Fusionen des Fibroblasten-Wachstumsfaktorrezeptors 2 Inevte
(FGFR2) beim intrahepatischen Cholangiokarzinom (iCCA) Y

Genveranderungen in Fibroblasten-Wachstumsfaktorrezeptoren (FGFR)

- Veranderungen in FGFR-Genen haben sich als tumorgene
Die FGFR-Signalwege spielen eine zentrale Rolle bei Treiber bei Krebsarten wie iCCA, Urothelkarzinomen,
zahlreichen zelluléren Prozessen wie Proliferation, myeloiden/lymphoiden Neoplasien und anderen malignen

Migration und dem Uberleben von Zellen'2 Erkrankungen erwiesen'**

- FGFR sind eine Familie von Rezeptortyrosinkinasen.'?

- FGFR-Amplifikationen, -Mutationen und -Fusionen werden Genomische FGFR-Veranderungen
bei allen FGFR-Subtypen (FGFR1-4) beobachtet.®

Chromosomale Rearrangements unter Beteiligung von
FGFRZ2 - die zur Bildung onkogener Fusionsproteine flihren - [ Potenzielle genomische FGFR-Verénderungenss1® ]
sind bei iCCA haufig zu finden® I

. . . . Punktmutationen ( Chromosomale Veranderungen j
Bei Genfusionen handelt es sich um Genveranderungen, und
] q q @ g o -Al ifikati
bei denen sich zwei unabhéngige Gene oder Teile von Gen-Amplifilatianen | |
Genen miteinander verbinden, was zu einem hybriden ( : J ( A J ( ) J
. Translokationen Inversionen Deletionen
Gen fuhrt’®

- Aus Genfusionsereignissen, unter Beteiligung einer Reihe
ve.rschledener Partnergene, kor.men sich Fusionsproteine 85% der genomischen FGFRZ-Veranderungen sind
mit onkogenem Potenzial entwickeln’ FGFR2-Fusionen®

Abbildung basiert auf Jain A, et al. 2018,° Lowery MA, et al. 2018,°
und Shibata T, et al. 2018

FGFR2-Fusionen

= FGFR2-Fusionen oder -Rearrangements liegen bei 10-16 % » Ein molekulares Tumorprofiling ist notwendig, um
der iCCA-Falle vor®"™ FGFR2-Fusionen zu identifizieren.>® Die Untersuchung auf
Vorliegen von FGFR2-Fusionen sollte mit einem geeigneten

= FGFR2-Fusionen resultieren in ligandenunabhangiger diagnostischen Test erfolgen’

Aktivierung von assoziierten Signalwegen, was zur

Tumorgenese flihrt'41
& « FGFR2-Fusionen werden mit einem breiten Spektrum an

Fusionspartnern eingegangen.® Um Patienten mit
FGFR2-fusionspositivem Cholangiokarzinom (CCA)
identifizieren zu kdnnen, ist es daher wichtig, einen
geeigneten Assay auszuwahlen, der:

Abnormale FGFR2-Signalgebung

« speziell FGFR2-Fusionen erkennen kann (die sich von

FGFRZ Punktmutationen unterscheiden)®"
Rezeptoraktivierung
ohne Liganden
« FGFR2-Fusionen mit einem breiten Spektrum an bekannten

und neuartigen Fusionspartnern erkennen kann'®"

Aus Genveranderung

flE8 E0FR2 resulticiiggyie) S VAL - Die molekulare Diversitat von CCA spricht fiir die Anwendung
ein FGFR2-Fusionsgen 0N FGFR2- P . .

P X Fusionspartner von DNA- oder RNA-basierten NGS-(Next-Generation

T — mit 1 ) Sequencing-) Assays als Standard fiir die Erkennung sowohl

Birerlsi L . .
'me”s‘s;“r:_agse bekannter als auch neuartiger FGFRZ-Fusionen oder

-Rearrangements'

Zellproliferation, -Uberleben, -migration,
-invasion und -angiogenese

Abbildung nach Babina IS, Turner NC. 2017,' Moeini A, et al. 2015,
und Touat M, et al. 2015™



Testmethoden fiir die Erkennung von FGFR2-Fusionen

- Eine Reihe von Methoden mit unterschiedlicher Spezifitat kann bei der Suche nach FGFR2-Fusionen zum Einsatz kommen’

Reverse Transkriptase-
Polymerasekettenreaktion
(RT-PCR)

Immunhistochemie
(IHC)

Next-Generation
sequencing (NGS)

Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH)

Am wenigsten geeignet’®-?’

(:) Vorteile

Am besten geeignet’'°-%’

Nachteile

Immunhistochemie (IHC)""”

+ Kostenglinstiges Verfahren

+ Kann Fusionen erkennen, wenn Rearrangements zur
Uberexpression des fusionierten Proteins flihren

+ Kann abhangig von der Proteinlokalisierung Informationen
Uber spezifische Fusionen liefern

Sehr niedrige Sensitivitat bei der Identifizierung seltener
Fusionen

Viele IHC-Ansatze verwenden Antikdrper, die FGFR2 vom
Wildtyp nicht von Fusionsproteinen unterscheiden kénnen

Keine IHC-Methode hat ausreichend Sensitivitat und
Spezifitat zur Erkennung von FGFR-Fusionen bewiesen

Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)"2%2'

+ Hoch sensitiv

+ Der Assay ist multiplexfahig: eine Reihe von Mutationen kann
mit einer einzigen Testreaktion nachgewiesen werden

+ Kann einfach an klinischen Formalin fixierten, Paraffin
eingebetteten Proben vorgenommen werden

Die Methode ist auf FGFR2-Genfusionen mit bekannten
Fusionspartnern beschrankt

Beide Fusionspartner miissen bekannt sein; neuartige
Fusionspartner werden nicht erkannt

Flir jede spezifische Fusionskombination miissen Testsonden
entworfen werden

Gefahr von Kreuzkontamination durch amplifizierte
PCR-Produkte oder positive Proben/Kontrollen

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)"2%25

+ Kostenglinstiges Verfahren

+ Gut etablierte Methode mit breiter VVerfligbarkeit in klinischen
Labors

+ Erfordert keine lebenden Zellen

+ Kann einfach an klinischen Formalin fixierten, Paraffin
eingebetteten Proben vorgenommen werden

+ Break-Apart FISH-Sonden kénnen unbekannte
Fusionspartner identifizieren

Methode mit niedriger Auflésung
Vorwiegend auf die Detektion von DNA beschrankt

Komplexe Rearrangements sind normalerweise nicht leicht
zu erkennen

Intrachromosomale Rearrangements, die ca. 50 % der
FGFRZ-Fusionen beim intrahepatischen Cholangiokarzinom
ausmachen, kénnen zu falsch-negativen Ergebnissen fiihren

Break-Apart FISH-Sonden kénnen den Fusionspartner nicht
identifizieren

Arbeitsintensiv und erfordert erfahrene Pathologen

Next-Generation sequencing (NGS)?222326:27

+ In einer einzigen Probe werden zahlreiche Zielgene
gleichzeitig analysiert

+ Hohe Sensitivitat und Spezifitat

+ Erkennt sowohl bekannte als auch neuartige Fusionen,
unabhangig von Bruchstellen oder Fusionspartnern
(abhangig von der Methode zur Vorbereitung der
Genbibliothek)

+ Kits flir den Nachweis von Genfusionen sind kommerziell
verfligbar

+ RNA-basiert: Kann transkribierte In-frame-Genfusionen von
Out-of-frame-Fusionen unterscheiden und vermeidet die
Schwierigkeiten der Sequenzierung grof3er Intronregionen

Lange Durchsatzzeit
Bei kleinen Probenzahlen nicht kosteneffektiv
Erfordert Bioinformatik und geschultes Personal

DNA-basiert: Die Detektion neuartiger Fusionen kann
eingeschrankt sein, insbesondere wenn grofde
Intronregionen betroffen sind

RNA-basiert: Die Sensitivitat hangt vom Expressionsgrad
des neuartigen Fusionsgens ab; RNA ist weniger stabil als
DNA




Die European Society for Medical Oncology (ESMO0) empfiehlt die
routinemafdige Anwendung von NGS zur Erkennung von FGFR2-Fusionen
bei fortgeschrittenem CCA%8

Vorgeschlagener Algorithmus zur Einbindung von FGFR2-Fusionstests
in den diagnostischen Arbeitsablauf

[ Patient erhalt CCA-Diagnose ]
A4
[ Entnahme einer Tumorprobe ]
A4
[ Onkologe fordert FGFR2-Fusionstest an ]
WV
[ Kann intern auf FGFR2-Fusionen getestet werden? J

4 A4
Pathologe sendet Probe an Pathologe fiihrt
Labor mit Kapazitaten fiir FGFR2-Fusionstest mit geeignetem
FGFR2-Fusionstests diagnostischen Test durch

WV

[ Pathologe teilt dem Onkologen den FGFR2-Fusionsstatus mit ]

A4

[Onkologe erwagt relevante Therapieoptionen fiir den Patienten]

CCA, Cholangiokarzinom; FGFR2, Fibroblasten-Wachstumsfaktorrezeptor 2



Die Einbindung eines multidisziplindren Team (MDT) ist entscheidend
fiir eine optimale Patientenversorgung bei iCCA%°

= Als Bestandteil dieses MDT-Ansatzes « Wichtige Uberlegungen zum molekularen Profiling:3°
sollte friihzeitig ein Plan fur das
molekulare Profiling des Tumors @ Festlegung der klinisch relevanten Gene, auf die getestet werden soll
aufgestellt werden

@ Kenntnis der Testanforderungen an die Proben (Quantitat und
Qualitat)

©@ Kenntnis der Starken und Einschrankungen der verschiedenen
Testmethoden

©@ Kenntnis der Probenaufbereitungs- und Analysezeiten

©@ Kenntnis der klinischen Implikationen der Testergebnisse

Externe Qualitatssicherungsprogramme sind wesentlich, um prazise und
zuverlassige Tests auf klinische Biomarker zu gewahrleisten?

Besuchen Sie www.ignpath.org um mehr iiber externe
Qualitatssicherungsprogramme fir molekulare Tests in Europa zu erfahren
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