
  Die Diagnostik 
  EGFR Hintergrund,Struktur, Signaling,  

  Methoden 
  IHC   
  CISH 
  FISH   
  Mutationsanalyse 

  Prognosefaktoren und 
Therapieempfehlungen 



Die Biopsiediagnos-k 
 Bronchialschleimhautbiopsien 
 Transbronchiale Biopsien 
 Transthorakale Nadelbiopsien 



Biopsiediagnos-k 



Die 
Operationshistologie 



Die Klassifika-on 
Adenokarzinom Großzelliges Karzinom 

Plattenepithelkarzinom Kleinzelliges neuroendokrines Karzinom 



EGFR Muta-onen 
Tyrsosin‐Kinase Domäne (TK) 

Sequist et al., J Clin Oncol 2007, 25; 587-595 



  Mutationsanalysen 
  Punkt Mutationen (in Exons 18-21) 
  Deletionen             (in Exon 19) 
  Methoden: 

  PCR und Sequenzierung 
  Real Time Assay 
  In-situ Hybridisierung: Gen-Amplifikation, -             

 CISH / FISH 
  Immunhistochemie: Proteinexpression 

Welche Methoden können wir anwenden -
Bestimmung EGFR Status 



Technique Sensitivity 
(% mutant 
DNA) 

Mutations 
identified 

Direct sequencing 25 Known and new 

PCR-SSCP 10 Known and new 

TaqMan PCR 10 Known only 

Loop-hybrid mobility 
shift assay 

7,5 Known only 

Cycleave PCR 5 Known only 

PCR-RFLP and length 
analysis 

5 Known only 

MALDI-TOF MS–based 
genotyping 

5 Known only 

PNA-LNA PCR clamp 1 Known only 

Scorpions ARMS 1 Known only 

dHPLC 1 Known and new 

Single-molecule 
sequencing 

0.2 Known and new 

Mutant-enriched PCR 0.2 Known only 

SMAP 0.1 Known only 

Methoden für die Detektion von  EGFR Mutationen in  Lungenkarzinomen 

Pao W. and Ladanyi M,  
Clinical Cancer Research 
13, 4954, 2007 



Workflow: EGFR‐Sequenzierung 

NSCLC Patientengewebe 

~10 konsekutive Schnitte 4‐5 µm auf 
Objektträger 

    Pathologe kennzeichnet den zu 
analysierenden Tumorbereich am gefärbten 

Schnitt, ~60% Tumoranteil    

DNA‐Extraktion 
„home‐made Protokoll“, Kit (Qiagen, Ambion) 

PCR 
(Forward‐ und Revers Primer) 

Exon 18, Exon 19, Exon 20, Exon 21 

Sequenzierung der PCR Produkte 
Vergleich mit wt‐Sequenz 

PCR  



- für FFPE-Gewebe geeignet: DNA-Extraktion – Real Time PCR – Vergleich 
Kontrolle und Probe 

- detektiert 29 bekannte Mutationen im EGFR-Gen 

- hohe Sensitivität : erkennt 1% mutierte DNA aus Gemisch mit wt DNA 

 Vorteile: sensitiv, geringer Zeitaufwand, hoher Durchsatz 
möglich, kompatibel mit den gängigen Real Time PCR Geräten 

 Nachteil: Preis €3360,-/20 Proben (Materialkosten€168/Probe) 



Prinzip der 
quan-ta-ven RT‐PCR 



Ablauf der Testung 
 Diagnose durch den Pathologen/in 
 Anforderung des EGFR‐Mutationsstatus durch die 
Abt. Onkologie/Pulmologie 

  Selektion des Gewebes durch Pathologie 
 Mikrodissektion 
 Mutationsuntersuchung 
 Ergebnis wird zusammen mit dem 
histopathologischen Befund interpretiert 

 Dauer der Untersuchung: 4 Tage (wir untersuchen 
derzeit 1x wöchentlich) 



RT‐PCR für EGFR 



Welche Muta-onen 
können detek-ert 
werden 



Voraussetzungen von Seiten der Pathologie 
vorhanden! 
  Nahezu alle pathologischen Institute haben Erfahrungen 
mit der HER2Neu Testung beim Mammakarzinom 
(Immunhistologie, FISH/CISH) 

 Mehrere Institute haben bereits Erfahrungen bei der 
Testung des KRAS Status für die Therapie des 
Dickdarmkarzinoms (ein Ringversuch zur 
Qualitätskontrolle wurde bereit von der ÖGP 
durchgeführt) 

  Einige Institute haben bereits mit der Testung des EGFR 
begonnen, in einzelnen wird die Untersuchungs bereits 
routinemäßig angeboten 

  Ein Ringversuch zur Qualitätssicherung ist in 
Vorbereitung 



Diagnos-k und das Netz der 
Lungenpathologie 
  1997 wurde die Arbeitsgruppe Lungen‐ und Pleurapathologie 

bei der Europäischen Gesellschaft für Pathologie gegründet 
  Mehrere österreichische Lungenpathologen haben in dieser 
Arbeitsgruppe aktiv mitgearbeitet 

  Jänner 2007 wurde die Arbeitsgruppe Lungen‐ und 
Pleurapathologie bei der österreichischen Gesellschaft für 
Pathologie gegründet (Vorsitzende Dr. Ulrike Gruber‐
Mösenbacher) 

  Die Typendiagnostik der Lungenkarzinome ist schon immer 
Bestandteil der Diagnostik gewesen 

  Aufgrund der Bedeutung der Typendiagnostik für die 
Therapieentscheidung und auch für Prognostik, wird in der 
Lungenpathologie zunehmend die Immunhistochemie 
eingesetzt, um in jedem Fall eine Typendiagnose abgeben zu 
können – entsprechende Richtlinien werden vorbereitet 


