicht ein, sodass hyperplastische Polypen nach
derzeitiger Einschdtzung kein relevantes pra-
kanzerdses Risikopotenzial zugemessen wird.
Ein signifikantes Malignisierungsrisiko von bis
zu 10 Prozent der Félle haben allerdings die
anderen serratierten Polypenformen, die nun
sorgféltig von den hyperplastischen Polypen
abgegrenzt werden miissen. Bei diesen sessilen
serratierten Adenomen, traditionellen serra-
tierten Adenomen und gemischten serratierten
Polypen soll nach der aktualisierten S3-Leitli-
nie (www.dgvs.de/media/Leitlinie.pdf) fiir das
Dickdarmkarzinom die komplette Abtragung
und - wegen des bislang ungewissen zeitlichen
Malignisierungsablaufs - bereits nach drei Jah-
ren eine Kontrollkoloskopie, wie bei Hochrisi-
koadenomen, durchgefiihrt werden.
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Neue molekularpathologische
Tumorentitaten

Molekularpathologische Tumorentitaten sind
durch einheitliche morphologische, genetische,
molekulare und klinische Merkmale gekenn-
zeichnet und kdnnen nur aus der Zusammen-
schau von klinischen- und molekularen Befun-
den sowie der Morphologie sicher klassifiziert
werden. Haufig haben sie eine distinkte Pro-
gnose und meist ergibt sich aus der Diagnose
eine klare Therapiekonsequenz. In Zukunft
werden neue molekularpathologische Entitdten
auch bei den haufigen soliden Tumoren inte-
ressant und klinisch relevant sein. Erste Bei-
spiele hierfiir sind die triple-negativen Tumoren
beim Mammakarzinom und die sporadischen
Tumoren mit hochgradiger Mikrosatellitenin-
stabilitit (MSI-H) beim Dickdarmkarzinom. Die
triple-negativen Mammakarzinome sind durch
eine fehlende Expression von Ostrogenrezep-
toren, Progesteronrezeptoren und HER-2 ge-
kennzeichnet. Sie erfordern neue Therapieopti-
onen und umfassen auch die wichtigen familidr
gehduften Mammakarzinome mit BRCA1- oder
BRCA2-Mutation.

Dickdarmkarzinome mit MSI-H wurden zu-
nachst bei hereditary non-polyposis colon
cancer (HNPCC) beschrieben. Sie kommen je-
doch nicht nur als hereditdre Formen, sondern
vor allem als sporadische Dickdarmkarzinome
vor. Diese sporadischen Dickdarmkarzinome
mit MSI-H machen etwa 15 Prozent aller Dick-
darmkarzinome aus und entstehen (iber den
Tumorigeneseweg mit serratierten Polypen
und einer Dysregulation des RAS-RAF-MAPK-
Signalwegs.

Das Wichtigste in Kiirze

nomzellen mit solidem Wachstumsmuster.

In der Gruppe der sporadischen Karzinome
mit MSI-H ist das medulldre Karzinom des
Dickdarms eine besonders interessante und
beispielhafte molekularpathologische Tumor-
entitdt (Abbildung 5). Es macht 3,6 Prozent
der Dickdarmkarzinome aus und weist in Giber
90 Prozent der Fille MSI-H auf. Obwohl das
medulldre Karzinom morphologisch einen ho-
hen Malignititsgrad (G3 oder G4), hiufig eine
tiefe Infiltration und in 40 Prozent regiondre
Lymphknotenmetastasen zeigt, liegt sein Fern-
metastasierungsrisiko unter 2 Prozent. Bei ei-
ner RO-Resektion des medullaren Karzinoms im
UICC-Stadium 1l oder Ill (Union internationa-
le contre le cancer) werden daher tumorfreie
Fiinfjahrestiberlebensraten von bis zu 100 Pro-
zent erreicht. MutmaBlich handelt es sich hier

B Patienten, deren Dickdarmkarzinom eine KRAS-Mutation zeigt, profitieren nicht von einer zielge-
richteten Behandlung mit Antikérpern gegen den EGFR-Rezeptor. Der molekularpathologische
KRAS-Mutationstest am Karzinomgewebe liefert einen ersten pradiktiven Biomarker fur die indi-
vidualisierte Therapie des metastasierten Dickdarmkarzinoms.

M Bei Patienten mit nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom ist durch den molekularpathologischen
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Nachweis von aktivierenden EGFR-Mutationen am Karzinomgewebe eine pradiktive Diagnostik
fur ein Ansprechen auf die zielgerichtete Behandlung mit Gefitinib mdoglich.

Das sessile serratierte Adenom, das traditionelle serratierte Adenom und der gemischte serra-
tierte Polyp sind neu definierte Vorstufen des Dickdarmkarzinoms. Sie sind wegen ihres erwie-
senen prakanzerdsen Potenzials vollstandig abzutragen. Bei ihnrem Nachweis soll die Kontrollko-
loskopie bereits nach einem Intervall von drei Jahren erfolgen.

Molekularpathologische Entitaten haben eine klinische sowie therapeutische Relevanz und wer-
den die Klassifikation der haufigen Karzinome verandern, die bisher auf der Basis von lichtmi-
kroskopischen Kriterien beruhten. Ein Beispiel ist das medullére Dickdarmkarzinom, mit hochgra-
diger Mikrosatelliteninstabilitat (MSI-H) das Merkmale eines lokoregionaren Karzinoms mit

sehr niedrigem Fernmetastasierungsrisiko zeigt und auf eine 5-FU-Monotherapie nicht anspricht.

Bayerisches Arzteblatt 1-2/2010

um den besonderen Typ eines lokoregiondren
Karzinoms, bei dem die Lymphknotenmetasta-
sen kein Indikator fiir ein Fernmetastasierungs-
risiko sind und fiir den unsere traditionellen
Vorstellungen zur Tumorprogression und Fern-
metastasierung nicht zutreffen. Derartige Kar-
zinome erfordern nach einer R0O-Resektion und
bei Vorlage von Lymphknotenmetastasen keine
adjuvante Chemotherapie. Hinzu kommt, dass
das Vorliegen von MSI-H nach den biologischen
Daten sowie den Ergebnissen klinischer Studien
die Unwirksamkeit einer adjuvanten 5-FU-Mo-
notherapie zeigt. Die molekularpathologische
Entitdt des medulldren Dickdarmkarzinoms
ist daher ein sehr gutes Beispiel flir die hohe
Therapierelevanz einer differenzierteren Be-
trachtung der hdufigen soliden Tumoren. Hier
wird ein Weg vorgezeichnet, an dessen Ende
eine molekularpathologische Subtypisierung der
haufigen Organkarzinome steht, die durch ihre
Therapierelevanz einen wesentlichen Beitrag zur
Verbesserung der Krebsbehandlung leisten wird.

Der Autor erklart, dass er fir die Firmen
Amgen, Astra-Zeneca, Lilly, Merck-Sero-
no und Roche Beratungstatigkeiten aus-
geubt und Honorare flr Vortrage erhalten
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Das Literaturverzeichnis kann beim Ver-
fasser angefordert oder im Internet unter
www.blaek.de (Arzteblatt/Literaturhinwei-
se) abgerufen werden.
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