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Hochdurchsatz-Sequenzierung in
der molekularen Tumordiagnostik

Methodik und Anwendung

Die Hochdurchsatz-Sequenzierung (Next Generation Sequencing, NGS) ermaglicht die parallele Sequen-
zierung von mehreren DNA-Abschnitten in einem Durchgang. Die Methode wurde in den letzten Jahren

erfolgreich zur umfassenden Charakterisierung von Tumorgenomen eingesetzt. Dieser Beitrag beschreibt

Anwendungen der NGS-Technologie in der klinischen Tumordiagnostik. Hier hat sich die zielgerichtete

Hochdurchsatz-Sequenzierung als niitzliches Werkzeug zur Untersuchung von Biomarkern fiir die perso-
nalisierte Krebstherapie etabliert.
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Der Erwerb von somatischen Mutationen ist ein
Schliisselmechanismus bei der Entstehung von soli-
den Tumoren und hdmato-onkologischen Erkrankun-
gen (1). Im Rahmen des Projekts «The Cancer Ge-
nome Atlas» (TCGA) wurden in den letzten Jahren 33
Tumorentitdten umfassend auf DNA- und RNA-
Ebene charakterisiert. Die Ergebnisse wurden kirz-
lich als «Pan-Cancer-Atlas» veroffentlicht (2). Obwohl
technologisch  Sequenzierungen des gesamten
Exoms oder Genoms eines Tumors und eine Expres-
sionsanalyse des gesamten Transkriptoms durchge-
fuhrt werden konnen, steht in der klinischen Tumor-
diagnostik die zielgerichtete Sequenzierung von
tumorassoziierten Genen und Fusionstranskripten im
Vordergrund (3).

Tumorbiologische Grundlagen

Erworbene somatische Mutationen sind die Treiber
der Tumorentstehung. Neben einfachen Sequenzva-
rianten (Einzelnukleotidvarianten [SNV] wie Mis-
sense/Nonsense-Mutationen, kleine Insertionen/De-
letionen), die nur ein einzelnes Nukleotid oder
wenige Nukleotide betreffen, werden strukturelle

High-throughput sequencing and molecular tumor diagnostics

High-throughput sequencing (next generation sequencing, NGS) has become a key techno-
logy in cancer diagnostics. Targeted sequencing approaches using panels of cancer-associa-
ted genes are used to identify mutations that can be applied as diagnostic and/or progno-
stic biomarkers. Other NGS applications include patient selection for targeted therapies,
comprehensive mutational profiling to stratify patients for clinical trails and experimental
therapies, and tumor mutational load testing. This article reviews key aspects related to
NGS applications in personalized cancer medicine.
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und numerische Chromosomenveranderungen (Trans-
lokationen, Amplifikationen, Deletionen) unterschie-
den. Somatische Mutationen betreffen mehrheitlich
Gene, die fur Proteine kodieren, welche an intrazel-
luldren Vorgangen wie Signallbermittlung, Zelltei-
lung und programmiertem Zelltod (Apoptose) sowie
an zelluldren Prozessen wie invasivem Wachstum, An-
giogenese und Tumorzell-Stroma-Interaktion betei-
ligt sind (1). Funktionell fihren Mutationen in tumor-
assoziierten Genen zu einer Aktivierung oder Inakti-
vierung der kodierten Proteine.

Methodische Aspekte

Fir die Hochdurchsatz-Sequenzierung stehen ver-
schiedene Methoden (Sequenzierung mit Bricken-
synthese, Halbleitersequenzierung etc.) und Gerate-
plattformen zur Verfigung (4). Die wesentlichen
Arbeitsschritte der klinischen Tumordiagnostik sind
jedoch gleich, unabhangig davon, welches Verfahren
der zielgerichteten Hochdurchsatz-Sequenzierung
eingesetzt wird (Abbildung 1). Die Sequenzierung er-
folgt auf DNA-Ebene. RNA-Molekile kénnen nach
einem Umschreiben in komplementare DNA sequen-
ziert und quantifiziert werden (RNA-Seq).

In der klinischen Tumordiagnostik werden vor allem
Gengruppen (sogenannte Genpanels) von bis zu
mehreren Hundert Zielregionen in tumorassoziierten
Genen analysiert. Genpanels fur unterschiedliche
Anwendungen sind kommerziell erhaltlich oder kén-
nen durch den Anwender zusammengestellt werden.
Entsprechend unterscheiden sich die in der klini-
schen Routinediagnostik verwendeten Genpanels
hinsichtlich Grésse und Genzusammensetzung. Un-
tersuchungen mit Genpanels haben im Vergleich zur
Sequenzierung des Exoms/Genoms

(WES/WGS)

gesa mten

Vorteile: klrzere Sequenzierzeiten,
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hohere Sequenziertiefe der einzelnen Regionen,
schnellere Datenanalyse/-interpretation sowie einfa-
chere Standardisierung und Qualitatssicherung.

Bei der bioinformatischen Priméaranalyse werden die
Rohdaten des Sequenziergerdts in Sequenzdaten
mit assoziierten Qualitdtsmerkmalen konvertiert. Die
Sekundéranalyse  identifiziert
durch den Vergleich der Sequenzdaten mit den ent-
sprechenden Abschnitten eines humanen Referenz-
genoms (hg19, GRCh38). Fur die Beschreibung von

Sequenzvarianten steht eine standardisierte Nomen-

Sequenzvarianten

klatur der HGVS zur Verfigung (5). Durch geeignete
Bioinformatikinstrumente kénnen auch numerische
und strukturelle Verdnderungen von Genregionen
(v.a. Amplifikationen und Translokationen) nachge-
wiesen werden. Alternativ kénnen Translokationen
durch die Sequenzierung der entsprechenden Fusi-
onstranskripte detektiert werden.

Die Annotation einer genomischen Verdnderung be-
urteilt ihre funktionellen Auswirkungen und die Rele-
vanz fir die Tumorentstehung. Die Pathogenitét von
somatischen Sequenzvarianten wird in der Regel
analog zu Keimbahnveranderungen in einer von finf
Kategorien klassifiziert (6). Informationen zur Patho-
genitat finden sich in allgemein zugéanglichen Daten-
banken (COSMIC, dSNP, 100 Genomes, ClinVar, etc.).
Klinisch relevant sind vor allem pathogene Varianten,
die als Treibermutationen der Tumorentstehung
wirken. Diagnostisch unbedeutend sind neutrale Se-
quenzvarianten als Zeichen der genetischen Variabi-
litdt innerhalb und zwischen Populationen (Polymor-
phismen) sowie Sequenzvarianten ohne direkten
Bezug zur Tumorentstehung (Passenger Mutationen).
Varianten mit unbekannter Signifikanz (VUS) lassen
sich aufgrund des aktuellen Wissensstands nicht als
sicher pathogen oder neutral kategorisieren. Zu Be-
urteilung der funktionellen Konsequenzen einer Se-
quenzvariante werden meistens bioinformatische
Vorhersagemodelle verwendet. Nur bei wenigen Se-
quenzvarianten beruht die Kategorisierung auf expe-
rimenteller Evidenz.

Im klinischen Kontext ist vor allem die Bedeutung ei-
ner genomischen Alteration fur die Patientenbetreu-
ung zu beurteilen («actionability»). Eine genomische
Alteration kann als «actionable» betrachtet werden,
falls sie ein Ansprechen oder eine Resistenz auf eine
zugelassene oder experimentelle Therapie voraus-
sagt beziehungsweise als diagnostischer und/oder
prognostischer Marker verwendet werden kann (7).
Informationen zur Actionability einer Mutation finden
sich in offentlich zugénglichen Onlinedatenbanken
wie MyCancerGenome.org, Oncokb.org oder Perso-
nalizedCancerTherapy.org (8). Kurzlich verdffent-
lichte AMP/ASCO/CAP-Kriterien ermdglichen zu-
satzlich eine Gewichtung der verfligbaren Evidenz,
um die Zuverlassigkeit der Beurteilung vor allem in
Hinblick auf Therapieempfehlungen zu bewerten (8).
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Abbildung: Tumormutationsprofilierung mittels zielge-
richteter Hochdurchsatz-Sequenzierung.

Das Flussdiagramm zeigt die wesentlichen Arbeits-
schritte von der Auswahl des Probematerials bis zur
Berichterstellung.

Klinische Anwendungen

Verénderungen in tumorassoziierten Genen werden
als diagnostische und prognostische Biomarker
sowie zur Vorhersage eines Therapieansprechens
eingesetzt (Tabelle 7). Die zielgerichtete Hochdurch-
satz-Sequenzierung kann an paraffineingebetteten
Gewebeproben, zytologischem Probenmaterial, Kno-
chenmarkaspiraten und Tumorzellen in Blutproben
(v.a. bei Leukdmien/Lymphomen) durchgefihrt wer-
den. Vor der DNA/RNA-Gewinnung ist ein ausrei-
chender Tumorzellgehalt des Probenmaterials sicher-
zustellen oder eine gezielte Tumorzellanreicherung
durchzufihren (z.B. durch Mikrodissektion).

Tumorklassifikation und Risikostratifizierung

Aktuelle Klassifikationssysteme verwenden vor allem
phénotypische Merkmale zur Tumoreinteilung. Bei
der Definition und Namensgebung von Tumorentita-
ten werden jedoch zunehmend auch genotypische
Merkmale der Tumorzellen berlicksichtigt. Beispiele
finden sich in den aktuellen WHO-Klassifikationen
der ZNS-Tumore, Leukdmien/Lymphome und Weich-
gewebstumore. Fir die Diagnostik bestimmter Tu-
mortypen ist eine Testung auf entitdtdefinierende
genetische Aberrationen unabdingbar. So ermég-
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Tabelle 1:
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Anwendungen der zielgerichteten Hochdurchsatz-Sequenzierung
in der molekularen Tumordiagnostik

B Tumorklassifikation

B Prognoseabschatzung und Risikostratifizierung
(v.a. bei hdmato-onkologischen Erkrankungen)
B Identifikation von Patienten fiir zielgerichtete Therapien
(Standardtherapie, experimentelle Therapien ausserhalb von Zulassungsindikationen)
B Identifikation von Patienten fiir Therapiestudien
B Tumormutationslast (Ansprechen auf Immuncheckpunkt-Inhibitoren)

Tabelle 2:

Tumortypen, bei denen die Wirksamkeit einer zielgerichteten
Therapie mit einer Veranderung im Tumorzellgenom assoziiert ist

Tumortyp

Nicht kleinzelliges Lungenkarzinom

Kolorektales Karzinom

Hochgradiges serdses Ovarialkarzinom

Mammakarzinom
Magenkarzinom
Prostatakarzinom
Melanom

Gastrointestinaler Stromatumor (GIST)
Chronische lymphatische Leukamie (CLL)
Chronische myeloische Leukémie (CML)
Akute myeloische Leukamie (AML)

Gene mit therapeutischer Bedeutung
ALK, BRAF, EGFR, HER2 (ERBB2), MET, NTRKT,
RET, ROS1

KRAS, NRAS

BRCAT, BRCA2

HER2 (ERBB2)

HER2 (ERBB2)

ATM, BRCA2

BRAF, NRAS, KIT

BRAF, KIT, PDGFRA

TP53

ABL1

FLT3, IDHT, IDH2

licht bei histologisch undifferenzierten Sarkomen erst
der Nachweis einer charakteristischen Translokation
die diagnostische Einordnung. Bei der akuten my-
eloischen Leukdmie werden klinisch und prognos-
tisch unterschiedliche Subtypen unterschieden, die
durch das Vorliegen bestimmter Mutationen (CEBPA,
NPM1, FLT3 etc.) und/oder Translokationen charak-
terisiert sind (9). Bei myelodysplastischen Syndromen
ergénzt der Nachweis bestimmter Mutationen klini-
sche Modelle (IPSS-R) zur Risikostratifizierung (10).
Die zielgerichtete Hochdurchsatz-Sequenzierung
bietet sich als Untersuchungsverfahren vor allem in
den Situationen an, wenn Tumorzellen auf Verande-
rungen in mehreren Genen untersucht werden muis-
sen, um eine diagnostische und/oder prognostische
Einordnung zur erreichen.

Identifikation von Patienten

fiir etablierte zielgerichtete Therapien
Zielgerichtete Therapien werden inzwischen bei zahl-
reichen Tumorentitdten als Standardtherapie einge-
setzt. Die molekularpathologische Diagnostik hat hier
das Ziel, genomische Verdnderungen nachzuweisen,
die ein Ansprechen (Sensitivitdt oder Resistenz) auf
eine bestimmte Therapieoption vorhersagen lassen
(Tabellen 1 und 2). Histologisch gleichartige nicht
kleinzellige Lungenkarzinome (NSCLC) lassen sich
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durch den Nachweis von Mutationen in molekulare
Subtypen unterteilen, fir die unterschiedliche Thera-
pien mit in klinischen Studien belegter Wirksamkeit
verflgbar sind (11, 12). Bei Tumortypen, bei denen
mehrere klinisch relevante Mutationen vorliegen
kénnen, werden durch eine parallele Testung mittels
Hochdurchsatz-Sequenzierung Effizienzgewinne und
kirzere Bearbeitungszeiten im Vergleich zu einer se-
quenziellen Einzelgentestung der verschiedenen
Biomarker erzielt. Dies gilt auch, falls infolge Abwe-
senheit von sogenannten Hotspotmutationen eine
Sequenzierung des gesamten Gens (TP53, BRCAT1,
BRCAZ2 etc.) erforderlich ist.

Identifikation von Patienten

fiir experimentelle Therapien

Fir Patienten, bei denen eine Tumorprogression un-
ter Standardtherapie vorliegt oder fur deren Tumor-
typ keine wirksame Standardtherapie etabliert ist,
kann der Nachweis einer Mutation die Grundlage fur
den Einsatz einer experimentellen Therapie sein. Ein
aktuelles Beispiel sind TRK-Fusionen, die mit gerin-
ger Frequenz in verschiedenen Tumortypen vorhan-
den sind und durch die Entwicklung von selektiven
TRK-Inhibitoren wie Larotrectinib klinische Relevanz
erhalten haben (13, 14).

Bei onkologischen Therapiestudien mit «Basket»-
oder «Umbrella»-Design erfolgt die Stratifizierung in
die verschiedenen experimentellen Behandlungs-
arme anhand genotypischer Tumormerkmale. Das
Mutationsscreening mittels zielgerichteter Hoch-
durchsatz-Sequenzierung ist ein effizientes Verfah-
ren, Patienten fUr einen Studieneinschluss zu identifi-
zieren.

In Fallberichten ist die Verwendung der Tumormuta-
tionsprofilierung zur Identifikation von experimentel-
len Therapieoptionen dokumentiert. Die Machbar-
keit und der klinische Nutzen einer systematischen
Anwendung wird gegenwartig in mehreren prospek-
tiven Studien (MOSCATO-01, NCI-MPACT, NCI-
MATCH, TAPUR etc.) unter Verwendung von klinisch
relevanten Endpunkten wie Ansprechrate und Uber-
lebenszeit untersucht (Tabelle 3). In allen Studien
kommt die Hochdurchsatz-Sequenzierung zur An-
wendung. Allerdings unterscheiden sich die Studien
in Bezug auf Grésse und Zusammensetzung der ver-
wendeten Genpanel, den Einsatz zusatzlicher Unter-
suchungsverfahren (Array-CGH, Immunhistochemie)
und die Anzahl der verfiigbaren Therapiearme (bis zu
40 zugelassene oder experimentelle Wirkstoffe in der
NCI-MATCH-Studie). In der MOSCATO-01-Studie
konnte bei 49% der Patienten mit Progression unter
Standardtherapie und erfolgreicher Testung wenigs-
tens eine potenziell therapeutisch nutzbare Mutation
identifiziert werden (15). Eine zielgerichtete Therapie
war fur die Halfte der Patienten (24% der Kohorte)
verfligbar und bei 33% der Patienten mit zielgerich-
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teter Therapie wurde eine Verbesserung des pro-
gressionsfreien Uberlebens erreicht. Erst nach Vorlie-
gen weiterer Studienergebnisse wird man beurteilen
kénnen, ob die systematische Anwendung der Tu-
mormutationsprofilierung mit grossen Genpanels
das Patientenlberleben nach Progression unter
Standardtherapie verbessert. Es ist zu vermuten, dass
der klinische Nutzen einer umfassenden Mutations-
analyse nicht nur durch die Anzahl der untersuchten
Gene, sondern auch durch die Verfligbarkeit von ge-
eigneten Therapiestudien und den Patientenwillen
zur Studienteilnahme bestimmt wird.

Identifikation von Patienten fiir eine Therapie
mit Immuncheckpunkt-Inhibitoren

Bei bis zu 20% der Patienten mit einem fortgeschrit-
tenen Tumorleiden ist mit einem Therapieanspre-
chen auf Immuncheckpunkt-Inhibitoren zu rechnen.
Zuverlassige Biomarker fur die Vorhersage eines The-
rapieansprechens fehlen bisher (16). Wahrend bei
zielgerichteten Therapien der Nachweis bestimmter
Mutationen von Bedeutung ist, so scheint bei Im-
muncheckpunkt-Inhibitoren die sogenannte Mutati-
onslast eines Tumors (TML) ein pradiktiver Biomarker
fur das Ansprechen auf zu sein. TML wird als Anzahl
der nicht synonymen Sequenzvarianten pro Mega-
base kodierender Genomregionen definiert. Teil-
weise werden auch kleine Deletionen und Insertionen
bei der TML-Bestimmung berlcksichtigt. Wahrend
die TML initial mittels WES untersucht wurde, deuten
aktuelle Studienergebnisse bei NSCLC darauf hin,
dass die TML auch durch Sequenzierung eines kleine-
ren genomischen Fussabdrucks (mindestens 1 Mega-
base) ermittelt werden kann (17, 18).

Regulatorische Aspekte

Somatische Mutationsanalysen fallen zukinftig in
den Geltungsbereich des revidierten Gesetzes Uber
genetische  Untersuchungen  beim  Menschen
(GUMG). Daraus ergeben sich neue regulatorische
Anforderungen auch fur die molekularpathologische
Tumordiagnostik mittels Hochdurchsatz-Sequenzie-
rung (Patientenaufklérung/-einwilligung, Vermeidung
von Uberschussinformation, Informationspflicht bei
inzidentellen Ergebnissen etc.). Vor allem bei der Ana-
lyse von Tumorsuppressorgenen kommt diesen Vor-
gaben auch klinische Bedeutung zu, da eine Mutation
im Tumorzellgenom auf das Vorliegen einer Keim-
bahnmutation und einer damit assoziierten erblichen

Tumorpradisposition hindeuten kann.

Verfiigbarkeit

fiir die klinische Anwendung

In der Schweiz wird die Hochdurchsatz-Sequenzie-
rung inzwischen von mehreren Pathologieinstituten
zur Mutationsprofilierung und zur TML-Bestimmung
eingesetzt. In der Regel werden kommerziell erhéltli-
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Tabelle 3:

Mutationsprofilierung mit zielgerichteter Hochdurchsatz-

Sequenzierung im Rahmen bei fortgeschrittenen Malignomen

Studie Testung Behandlungsarme
MOSCATO-01 NGS von 75 Genen Mehrere
(NCT01566019) Gesamtgenom Array-CGH

ProfiLER NGS von 69 Genen Mehrere
(NCT01774409) Gesamtgenom Array-CGH

NCI-MPACT NGS von 20 Genen 4
(NCT01827384)

NCI-MATCH NGS von 143 Genen 40
(NCT02465060)

TAPUR NGS 16
(NCT02693535) Immunférbungen

Primdre
Endpunkte
PFS

0S

ORR, PFS

ORR

ORR

NGS: Next Generation Sequencing; CGH: Komparative genomische Hybridisierung; PFS: Progressionsfreies Uberleben;

0S: Gesamtiiberleben; ORR: Objektive Ansprechrate.

che Genpanel verwendet, die sich hinsichtlich Grésse
und Zusammensetzung unterscheiden (19-21).

Herausforderungen

in der klinischen Anwendung

Der klinische Einsatz der Hochdurchsatz-Sequenzie-
rung ist mit grossen infrastrukturellen, personellen
und organisatorischen Anforderungen verbunden,
um kurze Bearbeitungszeiten und eine gleichblei-
bend hochstehende Ergebnisqualitét zu erreichen
(u.a. durch externe Qualitatssicherungsmassnah-
men). Besondere Herausforderungen ergeben sich in
Bezug auf die bioinformatische Datenanalyse und
die Datenspeicherung.

Die Annotation und Beurteilung der Actionability von
nachgewiesenen  genomischen  Verdnderungen
bleibt trotz der Verflgbarkeit von &ffentlich zugangli-
chen Datenbanken und Onlinewerkzeugen schwie-
rig. So nimmt mit der Anzahl der untersuchten Gen-
regionen auch die Zahl der Sequenzvarianten zu,
deren funktionelle Signifikanz unbekannt ist (VUS)
und deren klinische Bedeutung als diagnostischer,
prognostischer oder pradiktiver Biomarker nicht
oder nur unzureichend validiert ist. Der Inhalt von Da-
tenbanken entspricht bestenfalls dem Wissensstand
zum Zeitpunkt der Abfrage. Der Evidenzgrad der ver-
figbaren Information ist variabel und unterliegt steti-
gen Verénderungen.

Trotz aller Fortschritte bei der Standardisierung (No-
menklatur, Berichtswesen etc.) bleibt die direkte in-
terdisziplinére Interaktion zwischen diagnostisch und
therapeutisch ausgerichteten Fachspezialisten unab-
dingbar, um die klinische Signifikanz molekularer
Testergebnisse im Kontext einer individuellen Patien-
tensituation zu bewerten und Therapieempfehlun-
gen im Einzelfall zu entwickeln (8). Hierflr sind geeig-
nete Formen der Zusammenarbeit zum Beispiel in
Form von molekularen Tumorboards zu etablieren.
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Weitere organisatorische Herausforderungen erge-
ben sich bei der Umsetzung der regulatorischen Vor-
gaben des revidierten GUMG, die eine fachibergrei-
fende Betrachtung der Patientenpfade erfordermn.

Schlussfolgerungen und Ausblick

Die zielgerichtete Hochdurchsatz-Sequenzierung hat
sich zu einem leistungsfahigen Instrument der klini-
schen Tumordiagnostik entwickelt. Hauptanwendun-
gen sind die Testung auf genomische Alterationen,
die als Biomarker fir die Diagnostik, Prognoseab-
schatzung und Vorhersage eines Therapieanspre-
chens bei onkologischen Erkrankungen verwendet
werden kénnen. Die Indikation zur Untersuchung
grosser Genpanel zur Identifikation von experimen-
tellen Therapieoptionen sollte jedoch vorerst zuriick-
haltend unter Berlcksichtigung der konkreten Patien-
tensituation gestellt werden (Tumortyp, Verfigbarkeit
von Therapiestudien, Bereitschaft des Patienten zur
Teilnahme an Studien etc.). Technologische Weiter-
entwicklungen der Hochdurchsatz-Sequenzierung
betreffen die Automatisierung der Arbeitsschritte im
Labor und der bioinformatischen Datenanalyse. Mog-
liche zukinftige Anwendungen sind die Mutations-
profilierung an zirkulierender Tumor-DNA (ctDNA)
und die Einfihrung der WES in die klinische Tumor-
diagnostik. |
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Merkpunkte

W Veranderungen im Tumorzellgenom kénnen als diagnostische und prognostische Bio-
marker sowie zur Vorhersage eines Therapieansprechens bei onkologischen Erkrankun-
gen verwendet werden.

B Die Technologie der Hochdurchsatz-Sequenzierung erméglicht die parallele Analyse
auf Mutationen in mehreren Genen/Genomabschnitten.

B Die zielgerichtete Hochdurchsatz-Sequenzierung wird zur selektiven Untersuchung
von fiir die personalisierte Krebstherapie relevanten Genen/Genomabschnitten einge-
setzt und ist fiir die klinische Anwendung in Pathologie-Instituten verfiigbar.
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