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Dieser Artikel gibt einen Überblick über die aktuellen
Entwicklungen und Herausforderungen der prädikti-
ven molekularen Diagnostik beim fortgeschrittenen
NSCLC.
Patienten mit metastasiertem NSCLC haben heute
dank zielgerichteter Medikamente und Immunthera-
pien, welche kürzlich zur Behandlung des NSCLC zu-
gelassen wurden, deutlich bessere Aussichten auf ein
längeres Gesamtüberleben als noch vor wenigen
Jahren. Eine grosse Herausforderung angesichts des
zunehmenden Wissens um therapierelevante mole-
kulare Veränderungen im NSCLC ist die Entwicklung
einer qualitativ hochwertigen und umfassenden mo-
lekularen prädiktiven Diagnostik, die schnell und prä-
zise alle relevanten Veränderungen auch in kleinsten
Tumorproben erfasst. Im Folgenden soll die komple-
mentäre molekulare Diagnostik für einige dieser
neuen Therapien erläutert werden. 
Nach wie vor sind der histologische Tumortyp und
prädiktive molekulare Veränderungen, aber auch der
immunhistochemisch ermittelte PD-L1-Status ent-
scheidend für die Wahl der Therapie (1). In naher

Zukunft wird es zu einer weiteren Zunahme von zuge-
lassenen Substanzen und neuen Therapiekombina-
tionen kommen, was eine immer detailliertere mole-
kulare Zusatzdiagnostik notwendig machen wird.

Subtypisierung und Management
von Tumorproben für prädiktive
Markeranalysen
Für die prädiktive molekulare Testung eignen sich
Operationspräparate (Resektate), Biopsien und Zyto-
logien mit quantitativ und qualitativ ausreichendem
Tumormaterial, abhängig von der analytischen Sensi-
tivität des gewählten Analyseverfahrens. Bei der dia-
gnostischen Aufarbeitung sollte so sparsam wie
möglich mit den Proben umgegangen werden, um
ein Maximum an molekularer Diagnostik zu ermögli-
chen, zumal sich die meisten Lungenkarzinompatien-
ten erst in einem fortgeschrittenen Stadium präsen-
tieren und meist nur kleine Biopsien und/oder
Zytologien zur Verfügung stehen. Dies erfordert ein
adäquates Management des vorhandenen Tumor-
materials in der Pathologie.
Die histologische Typisierung eines Lungenkarzi-
noms ist der erste Schritt und beeinflusst das thera-
peutische Prozedere und die weitere molekulare Dia-
gnostik (2). Wenn eine eindeutige histo- respektive
zytomorphologische Einteilung eines NSCLC nicht
möglich ist, können immunhistochemische Zusatzun-
tersuchungen die Typisierung ermöglichen. Aller-
dings sollte die Immunhistochemie nicht unnötig
eingesetzt und damit wertvolles Tumorgewebe ver-
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schwendet werden, das später dringend für moleku-
lare Zusatzuntersuchungen benötigt wird.
Empfohlen wird, alle fortgeschrittenen nicht-platten-
epithelialen NSCLC, unabhängig von Herkunft und
Raucherstatus, einer umfassenden molekularen prä-
diktiven Testung, insbesondere einer genetischen
Subtypisierung mittels Gensequenzierung, zuzu-
führen (Abbildung, http://sgpath.ch/qualitaetssiche-
rung/). Genauso sollten Plattenepithelkarzinome bei
jungen Patienten und Nichtrauchern molekular ge-
testet werden. Diese Tests sind eine Voraussetzung
für zielgerichtete Therapieansätze. Zusätzlich sollte
bei allen NSCLC unabhängig vom histologischen
Subtyp der immunhistochemische PD-L1-Status we-
gen der Möglichkeit einer gegen PD1/PD-L1 gerich-
teten Immuntherapie untersucht werden.

Analyse prädiktiver onkogener
Treibermutationen mittels
Gensequenzierungen
Der Nachweis von sogenannten onkogenen Treiber-
mutationen eröffnet die Möglichkeit einer zielgerich-
teten Therapie und wurde durch die Etablierung
neuer, hochsensitiver diagnostischer Verfahren in der
Routinediagnostik wie beispielsweise das Next-Ge-
neration-Sequencing (NGS) deutlich vereinfacht. Für
den Nachweis von Genmutationen ist jedes vali-
dierte Sequenzierungsverfahren mit ausreichender
Sensitivität und einer Turn-Around-Zeit von maximal
10 Arbeitstagen akzeptabel. Der Einsatz von NGS in
Kombination mit prädiktiven Gen-Panels bietet den
Vorteil einer besonders hohen Sensitivität und die
Möglichkeit, eine grosse Anzahl von Genen gleich-
zeitig zu untersuchen. Daher ist NGS gegenüber kon-
ventionellen Verfahren prinzipiell sowohl kostengüns-
tiger als auch schneller und zumindest an grossen
Zentren mit einem hohen Durchsatz von Proben für
eine umfassende molekulare Analyse zu bevorzugen.
Mittels eines NGS-basierten Multiplex-Verfahrens
werden sämtliche therapierelevanten genomischen
Veränderungen auch in kleinsten Tumorproben zu-
verlässig detektiert. Die Analyse prädiktiver moleku-
larer Marker sollte bei fortgeschrittenen nicht-platten-
epithelialen NSCLC eine Untersuchung der EGFR-
(Exone 18–21), BRAF- (p.V600E), ALK- und ROS1-
Gene umfassen, da entsprechende zielgerichtete Ty-
rosinkinase-Inhibitoren (TKI) bei Patienten mit einer
EGFR- und BRAF-Mutation beziehungsweise einem
ALK- oder ROS1-Rearrangement zugelassen sind
(Abbildung) (3). Diese Untersuchungen sollten bei
Patienten mit einem fortgeschrittenen Tumorleiden
(z.B. maligner Pleuraerguss, Fernmetastase) mög-
lichst rasch erfolgen, um den Beginn einer adäqua-
ten Therapie nicht zu verzögern («Reflex Testing»).
Etwa 3–5% aller NSCLC weisen ein ALK-Gen- und
etwa 1–2% ein ROS1-Gen-Rearrangement auf. Diese
Rearrangements führen zu einer pathologischen

ALK- respektive ROS1-Genfusion mit Expression ei-
nes entsprechend pathologischen Fusionsproteins
mit konstitutioneller Tyrosinkinase-Aktivierung. Ge-
gen ALK und ROS1 richtet sich der orale TKI Crizoti-
nib, der kompetitiv die ATP-Bindungsstelle der Tyro-
sinkinase-Domäne dieser beiden Proteine inhibiert
und damit deren Kinasefunktion unterbindet, die für
das Wachstum von Tumorzellen entscheidende Im-
pulse gibt (4). Da ALK und ROS1 physiologischer-
weise nicht exprimiert werden, kann die immunhisto-
chemische Detektion einer ALK- respektive ROS1-
Expression als Surrogatmarker für ein zugrunde lie-
gendes Rearrangement genutzt werden. Die ALK-
Immunhistochemie ist als verlässliche und kosten-
günstige Methode in der Schweiz mittlerweile
flächendeckend etabliert. Eine fehlende ALK-Expres-
sion schliesst ein ALK-Rearrangement praktisch aus,
während eine eindeutige immunhistochemische
ALK-Expression mit einem ALK-Rearrangement
gleichgesetzt werden kann. Die Bestätigung eines
positiven immunhistochemischen Resultats mittels
FISH, NGS oder RT-PCR wird aber empfohlen. Un-
klare immunhistochemische ALK-Färbungen müssen
unbedingt mit einer dieser alternativen molekularen
Methoden abgeklärt werden. Die ROS1-Immunhisto-
chemie ist dagegen weniger spezifisch. Darum sollte
eine immunhistochemisch nachgewiesene ROS1-Ex-
pression zwingend mit einer anderen molekularen
Methode (FISH, NGS) bestätigt werden (5).

Aktuelle Liste molekularer Marker
Eine umfassendere molekulare Analyse mittels NGS
schliesst weiterhin Mutationen in den Genen KRAS,
PIK3CA, HER2, p53, MET und DDR2, Translokationen
in RET und NTRK1 sowie Amplifikationen in HER2,

Abbildung: Algorithmus zur Bestimmung der prädiktiven Marker beim nicht-
plattenepithelialen NSCLC im Stadium IV, empfohlen von der Schweizeri-
schen Arbeitsgruppe für Lungenpathologie (Swiss Lung Pathology Group,
http://sgpath.ch/qualitaetssicherung/).
Fett Gedrucktes: obligatorisch
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MET und FGFR1 ein. Die Liste der untersuchten mo-
lekularen Veränderungen wird aufgrund aktueller
Forschungsergebnisse ständig erweitert. Die häu-
figsten Treibermutationen in NSCLC vom nicht-plat-
tenepithelialen Typ sind KRAS-Mutationen (30%). Da
allerdings KRAS keinen therapeutischen Angriffs-
punkt darstellt und gegen KRAS gerichtete Medika-
mente in klinischen Studien erfolglos getestet wur-
den, führt der Nachweis einer KRAS-Mutation nicht
direkt zu einer therapeutischen Option für den Pati-
enten. Da sich aber onkogene Treibermutationen ge-
genseitig ausschliessen, kann bei Anwendung eines
sequenziellen Testalgorithmus bei Nachweis einer
KRAS-Mutation auf weitere Gensequenzierungen
und FISH-Untersuchungen zum Nachweis von ALK-,
ROS1-, RET-Rearrangements und MET-Amplifikatio-
nen verzichtet werden, nicht jedoch auf die Bestim-
mung des PD-L1-Status, da KRAS-mutierte Karzinome
PD-L1 exprimieren und auf eine Immuntherapie an-
sprechen können.
Andere Genveränderungen sind beim NSCLC selten,
jedoch sehr gut beschrieben und charakterisiert. Ziel-
gerichtete Medikamente gegen HER2, MET und RET
sind zwar zurzeit in der Schweiz für fortgeschrittene
NSCLC noch nicht zugelassen, jedoch teilweise im
Rahmen von klinischen Studien erhältlich. Daher wird
empfohlen, im Rahmen der molekularen Gense-
quenzierungen auch eine Untersuchung auf HER2
und MET-Exon-14-Skipping-Mutationen, MET-Am-
plifikationen und RET-Rearrangements durchzu-
führen.
Eine MET-Mutation mit Verlust von Exon 14 (MET-
Exon-14-skipping-Mutation) oder eine MET-Amplifi-
kation kann zu einer Aktivierung der MET-Rezeptor-
Tyrosinkinase mit Überexpression auf Proteinebene
führen. Eine Überexpression des MET-Proteins kann
in der Routinediagnostik mittels Immunhistochemie
einfach und schnell bestimmt werden. Der zugrunde
liegende Mechanismus sollte weiter durch eine FISH-
Untersuchung, RT-PCR oder NGS abgeklärt werden,
da nur Patienten mit einer MET-Amplifikation oder
einer MET-Exon-14-Skipping-Mutation gut auf eine
Therapie mit TKI wie Crizotinib oder Carbozantinib
ansprechen (6, 7). Da Veränderungen des MET-Gens
sowohl in unbehandelten Patienten als auch bei Pati-
enten mit einer Resistenzentwicklung unter zielge-
richteter Therapie auftreten, gewinnt die Testung
des MET-Gens in der Primärdiagnostik, aber auch in
der resistenzbasierten Diagnostik als prädiktiver Bio-
marker zunehmend an Bedeutung.

Immunhistochemische PD-L1-Testung
Die Einführung und zunehmende Verbreitung der
Immuntherapie stellt die molekulare Diagnostik des
NSCLC vor neue Herausforderungen. Fortgeschrit-
tene NSCLC mit einer immunhistochemischen PD-
L1-Expression in mindestens 50% der Tumorzellen,

doch ohne EGFR-Mutation, ALK- oder ROS1-Rearran-
gement qualifizieren für eine Erstlinientherapie mit
dem Immuncheckpoint-Inhibitor Pembrolizumab (8).
Daher muss der PD-L1-Status in allen fortgeschritte-
nen NSCLC unabhängig vom histologischen Tumor-
typ zwingend immunhistochemisch bestimmt wer-
den. Es wird empfohlen, die PD-L1-Bestimmung bei
Diagnosestellung mit validierten Immunhistoche-
mie-Protokollen und Antikörpern durchzuführen (Ab-
bildung). Im Falle von laborintern entwickelten Pro-
tokollen mit konzentrierten Anti-PD-L1-Antikörpern
(«laboratory developed test») ist eine rigorose Vali-
dierung und Qualitätskontrolle erforderlich.
Obwohl eine immunhistochemische Färbung von
PD-L1 in einem Routinelabor auch an kleinen Biop-
sien und Zytologien relativ unkompliziert durchzu-
führen ist, sind bei der Auswertung der PD-L1-Fär-
bung verschiedene Punkte zu beachten. Unter den
diversen kommerziell verfügbaren PD-L1-Antikör-
pern werden vor allem die Antikörperklone SP263
(Ventana) oder 22C3 (Dako) empfohlen (9). Bei der
Auswertung der Tumorzellen ist membranäre (zir-
kulär oder partiell) PD-L1-Expression unabhängig
von der Färbeintensität in % der Tumorzellen anzu-
geben. Bei dem Checkpoint-Inhibitor Atezolizumab,
der für die Zweitlinientherapie zugelassen ist, wird
bei der fakultativen immunhistochemischen PD-L1-
Testung auch der Anteil PD-L1-exprimierender tumor-
assoziierter Immunzellen (ebenfalls in %) berücksich-
tigt. Für eine adäquate Auswertung der immunhisto-
chemischen PD-L1-Färbung müssen mindestens 100
vitale Tumorzellen vorhanden sein. Wegen dieser
Besonderheiten sollte die PD-L1-Auswertung nur von
erfahrenen Pathologen vorgenommen werden. Erste
Pilotdaten und eigene Beobachtungen zeigen, dass
der PD-L1-Status bei ausreichender Validierung und
Qualitätskontrolle auch an zytologischen Ausstrichen
bestimmt werden kann. Eine Beurteilung der tumor-
assoziierten Immunzellen ist am zytologischen Mate-
rial jedoch nicht möglich.

Suche nach neuen prädiktiven Biomarkern über
«hohe Mutationslast»
Die Suche nach neuen zuverlässigen prädiktiven Bio-
markern sollte mit den neuen therapeutischen Ansät-
zen beim NSCLC Schritt halten. Als besonders viel-
versprechend hierfür kristallisiert sich die Analyse der
Mutationslast («mutational burden») heraus (10). Lun-
genkarzinome sind in der Regel durch eine hohe
Anzahl von Genmutationen («mutational load») ge-
kennzeichnet, was insbesondere für Patienten mit
ausgepägtem Nikotinabusus gilt (11). Patienten mit
hoher Mutationslast scheinen besser auf eine Im-
muntherapie anzusprechen, und die Mutationslast
könnte eine zuverlässigere Prädiktion für das Anspre-
chen auf Immuntherapeutika erlauben als die Ex-
pression von PD-L1 (12). Ausserdem wurde die Im-
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muntherapie mit einem Checkpoint-Inhibitor auch
für Patienten mit malignen Tumoren mit einer Mikro-
satelliteninstabilität zugelassen. Solche Tumoren
weisen wegen eines gestörten DNA-Reparaturme-
chanismus eine hohe Anzahl an Mutationen auf (13).

Molekulare Diagnostik in der Resistenz-
situation inklusive «Liquid Biopsy»
Derzeit ist ein EGFR-TKI der 3. Generation (Osimerti-
nib) zur Behandlung von EGFR-mutierten Lungenkar-
zinomen zugelassen, welche aufgrund einer sekun-
dären p.T790M-Mutation eine Resistenz auf den TKI
der 1. Generation entwickeln (14). Deshalb müssen
alle EGFR-mutierten NSCLC, welche eine sekundäre
Resistenz auf die initiale EGFR-TKI-Therapie ent-
wickeln, molekular re-analysiert werden, insbeson-
dere mit der Frage nach der sekundären EGFR-Resi-
stenzmutation (p.T790M). Heutzutage kann diese
molekulare Zusatzuntersuchung schnell und sehr zu-
verlässig an zirkulierender Tumor-DNA aus dem Blut-
plasma (sogenannte Flüssigbiopsie oder «Liquid
Biopsy») durchgeführt werden. Allerdings liegt die
Sensitivität dieser Methode nur bei zirka 60–70%,
sodass bei fehlendem Nachweis einer EGFR-Resis-
tenzmutation eine Re-Biopsie beziehungsweise
Gewinnung von zytologischem Material aus einem
progressiven Tumorherd angestrebt werden muss.
Ausserdem wird bei fehlendem Nachweis einer
p.T790M-Mutation eine Analyse des MET und des
HER2-Amplifikationsstatus (mittels FISH oder NGS)
empfohlen, da eine Amplifikation in diesen genomi-
schen Regionen weitere sekundäre und potenziell
therapeutisch relevante Resistenzmechanismen un-
ter Behandlung mit den EGFR-TKI darstellen.

Ausblick
Die Immuntherapie mit Checkpoint-Inhibitoren hat
die Therapie des NSCLC erheblich verändert. In na-
her Zukunft sind eine weitere Zunahme von zugelas-
senen immunmodulatorischen Substanzen und un-
terschiedliche Therapiekombinationen zu erwarten.
Dies wird auch die Anforderungen an die komple-
mentäre molekulare Diagnostik des NSCLC verän-
dern.
Die molekulare Testung wird zukünftig in der klini-
schen Routine einen noch grösseren Stellenwert
einnehmen. Zudem wird es in der Schweiz flächen-
deckend zu einer immer breiteren Testung verschie-
dener molekularer Marker und zur Anwendung hoch-
sensitiver Testverfahren wie NGS kommen. Neue
prädiktive Marker wie PD-L1-Expression und mögli-
cherweise auch die Mutationslast werden in Zukunft

für die Selektion von Immuntherapeutika für geeig-
nete Patienten entscheidend sein. Dies wird zu neuen
Herausforderungen in der klinischen Interpretation
und Translation der Befunde führen. Die interdiszi-
plinäre Zusammenarbeit, insbesondere auch in Form
von «molekularen Tumorboards», wird helfen, mit
diesen Veränderungen Schritt zu halten. �
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