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Zusammenfassung

v

Ziel: Zusammenfassung von Prdvalenz, Testung
und moglichen Behandlungsansadtzen bei Patien-
ten mit nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom
(NSCLC) und Aktivierung von ROST.

Methodik: Internet-Recherche beziiglich Kklini-
scher und praklinischer Studien sowie Suche
nach aktuellen Studien in amerikanischen Daten-
banken.

Ergebnisse: Translokationen von ROS1 kénnen zu
einer Uberexpression des Rezeptors fithren und
werden bei ungefdhr 1-2% aller NSCLC mit ganz
tiberwiegender Prdvalenz bei Adenokarzinomen
gefunden. Standard des Nachweises sind derzeit
Hybridisierungstechniken. Erste Ergebnisse aus
Phase-I-Studien mit ROS1-Inhibitoren zeigen ein
Ansprechen um 70-80% und eine mediane pro-
gressionsfreie Uberlebenszeit iiber 19 Monate bei
insgesamt guter Vertraglichkeit.
Schlussfolgerung: ROS1-Translokationen kénnen
gezielt und mit guten Ansprech- und Verlaufs-
daten behandelt werden und sollten daher bei
pulmonalen Adenokarzinomen im Stadium IV
routinemd(3ig analysiert werden.

Abstract

v

Aim: Summary of prevalence, testing and treat-
ment approaches in patients with non-small cell
lung cancer (NSCLC) and ROST1 activation.
Methods: Internet-based search for clinical and
preclinical studies as well as search for ongoing
studies in web-based databases.

Results: ROS1 translocations lead to tyrosine
kinase activation and can be detected in 1-2% of
all NSCLC and in 3-6% of pulmonary adenocarci-
noma patients, respectively, using in situ hybridi-
zation techniques. Results from phase I clinical
studies using the ROS1 inhibitor crizotinib indi-
cate response rates of 70-80% and a median pro-
gression-free survival of about 19 months. The
therapy was generally well tolerated.
Conclusions: NSCLC harbouring ROS1-transloca-
tions can be treated with targeted therapy leading
to promising response and survival in patients.
Hence, these alterations should be included into
current molecular testing panels in stage IV pul-
monary adenocarcinomas.

Einleitung

v

Die Therapieverfahren bei Lungenkarzinomen
haben sich nicht zuletzt durch einen enormen
Wissenszuwachs auf dem Gebiet molekularer
Veranderungen in Tumorzellen und ihrer Bedeu-
tung fiir die Karzinogenese in den letzten Jahren
erheblich erweitert. Zahlreiche dieser zentralen
molekularen Alterationen scheinen iiberwiegend
exklusiv zueinander aufzutreten, sodass diese
Veranderungen als fiir den jeweiligen Tumor
wesentliche Treiberereignisse angesehen werden.
Durch die Entwicklung sogenannter zielgerichte-
ter Behandlungen kénnen metastasierte Lungen-
karzinome bei Nachweis solcher Alterationen
heute deutlich besser behandelt werden, als dies

mit der bisherigen Standard-Chemotherapie
moglich war [1]. Damit Patienten von solchen
zielgerichteten Therapieansdtzen profitieren kon-
nen, ist es vorher entscheidend, die relevanten
Treiberverdnderungen im Rahmen der Routine-
diagnostik verldsslich, jedoch mit méglichst ein-
fach durchfithrbaren und kostengiinstigen Me-
thoden bzw. diagnostischen Algorithmen und
mit moglichst geringem Tumorgewebeverbrauch
nachzuweisen.

ROS1 (c-ros oncogene 1, receptor tyrosine kinase)
ist ein Tyrosinkinaserezeptor aus der Unter-
gruppe der Insulinrezeptorproteine und aktiviert
nach bisherigem Kenntnisstand verschiedene
Signalwege, welche die zelluldre Differenzierung,
die Proliferation, das zellulire Wachstum und
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Abb.1 Ausgewahlte, verschiedene ROS1-Fusionen und beobachtete
Haufigkeiten beim nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom. Angelehnt an [20].

das Zelliiberleben regulieren. Die wichtigsten Signalwege umfas-
sen hierbei die PI3-Kinase-mTOR-Achse sowie den MEK/ERK-Sig-
nalweg. Aktivierende ROS1-Translokationen wurden initial in
Glioblastomen entdeckt [2]. Nachfolgend wurden solche Translo-
kationen auch in Lungenkarzinomen, Cholangiokarzinomen,
Magenkarzinomen, kolorektalen Karzinomen, Ovarialkarzino-
men, Angiosarkomen und weiteren Tumoren beschrieben [3-7].
Analog zu ALK- (anaplastische Lymphomkinase) oder RET- (rear-
ranged during transfection) Translokationen kommt es hierbei
nach einem chromosomalen Bruch zu einer Translokation eines
ROS1-Chromosomenabschnitts, wobei hier stets die 3’ Region
die kodierende Sequenz fiir ROS1 und die 5’ Region unterschied-
liche Sequenzen anderer Gene enthdlt. Das ROS1-Gen fusioniert
mit zahlreichen Partnern, u.a. CD74, FIG, SDC4, EZR und SLC34A2
[8,9]. Diese Partner haben fiir das onkogene Ereignis zwei ent-
scheidende Eigenschaften: Einerseits besitzen sie einen Promo-
tor, welcher eine signifikante Transkription des neuen Genpart-
ners (in diesem Fall ROS1) ermdglicht, und zusitzlich kodieren
sie meist Sequenzen, welche fiir die Oligomerisation spezifischer
Domadnen des Proteins relevant sind [8].

Diagnostik von ROS1-Translokationen

v

Bei den oben erwdhnten Tumoren kénnen ROS1-Translokatio-
nen - dhnlich wie ALK-Translokationen - nur in sehr niedriger
Pravalenz nachgewiesen werden [3,10]. Zudem treten ROS1-Fu-
sionen mit zahlreichen unterschiedlichen und wahrscheinlich
auch noch nicht vollstindig erfassten moglichen Translokations-
partnern auf. Die Verdnderung wird zumeist mittels einer Fluo-
reszenz-In-situ-Hybridisierung (FISH) unter Verwendung von
zwei Split-Proben im ROS1-Genlokus nachgewiesen. Hierfiir ste-
hen bereits sehr zuverldssig anwendbare Sondenkombinationen
kommerziell zur Verfiigung. FISH-Analysen erfordern jedoch
eine hohe Expertise bei der Auswertung und Interpretation
schwieriger Konstellationen, wie sie aufgrund der fast regelhaft
anzutreffenden Aneuploidie nicht-kleinzelliger Lungenkarzino-
me (NSCLC) haufig zu finden sind. Zudem ist die Methode sehr
zeitaufwendig und auch eher kostenintensiv. Mittels RT-PCR (Re-
verse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion) und Sequenzie-
rung ist ein Nachweis von ROS1-Fusionen ebenfalls méglich, er-
fordert jedoch aufgrund der zahlreichen Fusionspartner viele
Primer-Kombinationen und birgt die Gefahr, dass bislang nicht

beschriebene Translokationen nicht nachgewiesen werden kon-
nen (da hierfiir ja keine Primer eingesetzt wurden). Moglicher-
weise kann in Zukunft ein weiteres, hoch sensitives Diagnostik-
Verfahren, das Next Generation Sequenzierverfahren (NGS), die
bisherige FISH-Diagnostik abldsen. Erste Erfahrungen mit NGS-
Systemen deuten an, dass nahezu alle Varianten einer ROS1-
Translokation sehr zuverldssig detektierbar sind [11].

Eine weitere, relativ giinstige Nachweismdglichkeit ist die
immunhistochemische Anfdarbung von ROS1-Protein. Bisherige
Daten zeigen, dass NSCLC-Tumoren mit ROS1-Translokation eine
moderate bis starke Expression von ROS1-Proteinen haben [12 -
15]. Im normalen Lungengewebe ist dagegen ROS1 nicht oder nur
schwach exprimiert [13,16]. Problematisch ist jedoch die Tat-
sache, dass es auch nicht translokationsbedingt zu einer Uber-
expression von ROS1 kommen kann (wie beispielsweise bei reak-
tiv verinderten Pneumozyten), sodass die Ubereinstimmung von
ROS1-Expression und ROS1-Translokation im Vergleich zur ALK-
Diagnostik deutlich unsicherer ist [12].

Pravalenz von ROS1-Translokationen in
Lungenkarzinomen

v

ROS1-Translokationen sind etwa in 1-2% aller NSCLC-Tumoren
und hierbei nahezu ausschlieBlich in Adenokarzinomen nach-
weisbar [17-19] (© Abb.1). In Einzelfillen wurden ROS1-Trans-
lokationen jedoch auch in Plattenepithelkarzinomen beschrieben
[9,20]. In einer Untersuchung von 1529 chirurgisch entfernten
Lungenkarzinomen ({iberwiegend Adenokarzinome, davon 100
Patienten mit nachgewiesener EGFR-Mutation) wurden neben
44 ALK-Fusions-positiven auch 13 ROS1-Fusions-positive Adeno-
karzinome (1,2%) detektiert [8]. Eine weitere Studie detektierte
18 Patienten (1,7%) mit ROS1-Rearrangements bei insgesamt
1073 Patienten mit NSCLC, wobei alle Histologie-Subtypen und
Tumorstadien eingeschlossen waren [17]. Auch in dieser Unter-
suchung wurden alle ROS1-Fusionen ausschliefSlich bei Adeno-
karzinomen (Prdvalenz 2,6 %) gefunden. Die Vergleichbarkeit bei-
der Studien ist erschwert durch unterschiedliche Patientenkol-
lektive und Untersuchungstechniken beziiglich der Detektion
von ROS1. Die klinischen Charakteristika der ROS1-positiven Pa-
tienten waren jedoch dhnlich und denen von Patienten mit nach-
gewiesener ALK-Translokation vergleichbar: Patienten mit ROS1-
Fusion zeigten einen Trend zu jiingerem Alter bei Diagnose (Me-
dian 49,8 Jahre), waren zumeist Nieraucher und hdufiger asiati-
scher Herkunft [17]. Zudem zeigte sich eine leicht h6here Prdva-
lenz bei weiblichen Patienten (61% der Patienten mit ROS1-Fu-
sion waren weiblich bei einem Frauenanteil von insgesamt 51 %)
[17]. Die Frequenz ist jedoch deutlich vom ethnischen Hinter-
grund und der Préselektion der jeweiligen Studienpopulation ab-
hdngig. In einer Studie mit koreanischen Nichtrauchern, die an
einem pulmonalen Adenokarzinom erkrankt waren, konnten
ROS1-Translokationen mit einer Frequenz von 5,7 % nachgewie-
sen werden [21]. In einer selektierten kaukasischen Studien-
population mit pulmonalem, ,triple negativem“ (wild-type
EGFR, KRAS und ALK) Adenokarzinom konnte sogar eine Fre-
quenz von 7,4% belegt werden [22]. Dagegen konnten wir in
einer eigenen, unselektierten, chirurgischen Kohorte von 1478
Fdllen eine Frequenz von 0,6 % ROS1-Translokationen nachweisen
[12]. Dies belegt, dass klinische und pathologische Parameter zur
Praselektion und zur Anreicherung positiver Fille im Studien-
kontext hilfreich sein kdnnten. Bei den pathologischen Parame-
tern sind ein niedriges Tumorstadium, die Expression von TTF-1
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und Napsin sowie ein lepidisches, azindres oder solides Wuchs-
muster der Adenokarzinome moglicherweise diesbeziiglich hilf-
reiche Parameter [9,12,16,21].

Klinische Bedeutung von ROS1-Translokationen

v

Die Expression von ROS1 ist nach aktueller Datenlage mit einem
moglicherweise leicht besseren Gesamtiiberleben in chirurgi-
schen Kohorten assoziiert [12], wobei fiir das Stadium I auch ge-
genteilige Ergebnisse publiziert sind [15]. Ein prognostischer
Wert eines Nachweises einer ROS1-Translokation konnte bisher
nicht erbracht werden [17]. Allerdings sind klare Aussagen durch
die niedrige Prdvalenz von ROS1-Translokationen und hetero-
gene Studienkollektive erschwert.

Aufgrund der 77 %igen Ahnlichkeit der ATB-Bindungsstellen der
Kinase-Domadnen von ALK und ROST1 ist eine mogliche Therapie
einer ROS1-Fusion mit einem auch die ALK-Kinase erfassenden
Inhibitor naheliegend. Verschiedene praklinische Modelle zeig-
ten vielversprechende Therapieansdtze von ROS1-aktivierten
Tumorzellen mit Crizotinib [20]. Crizotinib ist ein kleinmolekula-
rer Tyrosinkinaseinhibitor (TKI) verschiedener Rezeptoren ein-
schlieRlich ALK, ROS1 und MET (Hepatozyten-Wachstumsfaktor-
Rezeptor; HGFR) [23].

In einer Phase-1-Studie wurden 50 Patienten mit fortgeschritte-
nem und zumeist vorbehandeltem (86 %) NSCLC und nachgewie-
senem ROS1-Rearrangement mit 250 mg Crizotinib zweimal/Tag
per os behandelt. Als Nachweismethode wurde ein break-apart-
FISH-Assay verwendet sowie bei 27 Patienten zusatzlich eine
ndhere molekulare Charakterisierung der Fusionspartner mittels
PCR und NGS durchgefiihrt [24]. Eine Korrelation zwischen je-
weiligem ROS1-Fusionspartner und klinischem Ansprechen auf
Crizotinib konnte nicht beobachtet werden. Die Ansprechrate
lag insgesamt bei 72% (95% Konfidenzintervall [KI] 58%-84%)
mit einer medianen Dauer von 17,6 Monaten (95% KI, 14,5 Mo-
nate - nicht erreicht). Drei Patienten zeigten nach RECIST-Krite-
rien eine komplette Remission und weitere 33 Patienten ein par-
tielles Ansprechen). Die mediane progressionsfreie Uberlebens-
zeit betrug 19,2 Monate (95% KI, 14,4 Monate - nicht erreicht)
bei einer Uberlebensrate nach 12 Monaten von 85% (95 % KI: 72
%-93%). Zum Zeitpunkt der letzten Datenanalyse waren 9 Pa-
tienten (18 %) verstorben; 30 Patienten (60 %) erhielten weiterhin
Crizotinib. Als Nebenwirkungen wurden - {ibereinstimmend mit
Therapiedaten von ALK-positiven Patienten - zumeist visuelle
Beeintrachtigungen (82 %, alle Grad 1), Diarrhoe (44%), Nausea
(40%), periphere Odeme (40%), Konstipation (34%), Erbrechen
(34%), erhohte Aspartat-Aminotransferase-Werte im Serum (22
%) sowie Fatigue (20%) beobachtet. Diese Nebenwirkungen wa-
ren zumeist mild ausgepragt (Grad 1/2 bei 94% aller berichteten
Nebenwirkungen). Grad-3-Toxizititen waren Hypophosphata-
mie (10%), Neutropenie (10%) und erhéhte Alanin-Aminotrans-
ferase-Werte im Serum (4 %). Grad-4- oder Grad-5-Toxizitdt wur-
de nicht beobachtet [24]. In einer anderen, europdischen Kohorte
und retrospektiven Analyse von 28 Patienten (davon 19 Nierau-
cher) mit ROS1-positivem, metastasiertem NSCLC fiihrte eine
Therapie mit Crizotinib zu einer Ansprechrate von 77% ein-
schlief§lich 4 kompletten Remissionen [25]. Bei allen Tumoren
handelte es sich um Adenokarzinome einschlieRlich 4 Tumoren
mit lepidischem Wachstumsmuster.

Aufgrund dieser Daten stellt Crizotinib eine vielversprechende
Therapieoption fiir NSCLC-Patienten mit nachgewiesenem
ROS1-Rearrangement dar. Crizotinib ist aktuell aber nicht fiir

Ubersicht

diese Indikation zugelassen, sodass eine Kostenerstattung bei
der Krankenkasse im Einzelfall beantragt werden muss (off label
use). Eine Alternative fiir Crizotinib kénnte die Inhibition von
Hitzeschockprotein 90 (Hsp90) sein. Prdklinische Daten von
NSCLC-Zellen mit ROS1-Kinasefusionen zeigten ein gutes An-
sprechen auf den HSP90-Inhibitor Ganetespib [26].
Verschiedene weitere ROS1-Inhibitoren werden derzeit in klini-
schen Studien untersucht (© Tab.1). In Deutschland kénnen der-
zeit ROS1-positive Patienten in die EUCROSS (NCT02183870) ein-
geschlossen werden. Hierbei handelt es sich um eine einarmige
Phase-II-Studie, die die Wirkung einer Crizotinib-Monotherapie
bei Patienten mit fortgeschrittenem oder metastasiertem Ade-
nokarzinom und nachgewiesener ROS1-Translokation unter-
sucht. Primdres Studienziel ist die objektive Ansprechrate nach
RECIST-Kriterien; sekundire Ziele schlieRen Uberleben, progres-
sionsfreies Uberleben und Toxizitit ein. Es ist geplant, 30 Patien-
ten einzuschlieBen.

Auch erste Daten zu méglichen Resistenzmechanismen bei Pro-
gress unter einer Crizotinib-Therapie wurden berichtet: In einem
Fallbericht konnte bei einem Patienten mit metastasiertem Ade-
nokarzinom und CD74-ROS1-Rearrangement nach initialem sehr
guten Ansprechen auf Crizotinib bei Krankheitsprogression in
einer erneuten Biopsie des Primdrtumors eine Mutation im
ROS1-Gen detektiert werden, die zu einer Glycin-zu-Arginin-
Substitution (Codon 2032) in der ROS1-Kinasedomadne fiihrte
und mit einer Resistenz in vitro gegeniiber verschiedenen ROS1-
Inhibitoren vergesellschaftet war [27]. Diese Mutation wurde
posthum auch an verschiedenen Metastasenlokalisationen des
gleichen Patienten nachgewiesen. Zudem zeigte sich in den un-
tersuchten Biopsien auch eine Persistenz des initial nachgewiese-
nen ROS1-Rearrangements. Diese Daten verdeutlichen - in Ana-
logie zu anderen gezielten Kinaseinhibitoren - die Notwendig-
keit von erneuten Biopsien bei progredienter Erkrankung unter
zielgerichteten Therapien mit konsekutiver Identifikation von
Resistenzmechanismen auf molekularer Ebene.

ROS1, EGFR, ALK: Wie soll die Biomarker-Testung der
Zukunft aussehen?

v

Die aktuellen Daten unterstiitzen eine breite Untersuchung nach
ROS1-Verdnderungen zumindest bei pulmonalen Adenokarzino-
men im Stadium IV oder ohne lokale Therapiemdglichkeit. Damit
ist auch eine weitere Untergruppe mit spezifischen Therapie-
moglichkeiten identifiziert — neben Patienten mit nachgewiese-
nen Verdnderungen von EGFR und ALK, bei denen bereits heute
zugelassene TKIs zur Verfiigung stehen. Zahlreiche weitere The-
rapieansdtze von weiteren definierten molekularen Verdnderun-
gen wie BRAF, RET, MET-Amplifikation und KRAS befinden sich
in klinischer Testung. Zudem ging man bisher von der Annahme
aus, dass beim NSCLC solche Treibermutationen exKklusive Ereig-
nisse darstellen und nicht (parallel) innerhalb eines Tumors auf-
treten. In Analysen grofRer Kohorten zeigt sich jedoch, dass iiber-
lappende molekulare Treiberalterationen, wenn auch in geringer
Frequenz, in der Realitdt durchaus vorkommen [28]. Auch fiir
ROS1-Translokationen wurde ein Vorkommen gemeinsam mit
anderen Treibermutationen wie z.B. BRAF beschrieben [11,12].
Bisher werden molekulare Analysen bei NSCLC-Tumoren in der
Regel sequentiell durchgefiihrt, d.h. erst wenn ein Tumor keine
nachweisbare Mutation im KRAS- oder EGFR-Gen hat, wird eine
Testung auf ALK-Translokationen eingeleitet. Bei den derzeit zu-
gelassenen Therapiemoglichkeiten ist dies gegebenenfalls ver-
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Tab.1 Aktuelle klinische Studien mit ROS1-Inhibitoren beim nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom [34]. , + “: positiver Nachweis eines Rearrangements.

NCT-Nummer Phase Substanz

NCT02183870 Il Crizotinib 30

NCT01639508 Il Cabozantinib 50

NCT01970865 | PF-06463922 250

NCT01964157 Il LDK378 32

NCT02186821 Il Ceritinib (LDK378) 90

NCT01945021 Il Crizotinib 110

NCT02097810 I/l RXDX-101 125

tretbar und spart Kosten. Unter den Annahmen, dass sich die the-
rapeutischen Moglichkeiten in Zukunft deutlich verbreitern wer-
den und die molekulare Testung eine zunehmende Zahl geneti-
scher Veranderungen (die teilweise ja auch parallel nachweisbar
sein konnen) umfassen sollte, wird ein sequentieller Ansatz die-
sen Anforderungen jedoch kaum noch gerecht. Zudem wird bei
sequentiellem Testen der Bedarf an grofSeren und reprasentati-
ven Gewebebiopsien immer grofier.

Eine Gewebebiospie wird im klinischen Alltag zunachst fiir die
Primardiagnostik verwendet werden (beispielsweise mittels HE-
Schnitt und PAS-Farbung) [29]. Es ist empfehlenswert, eine Paraf-
finprobe bereits beim initialen Anschnitt im vollen Durchmesser
darzustellen, um falsch-negative Befunde aufgrund unvollstdndig
angeschnittenen Materials zu vermeiden. Bei etwa einem Drittel
der Fdlle ist nach morphologischer Diagnose eines NSCLC eine
zusdtzliche Immunphdnotypisierung erforderlich [30]. Ergibt
sich morphologisch der Verdacht auf eine neuroendokrine Diffe-
renzierung oder muss der Tumor von einer Metastase unter-
schieden werden, miissen hdufig weitere Analysen durchgefiihrt
werden. Das jeweils notwendige Anschneiden des Paraffin-
blockes fiihrt zu weiterem Gewebeverlust. Da zumeist bei initia-
ler Diagnosestellung nicht abzusehen ist, ob eine molekulare
Diagnostik notig wird, findet die Aufarbeitung fiir die Molekular-
pathologie regelhaft erst nach Abschluss der Primardiagnostik
statt. In Abhdngigkeit der zu bestimmenden Biomarker bzw. der
diagnostischen Methoden sind unterschiedliche Schnittdicken
und Objekttragerbeschichtungen erforderlich. Fiir die Mutations-
analytik an Biopsiematerial sind etwa zehn Schnitte auf unbe-
schichteten Objekttrdgern fiir die Mikrodissektion anzufertigen.
Im Gegensatz dazu werden fiir die FISH/CISH-Diagnostik jeweils
beschichtete Objekttrager verwendet. Erfolgen die pradiktiven
Analysen sequentiell in der Annahme, dass sich sogenannte Trei-
bermutationen gegenseitig ausschlief3en, kann schnell bei jeweils
notwendigem, erneutem Anschneiden des Blockes nicht genug
Tumormaterial fiir alle notwendigen Analysen vorhanden sein.
Insgesamt ist daher ein Nachdenken iiber schnellere, gewebe-
sparende und kostengiinstige Teststrategien zwingend notwen-
dig. Wie kénnte aber eine zukiinftige breite molekulare Testung
aussehen?

geplante Patienten Kollektiv Land

Adenokarzinom BRD
ROS1 +

NSCLC USA
RET negativ

ROS1 +

NTRK+

erhéhte MET- oder AXL-Aktivitat

NSCLC Global (ohne BRD)
ROS1 +

RET +

NSCLC Korea
ROS1 +

NSCLC USA
ROS1 +

ALK+

Adenokarzinom Ostasien
ROS1 +

versch. Tumoren USA
positiv fir ALK, ROS1 oder TRKA/B/C

(STARTRK-1)

Eine Losung konnte die Etablierung paralleler statt sequentieller
Analyseverfahren sein. Durch die breite Verfiigbarkeit und die
sinkenden Kosten paralleler Sequenzierverfahren (next genera-
tion sequencing; NGS) ergeben sich interessante Perspektiven
fiir die simultane Detektion von Mutationen, Translokationen
und Amplifikationen/Deletionen in der Routinediagnostik. Paral-
lele Sequenzierverfahren kénnen Formalin-fixierte und Paraffin-
eingebettete Biopsiematerialien sehr sensitiv untersuchen.
Zudem kann durch die parallele Durchfiihrung aller relevanten
molekularpathologischen Untersuchungen die Analysedauer
deutlich reduziert werden [31]. Im diagnostischen Kontext ist
hierbei momentan nicht die Sequenzierung ganzer Exome oder
gar Genome sinnvoll, der Schwerpunkt liegt vielmehr auf fokus-
sierten Strategien (sog. Panel-Sequenzierung), bei denen jeweils
nur die klinisch relevanten genomischen Verdnderungen detek-
tiert werden. Zudem ist eine fokussierte NGS-Analytik sehr flexi-
bel, da neue Zielregionen (Mutationen) innerhalb weniger Tage
in die Sequenzierpanel integriert werden konnen. Auch die
Implementierung der Translokationsanalytik mittels NGS (z.B.
parallele RNA-Sequenzierstrategien) steht hier unmittelbar be-
vor und wird zurzeit in einigen Zentren prospektiv parallel zur
konventionellen FISH-Diagnostik auf ihre Zuverldssigkeit hin
tiberpriift. Gleiches gilt fiir den Nachweis von Amplifikationen/
Deletionen einzelner Gene. Diese neuen Entwicklungen bieten
interessante Moglichkeiten, mittelfristig die personal-, zeit- und
kostenintensive Translokationsdiagnostik mittels FISH/CISH
abzulésen [11]. Allerdings miissen wichtige Fragen beziiglich
Standardisierung, Qualitdtssicherung und Auswertung noch be-
arbeitet werden.

Das zunehmende Verstdndnis {iber Resistenzentwicklungen bei
TKIs sowie die Entwicklung therapeutischer Ansdtze auch fiir
diese Situation fiihrt zur Diskussion einer Re-Biopsie bei Tumor-
progress. Hier gilt es einerseits, Resistenzmechanismen zu iden-
tifizieren, die einem Therapieversagen zugrunde liegen, anderer-
seits aber auch neue molekulare Veranderungen nachzuweisen,
die die Anwendung neuer, zielgerichteter Substanzen ermogli-
chen. Auch in einem solchen Kontext ist die zeitgleiche Analyse
mehrerer Marker wichtig. Das Konzept sequentieller Biopsien
mit umfassendem molekularen Profiling der aktuellen Tumor-
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zellpopulationen unter Therapie wird momentan im Studienkon-
text untersucht [32]. Zudem werden Verfahren entwickelt, zirku-
lierende Tumor-DNA oder zirkulierende Tumorzellen aus dem
peripheren Blut zu extrahieren und analysieren. Ob dies mittels
eines NGS-Verfahrens oder anderer Methoden am besten geeig-
net ist, wird die weitere Entwicklung zeigen. Auch hier wird es
eine Fiille neuer Fragen zu beantworten geben, wie: Was ist der
geeignete Zeitpunkt einer Re-Biopsie oder Analyse aus dem peri-
pheren Blut, wie reprdsentativ sind diese Ergebnisse, welche
Untersuchungsrisiken wdren bei einer Re-Biopsie vertretbar, ab
wann muss bei Progression wirklich eine Therapieumstellung er-
folgen? Einige dieser Fragen werden derzeit in klinischen Studien
bereits adressiert.

Diskussion und Ausblick

v

Die Testung auf ROS1 stellt eine sinnvolle Erganzung zur aktuel-
len molekularen Testung von NSCLC-Tumoren dar. Aufgrund der
hoheren Prdvalenz sollte diese Empfehlung zumindest fiir Ade-
nokarzinome ausgesprochen werden. Aktuell wird jedoch nur
ein geringerer Patientenanteil routinemdRig auf ROS1-Verdnde-
rungen untersucht. In einer Umfrage unter Pathologen und Klini-
kern in den USA, Frankreich, Deutschland, Italien und Japan im
zweiten Halbjahr 2013 gaben diese an, 35%, 19%, 18%, 12%
(Deutschland) und 3% ihrer Patienten auf ROS1 zu testen [33]. Es
ist zu fordern, dass dieser Anteil deutlich gesteigert wird. Als
sinnvolles diagnostisches Vorgehen zum Nachweis von ROS1-
Translokationen werden sich perspektivisch wohl NGS-Verfahren
durchsetzen, aktuell scheinen jedoch in der Fliche noch FISH-
Analysen am geeignetsten, da die Immunhistochemie keine
hohe Konkordanz zu Translokationsereignissen aufweist, wie
dies z.B. bei ALK-Translokationen der Fall ist. Weiter bleibt zu
untersuchen, ob ggf. Patienten mit nicht translokationsbedingter
(z.B. epigenetisch bedingter) erhohter Expression von ROS1 in
ihren Tumoren moglicherweise auch von ROS1-TKIs profitieren.
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