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Pathologie – Diagnostik für die 

klinische Medizin



Zunehmende Komplexität –

zunehmende klinische Relevanz

FISH

IH



IHC Allgemeinpathologie



IHC Hämatopathologie



Molekularpathologie



Diagnostische Schritte

 Fragestellung – adequate Analyse

Gewebeauswahl, Gehalt an Tumorzellen

 Tumorheterogenetität

 Analytische Methoden

 Technische Aspekte

 Analytische Instrumente

 Reagentien (Kits, home brew)

 Interpretation der Ergebnisse

 Befund

Gentechnikgesetz, Datenschutz

 Einverständniserklärung, genetische Beratung

Qualitätskontrolle



Advances in sequencing technology

Whole exome/genome sequencing



Cancer Genome Landscapes

Genes mutated in colorectal cancer

Wood et al., Science 2007



Wood et al., Science 2007

Cancer Genome Landscapes



Distribution of genetic changes

B. Vogelstein et 
al., Science 2013



The genetic basis for cancer treatment decisions, Dancey et al., Cell 2012



Molekulare Untersuchungen in der 

Pathologie

Diagnostische Tests

 Erkrankungsspezifische genetische Veränderungen

 Translokationen bei Weichgewebstumoren und malignen

Lymphomen

 Spezifische Mutationen z.B.. myeloproliferative Neoplasien. 

 Minimal residual disease

Prognostische Tests

Prädiktive Tests

 Vorhersage des Therapieansprechens

 Therapiemonitoring: liquid biopsy



Diagnostische Tests

 Erkrankungsspezifische genetische Veränderungen

– Sarkome:

 SYT/SSX: Synovialsarkom

 Hämatologie:

 BCR/ABL Translokation bei CML (auch für minimale

Resterkrankung)

 PML/RARa Translokation bei AML FABM3

 JAK2 V600E Mutation bei myeloproliferativen Neoplasien

 Klonalitätsanalyse (Immunglobulin-Gene, T-Zell-

Rezeptor-Gene): 

 Abgrenzung malignes Lymphom – reaktive Veränderung



Synovial sarcoma
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FISH

 Break apart vs. fusion probes

RT-PCR (reverse transcriptase-polymerase 

chain reaction)

Spezifische chimäre RNA Transkripte

 Bekannte Translokationspartner

 Multiplexing möglich, (auch für NGS)

 Länge der Produkte abhängig von RNA Qualität

 Kontaminationsgefahr, besonders bei “nested PCR”

Translokationsanalyse -

Molekulare Methoden



Fusion probe SYT - SSX



Translokation BCR-ABL



Therapie-Monitoring

 Verlaufskurve, nicht Einzelwert sollte zur
Therapieüberprüfung verwendet werden

 Zeitpunkte für das MRD testing 

 Am Beginn 3-6 Monate

 Nach molekularer Remission jährlich

 Knochenmarkstransplantation (BMT) 

 Wenn nach 6 Monaten noch detektierbar – hohes Risiko für 
einen Relaps

 Gutes Ansprechen auf imatinib mesylate

 3 log Reduktion (1000-fach) innerhalb eines Jahres

 Nur 5% zeigen eine molekulare Remission (BCR-ABL nicht
detektierbar)



KOPEINIG Georg 9.2.1949 Relat. Quantifizierung BCR/Abl-G6PDH
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Diagnostik maligner Lymphome

Bestimmung der Klonalität

Unterscheidung von reaktiven (polyklonalen) und 

neoplastischen (monoklonalen) Prozessen

Zuordnung zur B- oder T-Zellreihe

Unterscheidung von Rezidiven und Zweittumoren

 Immunglobulin Schwerketten Gene

 T-Zell Rezeptor Gene



Reaktiv ?  CLL ?



Klonalitätsanalyse

Sehr gut geeignet zur Unterscheidung klonaler

(meist maligner) Population lymphatischer Zellen

Vorsicht bei:

Störungen des Immunsystems

 HIV-Infektion

 Immunsuppression nach Organtransplantation

 Knochenmarkstransplantation

 Infektionen, die eine starke Immuantwort

auslösen

 z.B. Epstein Barr Virus



Molekulare Untersuchungen in der 

Pathologie

Diagnostische Tests

 Erkrankungsspezifische genetische Veränderungen

 Translokationen bei Weichgewebstumoren und malignen

Lymphomen

 Spezifische Mutationen z.B.. myeloproliferative Neoplasien. 

 Minimal residual disease

Prognostische Tests

Prädiktive Tests

 Vorhersage des Therapieansprechens

 Therapiemonitoring: liquid biopsy



Prognostische Tests

Sehr große Zahl prognostischer Tests –

limitierte praktische Verwendung

Mammakarzinom

 Endopredict, Mammaprint: Genexpressionsanalyse



Molekulare Untersuchungen in der 

Pathologie

Diagnostische Tests

 Erkrankungsspezifische genetische Veränderungen

 Translokationen bei Weichgewebstumoren und malignen

Lymphomen

 Spezifische Mutationen z.B.. myeloproliferative Neoplasien. 

 Minimal residual disease

Prognostische Tests

Prädiktive Tests

 Vorhersage des Therapieansprechens

 Therapiemonitoring: liquid biopsy



Prediction is very difficult, 

especially about the future

Niels Bohr, 1885-1962



Predictive tissue-based biomarkers for targeted 

therapies

FDA/EMEA-approved drug related eligibility tests according to Drug-

Diagnostic Co-Development Initiative (selection)

 Trastuzumab → metastatic breast cancer, overexpression/amplification of HER-2

 Tamoxifen+/- chemo → ER+/HER2 - breast cancer, mutation pattern - multigene assays

 Lapatinib → metastatic breast cancer overexpression HER-2/neu (?)

 Cetuximab → metastatic colorectal cancer, overexpressing EGFR/wild-type RAS

 Panitumumab → colorectal cancer with wild-type RAS (mutation excluded) 

 Nimotuzumab → metastatic colorectal cancer (still experimental)

 Gefitinib → non-small cell lung cancer with mutated EGFR

 Erlotinib → non-small cell lung cancer with mutated EGFR

 Crizotinib → non-small cell lung cancer with mutated EML4-ALK

 Vemurafenib (PX4032) → malignant melanoma with mutated B-RAF

 Imatinib → CML, bcr/abl–positive (activated PK)

 Rituximab (+ CHOP), Y90-Ibritumomab, I131-Tositumomab → Lymphoma with CD20

 Gemtuzumab-Ozogamicin → AML with CD33 ( > 60 yrs.), mal. Melanoma

 Imatinib → GIST with activated c-kit receptor tyrosine kinase/CD117, exon 9 mut

 …

Bereits jetzt ist bei 35% aller malignen Tumore ein

prädiktiver Test angebracht. Die Vorhersage des 

Ansprechverhaltens basiert exklusiv auf der Analyse 

von Tumorgewebe. 



Molekulare Untersuchungen in der 

Pathologie

Prädiktive Tests

 Vorhersage des Therapieansprechens

 Therapiemonitoring: liquid biopsy

Der erste Test – KRAS beim

Dickdarmkarzinom

Weitere Beispiele:

 Lungenkarzinom (EGFR, ALK, ROS1)

Ovarialkarzinom (BRCA)

Melanom (BRAF, NRAS, KIT)



Gewebsbasierende 

molekularpathologische Analyse:

„Schritt für Schritt“

 Klinische Fragestellung (z.B. RAS Mutationsanalyse für EGFR 
AB Therapie)

 Auswahl de geeigneten Gewebsblocks

 Primärtumor - Metastase

 Areal am HE Schnitt markieren

 beachte: Größe des Areals, Anteil an Tumorzellen, Nekroseareale…

 Prozentueller Anteil der Tumorzellen am Anweisungszettel 
vermerken

− Anteil an Tumorzellen sollte mindestens doppelt so hoch sein, wie die 
Sensitivität der Methode

 … Analyse …



Teil 2

… Analyse …

Diagnose: 

 Neuen HE Schnitt prüfen – adäquates Gewebe, Anzahl an 
Tumorzellen ausreichend

 Schnitt wird nach den Schnitten für die molekulare 
Analyse angefertigt

 % Zahl der mutierten Allele mit % Zahl der Tumorzellen 
vergleichen

 Wenn die Anzahl der Tumorzellen unter dem zweifachen des 
Dektionslimits ist und keine Mutation nachgewiesen werden 
konnte

– eingeschränkte Beurteilbarkeit – muss in der Diagnose vermerkt 
werden



Welche Markierungen sind

sinnvoll?



Unnötig große Areale vermeiden



Geringe Anzahl an Tumorzellen



Geringe Anzahl an Tumorzellen

Tumorzellgehalt 5-10%. EGFR wt.
Abhängig von der Sensitivität der Methode
- Eingeschränkte Beurteilbarkeit in der Diagnose anführen



Anteil der Tumorzellen im markierten 

Areal:

950 samples for KRAS – testing (2009 – 2011)

< 10% tumor
cells 12% 10 - 20% tumor

cells 11%

20 - 30% tumor
cells 15%

30 - 50% tumor
cells 25%

> 50% tumor
cells 37%

23% aller Proben enthalten 20% oder weniger 

Tumorzellen



KRAS Codon 12/13

Pyrosequencin

g

KRAS Codon 12/13 KRAS Codon 59 - 61,117, 

146

NRAS Codon 12/13,

59 - 61,117, 146NGS

Core Panel_V5 

KRAS Codon 12/13, 59-61, 117, 146

NRAS Codon 12/13, 59-61, 117, 146

WT

2009-13

June 

2013

May 2014

Ion AmpliSeq™ Colon and Lung Cancer Research 
Panel v2

KRAS, EGFR, BRAF, PIK3CA, AKT1, 

ERBB2, PTEN, NRAS, STK11, MAP2K1, 

ALK, DDR2, CTNNB1, MET, TP53, 

SMAD4, FBX7, FGFR3, NOTCH1, ERBB4,
FGFR1, FGFR2

Feb. 2015



Emulsion PCR



Emulsion PCR



Sequencing



Sequencing



Amplify Target Region

GGT

GAT

Glycine (G) => Aspartic Acid (D)

A

A

A
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NGS: Clonal amplification
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NGS Data







Lungenkarzinom

Kollektiv an heterogenen 

Tumorentitäten

Wahbah M et al.  Ann Diagn Pathol 2007



Adenokarzinom – derzeitige 

Situation

Targeted therapy des Adenokarzinoms

 Prospektiv nachgewiesene prädiktive 

Biomarker mit Therapiemöglichkeit

• EGFR (ca. 8-12% der 

Adenokarzinome)

• ALK (ca. 4-7% der Adenokarzinome)

• ROS1



Antikörper

Cetuximab (Erbitux®)

Panitumumab (Vectibix®)

Tyrosin-Kinase- Inhibitoren

Erlotinib (Tarceva®)

Gefitininb (Iressa ®)

Lapatinib (Tyverb®)

Mechanismen der EGFR gerichteten 

Therapie

AMGEN



Tests bei Adenokarzinomen –

derzeitige Situation

Reflextestung

Unabhängig von 
histologischem Subtyp 
(papillär/azinär/muzinös…)

Immunhistochemie-> 
Mol.path.

Mutationen NGS Panel 
(inkl. EGFR, ERBB2, BRAF, 
MET)

Translokationen NGS Panel 
(inkl. ALK, RET, ROS, 
NTRK1-3)



The tissue is the issue

NGS: 20ng DNA entspricht ca. 300 Zellen 

Pyrosequencing: 5ng DNA entspricht ca. 75 Zellen 



Ion Ampliseq Lung Cancer Panel

● Ion Ampliseq Lung Panel (22 genes)

– EGFR (Exons 18,19,20,21)

– ALK (Exon 22, 23)

– MET Exon 14

– KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA, AKT1, ERBB2, PTEN, 
STK11, MAP2K1, DDR2, CTNNB1, TP53, SMAD4, 
FBX7, FGFR3, NOTCH1, ERBB4, FGFR1, FGFR2

● All hotspots sequenced from 5ng DNA



Befund (entsprechend den ESP Guidelines)

 Stammdaten (Name, Geburtsdatum, Probennummer)

 Materialart

 % Tumorzellen im Untersuchungsmaterial

 Klinische Fragestellung, Indikationsstellung für die 
Untersuchung

 Untersuchungsmethode

 Liste der untersuchten Mutationen inkl. Referenzsequenz

 Sensitivität

 Ergebnis

 Mutationstyp, standardisierte Nomenklatur HGVS – human genome 
variation society

 COSMIC (catalogue of somatic mutations in cancer) ID

 Interpretation des Ergebnisses in Bezug auf die 
Fragestellung







Crowley et al, Nat Rev Clin Oncol 10:472, 2013.

cfDNA circulating free DNA

ctDNA circulating tumor DNA

→ ~ 17
𝑛𝑔

𝑚𝑙

CTC circulating tumor cells

→~2000 
𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛

𝑙
(6 

𝑝𝑔 𝐷𝑁𝐴

𝑐𝑒𝑙𝑙
)

Blut → Plasma/ Serum

3 ml ~1 ml

Blut: ~ 5h

Streck® Röhrchen: ~ 14d

low adsorptive glas

Liquid Biopsy



Problem: Sensitivität

Zerfall von Leukozyten

 Erhöhung des Hintergrunds (normale DNA)

Adsorption von DNA an Plastik (Blutröhrchen)

 Reduktion des Signals

Lösungsmöglichkeiten

Besseres sampling

 Streck-tubes (DNA Stabilisierung – analog RNA later)

Sensitivere Methodik

 Suppressions-PCR, Digitale PCR Verfahren, …






