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Biomarker-Diagnostik in der Pathologie

K. Johrens', D. Molnar’

Die Entwicklung der personalisierten

Medizin hat die Therapiemoglichkeiten

in der Onkologie revolutioniert. Die ziel-

gerichtete Therapie setzt dabei voraus,

dass die Tumoren Charakteristika auf-

weisen, die spezifisch therapierbar sind.

Bezogen auf die Pathologie gibt es hier

prinzipiell drei verschiedene Ansatz-

moglichkeiten. Dies sind:

= die Morphologie unter Berucksich-
tigung des TNM-Status und des
Gradings,

= das Vorhandensein von Proteinen,
darstellbar durch immunhistolo-
gische Untersuchungen,

= Mutationen und Varianten sowie
Fusionen und Amplifikationen,
identifizierbar durch molekulare
Methoden.

Die Darstellung und Identifikation die-
ser Charakteristika bezeichnet man
als Biomarker-Diagnostik. Im Folgen-
den werden exemplarisch einzelne Bio-
marker aus den drei verschiedenen
oben genannten Kategorien vorgestellt.

Morphologie unter
Berucksichtigung des

TNM-Status und des Gradings

Als Beispiele fur einen morphologi-
schen Biomarker werden hier Immun-
Checkpoint-Inhibitoren (ICl) fiir das Nie-
renzellkarzinom, das Plattenepithelkar-
zinom des Osophagus und das Adeno-
karzinom des Osophagus und des
gastro-osophagealen Uberganges be-
schrieben.

Seitens der Europaischen Arzneimittel-
Agentur (EMA) wurde Pembrolizumab
als Monotherapie fiir die adjuvante Be-
handlung des Nierenzellkarzinoms mit
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erhohtem Rezidivrisiko zugelassen.
Dies setzt voraus, dass die Patientin-
nen und Patienten entweder ein inter-
mediares Rezidivrisiko, ein hohes Rezi-
divrisiko oder einen M1-NED-Status bei
metastasierter Erkrankung nach voll-
standiger Resektion des Primarius und
metastasierter Lasionen aufweisen.
Das Intermedidrrisiko ist definiert
durch ein pT2-Stadium mit einem his-
tologischen Differenzierungsgrad 4 (G4)
oder einer sarkomatoiden Differenzie-
rung ohne Lymphknoten- oder Fern-
metastasen oder durch ein pT3 egal
welchen Differenzierungsgrades ohne
Lymphknoten- oder Fernmetastasen.
Das hohe Rezidivrisiko ist definiert als
pT4 egal welchen Differenzierungsgra-
des ohne Lymphknoten- oder Fernme-
tastasen oder jegliches T-Stadium mit
positivem Lymphknotenstatus ohne
Fernmetastasen [1].

Nivolumab kann bei Plattenepithelkar-
zinomen des Osophagus und Adeno-
karzinomen des Osophagus und des
gastro-dsophagealen Uberganges in ei-
nem adjuvanten Setting nach Chemo-
Radio-Therapie  appliziert werden,
wenn die Patienten einen ypl+ oder
ypN+ Status aufweisen [2].

Das Vorhandensein von Proteinen,
darstellbar durch immunhistolo-
gische Untersuchungen ohne und
mit zusatzlichen molekularen
Untersuchungen

Programmed cell Death Ligand 1 PD-L1
Die Gabe von ICI hat die therapeuti-
schen Moglichkeiten in der Onkologie
deutlich erweitert. Momentan thera-
peutisch relevante Checkpoint-Mole-
klle sind das cytotoxic T-lymphocyte-
associated protein 4 (CTLA-4), pro-
grammed cell death (PD-1) und sein
Ligand PD-L1. Sie sind fir die Eigento-
leranz notwendig. Es wird angenom-
men, dass die Tumoren uber eine Ex-

pression von zum Beispiel PD-L1 ver-
suchen, der Immunabwehr zu entgehen.
Ziel der Immuncheckpoint-Inhibitor-
Therapie ist es, diesen Mechanismus
ruckgangig zu machen. Die bekanntes-
ten therapeutisch einsetzbaren Check-
point-Inhibitoren sind gegen CTLA4
Ipilimumab, gegen PD-1 Nivolumab/
Pembrolizumab und gegen PD-L1 Ate-
zolizumab, Avelumab, Cemiplimab und
Durvalumab. Fir einige Tumorentitaten
wird die Gabe dieser (ICl) an die immun-
histologische Bestimmung von PD-L1
gekoppelt und in der Zulassung seitens
der EMA oder der U.S. Food and Drug
Administration (FDA) verankert. Dabei
sei darauf hingewiesen, dass die FDA
eine Companion Diagnostik fordert,
wahrend sich die EMA bisher fir eine
Methodenoffenheit ausgesprochen hat.
Die Companion Diagnostik setzt voraus,
dass der Biomarker gemaR der Studie,
die zu der Zulassung gefiihrt hat, ange-
wendet werden muss. Bei der Metho-
denoffenheit ist die Wahl der immun-
histologischen Antikorper, der Kits und
der Gerate dem Pathologen uberlassen.
Dadurch konnen laboratory developed
tests (LDT) entstehen [3].
Als PD-L1 positiv gilt eine Karzinom-
zelle, wenn sie eine membranare Far-
bung aufweist. Diese kann komplett
also transmembranar oder inkomplett
sein. Die Intensitat der Expression
spielt keine Rolle, das heiRt auch eine
sehr schwache Expression wird als
positiv gewertet [4]. In Abhangigkeit
der Scores (IC, CPS) spielt auch die
Expression von PD-L1 in Immunzellen
eine Rolle. Aktuell sind in Europa drei
verschiedene Scores zur Bestimmung
der PD-L1 Expression therapierelevant:
= Bei dem Tumor Proportion Score
(TPS) wird die membranare Expres-
sion von PD-L1 auf den Tumorzellen
bestimmt und in das Verhaltnis aller
auf dem immunhistologischen
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Schnitt vorhandenen vitalen Tumor-
zellen gesetzt. Es handelt sich hier
also um einen Zellscore.

= Zur Bestimmung des Combined
Positive Scores (CPS) werden die
PD-L1 positiven Tumorzellen und
Immunzellen in Bezug zu den vitalen
Tumorzellen gesetzt und mit 100
multipliziert. Im Gegensatz zum
TPS ist dies kein Prozent-Wert.
Der ermittelte Wert kann theore-
tisch grof3er als 100 sein. Von den
Immunzellen gehen die Lymphozy-
ten und Makrophagen in die Wer-
tung ein, Granulozyten werden nicht
einbezogen. Auch hier handelt es
sich um ein einen Zellscore.

= Im Gegensatz hierzu ist der Immune
Cell Score ein Flachenscore. Hier
werden die Immunzellen (Lympho-
zyten, Makrophagen, Granulozyten),
die innerhalb der Tumorzellen oder
im benachbarten peritumoralen
Stroma liegen und PD-L1 positiv
sind, gezahlt und auf das Tumora-
real bezogen. Es handelt sich hier
um einen prozentualen Wert.

Die Cut-Offs fir diese Scores und die
Scores selber hangen von der Gabe der
jeweiligen ICI entsprechend der Zulas-
sungen ab [5]. Da die Pathologinnen
und Pathologen in der Regel nicht Gber
die konkrete Gabe der ICl informiert
sind, wird empfohlen, alle (therapierele-
vanten) Scores anzugeben.

In vielen Instituten fir Pathologie wird
aufgrund der Zulassungsbestimmungen
und Leitlinien-Empfehlungen PD-L1 be-
reits wahrend der Erstdiagnose (nicht
kleinzellige Lungen-, Magen-, Osopha-
gus-Karzinome und die des gastro-
osophagealen Ubergangs) bestimmt,
was als ,Reflextestung" bezeichnet
wird. Bei den ubrigen Karzinomen, bei
denen der immunhistologische Nach-
weis von PD-L1 als Biomarker gefordert
wird (zum Beispiel Karzinome des
Kopfes und des Halses, Mammakarzi-
nome), erfolgt diese Untersuchung zu-
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Tab. 1: Interpretation der HER2 Immunhistologie am Mammakarzinom modifiziert nach

der S3- Leitlinie Mammakarzinom 2021 [9]

Farbeintensitat | Bioptat/Resektat HER2-Status
Score [HC

0 keine Membranfarbung in den Tumorzellen

1+
der Tumorzellen

2+

schwache inkomplette Membranfarbung in > 10 %

schwache/maRige zirkulare Membranfarbung

negativ

low

low

in > 10 % der Tumorzellen oder kraftige zirkulare
Membranfarbung in <10 % der Tumorzellen 2+/ISH

negativ
2+

schwache/maRige zirkulare Membranfarbung

positiv

in > 10 % der Tumorzellen oder kraftige zirkulare
Membranfarbung in <10 % der Tumorzellen/ISH

positiv
3+

meist nach Anforderung der klinischen
Kollegen, da die Gabe der ICl vom Sta-
dium und gegebenenfalls der Vorthera-
pie abhangig ist.

HER2-Expression /-Amplifikation
HER?2 ist die Abkirzung fir human epi-
dermal growth factor receptor 2 be-
ziehungsweise erb-b2 rezeptor tyrosi-
nase 2. Er stimuliert die Zellproliferation
Uber die Aktivierung des RAS-MAP-
Kinase Weges. Zusatzlich wird die Apo-
ptose Uber den mTor-Signalweg ge-
hemmt [6]. Eine zielgerichtete Therapie
gegen HER2 ist moglich, wenn Karzi-
nomzellen eine Expression/ Amplifika-
tion dieses Molekdls aufweisen. Hierfir
ist zunachst die immunhistologische
Untersuchung zum Nachweis einer
moglichen HER2-Expression der Tu-
morzellen notwendig. Die Interpreta-
tion der Farbung ist abhangig von der
Tumorentitat. Die Tabellen 1 und 2 zei-
gen diese bezogen auf das Mamma-
karzinom und das Magenkarzinom/
Adenokarzinom des Osophagus/gas-
tro-6sophagealen Uberganges.

Einen grenzwertigen Befund stellt der
Score HER 2+ dar, der eine Uberpriifung
idealerweise mittels einer in-situ-Hyb-
ridisierung fordert [7].

Zusatzlich gibt es seit 2023 eine Thera-
pieoption fir HER2 Low Mammakarzi-

gleichmaRig kraftige zirkulare Membranfarbung
in > 10 % der Tumorzellen

positiv

nome. Entsprechend des ESMO expert
consensus statements (ECS) [8] werden
hierunter Mammakarzinome verstan-
den, die einen HER2 Score 1+ oder 2+/
ISH nicht amplifiziert aufweisen.

Entsprechend der Interdisziplinaren
S3-Leitlinie [9] fir die Friherkennung,
Diagnostik, Therapie und Nachsorge
des Mammakarzinoms liegt der Grenz-
wert flr ein ISH-positives Testergebnis
bei HER2/CEN17-Ratio > 2,0. Da der
Zugewinn der perizentromeren Region
des Chromosoms 17 zu falsch negati-
ven Ergebnissen fihren kann, wenn nur
die Ratio als Kriterium zur Unterschei-
dung HER2-positiver und -negativer
Falle berlcksichtigt wird, gilt gemalk
dem aktuellen Update bei einer Ratio
< 2,0 auch die mittlere HER2-Signalzahl
pro Zelle. Der Nachweis von 6,0 Gensi-
gnalen und mehr ist als HER2-positiv,
von weniger als 4,0 Signalen als HER2
negativ zu interpretieren. Die ,Border-
line"-Kategorie fir die ISH umfasst
Tumoren mit > 4,0 und < 6,0 HER-Signa-
len pro Zelle. In diesem Falle sollte eine
Re-Testung (andere validierte Methode
an dem gleichen Material oder Neutes-
tung an anderem Material, beispiels-
weise am Exzidat, wenn Borderline-
Ergebnis an der Nadelbiopsie) erfolgen.
Die Testung von HER2 ist wahrend der
Erstdiagnose von Mammakarzinomen
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Tab. 2: Interpretation der HER2 Immunhistologie nach Riischoff et al 2010 [6

Farbeintensitat | Resektat Bioptat HER2-Status
Score IHC

keine Reaktivitat oder Membranfarbung

in < 10 % der Tumorzellen

1+ sehr schwache Membranfarbung in mindest.
10 % der Tumorzellen

2+ schwache bis mittelkraftige komplette,
basolatere oder nur laterale Membranfarbung
in mindest. 10 % der Tumorzellen

3+ starke komplette, basolaterale oder nur

laterale Membranfarbung in mindest. 10 %

der Tumorzellen

obligat [9]. Entsprechend der Onkope-
dia Leitlinie [10] wird auch der HER2-
Status bei Magenkarzinomen als Stan-
darddiagnostik empfohlen.

MisMatch Repair (IMMR)-Defizienz/
MikroSatelliteninstabilitat

Die Mismatch-Reparatur-Proteine ha-
ben die Funktion, Fehlpaarungen in den
Doppelstrangen zu erkennen und zu
beseitigen. Sie werden im Kern aller
Zellen exprimiert. Der Nachweis der
Mismatch-Reparatur Defizienz (AMMR)
erfolgt Uber eine immunhistologische
Untersuchung, die den Verlust der nuk-
learen Expression zur Darstellung bringt.
Immunhistologisch werden in der Regel
die 4 Proteine MLH1, PMS2, MLH2 und
MLH6 untersucht. Bei einer dMMR fal-
len klassischerweise die MMR-Protein-
Heterodimere MLH1/PMS2 oder MSH2/
MLH6 in den Tumorzellen aus, wahrend
sie im Normalgewebe erhalten bleiben.
Daneben gibt es aber auch ungewohn-
liche dMMR-Befunde, wie zum Beispiel
einen isolierten Ausfall von PMS2 oder
MLH6 oder einen Ausfall von mehr als
drei Proteinen. Bei erhaltenem Mis-
match-Reparaturstatus spricht man
von einer Mismatch-Reparatur Profizi-
enz (pMMR) [11].

Der Nachweis der dMMR mit konseku-
tiver hoher Mikrosatelliteninstabilitat
(MSI-H) (s.u.) ist seit langem fir den
moglichen Nachweis einer erblich be-
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keine Reaktivitat oder Membranfarbung

negativ

in keiner oder < 5 zusammenhangende

Tumorzellen

sehr schwache Membranfarbung in Tumor-

negativ

zellgruppen unabhangig vom Prozentsatz
(mindest. 5 Tumorzellen)

Schwache bis mittelkraftige komplette,
basolatere oder nur laterale Membran-
farbung unabhangig vom Prozentsatz

grenzwertig
(ISH Uberprifung
notwendig)

(mindest. 5 Tumorzellen)

Starke komplette, basolaterale oder nur
laterale Membranfarbung unabhangig vom

positiv

Prozentsatz (mindest. 5 Tumorzellen)

dingten Tumordisposition im Sinne des
Lynch-Syndroms etabliert. Studien in
jungerer Zeit konnten zeigen, dass Tu-
moren mit Nachweis einer dMMR/
MSI-H gut auf eine Immuncheckpoint-
Inhibitor-Therapie ansprechen [11].
Zulassungsrelevant ist die Bestimmung
des dMMR/MSI-Status als Biomarker
fiir das kolorektale Karzinom (KRK), das
Endometrium-Dinndarm, das Magen-
karzinom und Gallenwegskarzinom.
Wahrend beim KRK der immunhistolo-
gische Nachweis und die PCR-Untersu-
chung gleichwertig sind, fallt eine Dis-
kordanz bei den Ubrigen erwahnten
Karzinomen auf. Dabei ist die Sensitivi-
tat der PCR bei den nicht-kolorektalen
Karzinomen geringer. Bei heterogener
Expression der MMR-Proteine ohne
MSI-H sollte eine weitere molekulare
Methode zur Klarung angewandt wer-
den [11].

Der MMR-Status wird bei kolorektalen
Karzinomen, dem Endometrium- und
Magenkarzinomen wahrend der Erstdi-
agnose empfohlen beziehungsweise
gefordert [10, 12].

Mutationen und Varianten identifi-
zierbar durch molekulare Methoden
BRAF-Mutation

BRAF, ein Protoonkogen, kodiert das
B-RAF Protein, das das Wachstum, die
Zellteilung und die Zelldifferenzierung
reguliert. Mutationen im BRAF-Gen

konnen zu einem unkontrollierten Zell-
wachstum fihren. Eine zielgerichtete
Therapie mit Tyrosin-Kinase-Inhibito-
ren finden zum Beispiel bei BRAF-
Mutationen fir maligne Melanome,
nicht kleinzellige Lungenkarzinome und
den Kolonkarzinomen eine Anwendung,.
Der Nachweis einer onkogenen und
aktivierenden BRAF-Mutation ist ein
Biomarker fur die Therapieindikation
und wird durch eine molekulare Unter-
suchung identifiziert. Es gibt verschie-
dene molekulare Testverfahren, um
eine BRAF-Mutation nachweisen zu
konnen. Die Sangersequenzierung hat
eine recht hohe Sensitivitat und hohe
Spezifitat, allerdings ist es material-
konsumierend [13]. Insbesondere unter
der Berucksichtigung, dass die Tumo-
ren verschiedene Mutationen und Vari-
anten sowie Fusionen und Amplifikati-
onen aufweisen konnen, erscheint ein
Next Generation Sequenzierungs-Ver-
fahren sinnvoll, mit denen sich eine
Auswahl von diagnose- und thera-
pierelevanten Genen/Genabschnitten
(,targeted NGS") simultan mit hoher
Sensitivitat und Spezifitat nachweisen
lassen [13]. Dies betrifft insbesondere
nicht kleinzellige Lungenkarzinome im
Stadium IV, bei denen zielgerichtete The-
rapien gegen folgende Mutationen [13]:

= ALK,

= BRAF-V600E,

= EGFR Exon 18-21,
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= HER2-,

= KRAS-G12C,

= ¢-MET Exon 14 Skipping Mutationen
und Translokationen:

= NTRK Translokationen,

= RET Translokationen,

= ROS1 Translokationen

zugelassen sind.

negativen), das Pankreas- und das Pro-
statakarzinom in Abhangigkeit des
Stadiums, der Art der Therapie (Erstlini-
entherapie, Erhaltungstherapie) oder
einer Rezidivsituation zugelassen [15].
Die Bestimmung der HRD erfolgt tber
einen NGS basierten Assay. Die Inter-
pretation richtet sich nach IARC (inter-
national agency of research on cancer)
Klassifikation:

= Group 1: carcinogenic,

Group 2A: probably carcinogenic,
Group 2B: possibly carcinogenic,
Group 3: not classifiable,

Group 4: probably not carcinogenic.

insbesondere der Ischamiezeit (mog-
lichst kurz), das Fixierungsmedium
(zehnprozentige gepufferte Formalinlo-
sung), die Dauer der Fixierung (6 bis 72
Stunden) und die Temperatur wahrend
der Fixierung (Zimmertemperatur), aber
auch der Auswahl adaquater Kontrollen,
entsprechender Ringversuche (zum
Beispiel QUIP) und die Nutzung von
Homologe Rekombinations- Monitoren.
Defizienz (HRD)
Die homologe Rekombinationsrepara- =
tur (HRR) stellt einen Reparaturmecha- =
nismus dar, der in der Lage ist, die =
immer wieder entstehenden Doppel- =
strangbriche in der DNA zu beseitigen.
Im Laufe des Lebens kann dieser Repa-
raturmechanismus Defizienzen auf-
weisen, sodass der Korper nicht mehr
in der Lage ist, diese Doppelstrangbrti-
che zu reparieren. Dies bezeichnet man
als Homologe Rekombinations-Defizi-
enz (HRD) [14]. Durch diese Reparatur-
defizienz kann es zu Genmutationen
kommen, die letztlich zur malignen =
Tumorentstehung beitragen konnen. =
Die bekanntesten Gene fir die HRR
sind BRCA 1/ 2 (Breast cancer 1 early =
onset), CHEK2 (Checkpoint kinase 2), =
RAD51 (Reparatur-Gen) und ATM (Se- = ERBB2-Hotspotmutation,
rin-Proteinkinase: Ataxia Telangiecta- = ERBB3-Mutationen,

sia Mutated). Der Nachweis einer HRD = AKT-Mutation.

kann fir die Gabe von Hemmstoffen

Ausblick: Verbesserte Biomarker-
Diagnostik durch digitale Pathologie
und kinstliche Intelligenz (Al) -
Onkologie der Zukunft?

Ein wichtiges, immer mehr an Bedeu-
tung zunehmendes Einsatzgebiet der
kiinstlichen Intelligenz (KI) in der Pa-
thologie ist die standardisierte Quanti-
fizierung von Biomarkern bei beispiels-
weise therapierelevanten Scores (Ki67-
Index, HER2, PD-L1 usw.) an Gewebe-
schnitten mit Auszahlungs-Algorith-
men als unterstitzendes Werkzeug fiir
die Pathologinnen und Pathologen.
Diese Algorithmen erlauben eine
schnellere Bestimmung diverser Bio-
marker-Parameter, die eine Digitalisie-
rung der Schnitte und Nachkontrolle
durch Pathologinnen und Pathologen
voraussetzt. Ein spannendes Feld der
Biomarker-Diagnostik der Zukunft ist
die Erarbeitung Kl-gestiitzter Modelle,
die Informationen aus HE-Bildern ex-

Ahnlich wie bei dem nicht kleinzelligen
Lungenkarzinom Stadium IV gibt es
unterdessen auch bei dem Mamma-
karzinom im metatasierten Stadium
zahlreiche zielgerichtete Therapieopti-
onen, die eine molekulare Untersu-
chung notwendig machen [16]:

= PIK3CA-Hotspotmutationen,
PALB2-Keimbahnmutation,

BRCA 1/2 Keimbahnmutation und
somatische Mutationen,
NTRK-Fusionen,

ESR1 Resistenzmutation/-fusion,

gegen das Enzym Poly-ADP-Ribose-
Polymerase (PARP-Inhibitoren) notwen-
dig sein. Die Mutationen konnen dabei
somatisch oder eine Keimbahnmuta-
tion sein. Sind Genabschnitte veran-
dert, die nicht zu BRCA1/2 gehoren,
werden diese als BRCA-ness bezeich-
net. Bei der HRD-Diagnostik werden
genomische Fehler, insbesondere der
Verlust der Heterozygotie, der alleli-
schen Imbalance der Telomere und gro-
Bere chromosomale Rearrangements
nachgewiesen. Zielgerichtete Thera-
pien mit PARP-Inhibitoren sind fir
das high-grade epitheliale Ovarialkarzi-
nom, Eileiter-, das primare Peritoneal-,
das Mamma- (insbesondere des Triple
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Wegen der zunehmenden Bedeutung
molekularer Veranderungen im Rahmen
der zielgerichteten Therapie erscheint
eine NGS basierte Paneldiagnostik bei
Mammakarzinomen zusatzlich zu der
immunhistologischen Bestimmung des
Gstrogenrezeptors, des Progesteronre-
zeptors und von HER2 sowie von PD-L1
bei triple negativen Mammakarzino-
men daher sinnvoll.

Qualitatssicherung

Um einen qualitativ hohen und siche-
ren Standard zu gewahrleisten, sollten
verschiedene QualitatssicherungsmafR-
nahmen durchgefiihrt werden. Dies be-
ginnt mit der Kontrolle der Praanalytik,

trahieren, die Morphologie mit komple-
xen klinischen und molekularen Daten
korrelieren, um das Ansprechen zielge-
richteter Therapien zu evaluieren [17]. m
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