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Fortschritt in der molekularen Tumordiagnostik

Die DNA-Methylomanalyse

Dr. med. Jirgen Hench?, Prof. Dr. med. Markus Tolnay?, Prof. Dr. med. Stephan Frank?®

@ Abteilung Neuropathologie, Institut fir Medizinische Genetik und Pathologie, Universitatsspital Basel

Seit Kurzem erlaubt die genomweite DNA-Methylierungsanalyse Tumortypisierun-
gen mit hoher diagnostischer Prazision. Die Technologie kann auch zur Bestim-
mung wichtiger pradiktiver und prognostischer Marker herangezogen werden und
wird damit zunehmend zu einem unverzichtbaren Bestandteil der interdisziplina-

Das Editorial zu diesem
Artikel finden Sie aufS. 134
in dieser Ausgabe.

ren Betreuung von Tumorpatienten.

Einfiihrung

Wahrend der Entwicklung undifferenzierter Stamm-
zellen in differenzierte Zell- respektive Gewebetypen
werden spezifische Genaktivitdten benoétigt. Diese
werden durch chemische Modifikationen von DNA-
Bausteinen wie auch Histonproteinen reguliert. Der
genetische Code wird hierdurch nicht beeinflusst; man
spricht daher von epigenetischen Veranderungen
(siehe Glossar in Tabelle 1).

Die aus den chemischen Modifikationen resultieren-
den epigenetischen Profile sind gewebespezifisch und
werden zuséatzlich durch tumorassoziierte Mutationen

beeinflusst. Epigenetische Profile sind damit oftmals
tumorspezifische Signaturen — ein Umstand, dem in
der personalisierten onkologischen Medizin aktuell
ein hoher diagnostischer Stellenwert zukommt. Ins-
besondere die Erhebung genomweiter DNA-Methylie-
rungsprofile (Tab. 1) erlaubt dabei nicht nur die prézise
entitdtsspezifische diagnostische Einordnung inner-
halb eines weiten Tumorspektrums (Karzinome, Sar-
kome, Hirntumoren, Melanome, lymphoproliferative
Neoplasien), sondern kann iiber die gleichzeitige Be-
stimmung wichtiger pradiktiver Marker vielfach auch
massgeblich zur Therapieoptimierung beitragen. In der
Folge ertibrigen sich viele der bisher in diesem Zusam-
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Tabelle 1: Glossar.

CUP-Syndrom: Das Auftreten von Metastasen ohne bekannten Primartumor («cancer of unknown primary»). Manchmal lassen
sich metastatische Absiedlungen nicht mit histologischen, sondern nur mit molekularen Methoden einem Ursprungsgewebe
zuordnen.

DNA-Methylierung: Betrifft vor allem den in Promoter-Abschnitten haufigen DNA-Baustein Cytosin. Hypermethylierte Pro-
motoren sind fur Transkriptionsfaktoren schlecht zugénglich und daher mit einer reduzierten Aktivitat nachgeschalteter Gen-
abschnitte assoziiert.

DNA-Microarray: Miniaturisierte molekulare Untersuchungssysteme zur gleichzeitigen Quantifizierung Tausender vordefinier-
ter Nukleinsdaureabschnitte. Dadurch kdnnen ausser Kopienzahlveranderungen und gewissen Punktmutationen auch methy-
lierte von nichtmethylierten DNA-Abschnitten unterschieden werden.

Epigenetische Veranderungen: Durch chemische Modifikation des DNA-Bausteins Cytosin (Methylierung) bzw. von Histon-
proteinen (Azetylierung, Methylierung) wird die Zuganglichkeit von DNA-Abschnitten flr Transkriptionsfaktoren und damit
die Aktivitat dort kodierter Gene reguliert.

FISH: Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung. Die Methode kommt u.a. zur Erfassung von Genamplifikationen
(z.B. des HER2-Gens) zum Einsatz.

«Machine learning»: Dient in Computersystemen zur Generierung von Wissen aus Erfahrung. Die zugrunde liegenden Algorith-
men «lernen» aus Beispielen, verallgemeinern diese und kdnnen dadurch anschliessend neue, unbekannte Daten klassifizieren.

Nanopore-Technologie: Nukleinsdure-Sequenzierverfahren; misst die beim Durchtritt von Nukleotiden durch biosynthetische
Nanoporen entstehenden elektrische Signale. Das Prinzip dhnelt dem in der Hdmatologie gebrauchlichen Coulter-Counter
(Blutzellen-Zahler).

Pradiktive Genamplifikation: Tumoren mit Amplifikationen von Wachstumsfaktor-Rezeptoren-Genen zeigen haufig eine Uber-
aktivitat nachgeschalteter Signaltransduktionswege, woraus sich therapeutische Angriffspunkte ergeben kénnen (z.B. Herceptin-
Therapie des HER2-amplifizierten Mammakarzinoms).

TCGA («The Cancer Genome Atlas»): US-amerikanisches Grossprojekt zur Erhebung und Katalogisierung genetischer Mutatio-
nen bei Krebserkrankungen. Die erhobenen Daten, darunter auch Tumor-DNA-Methylierungsprofile, stehen teilweise 6ffentlich
zur Verfligung.

UMAP («uniform manifold approximation and projection»): Algorithmus zur Dimensionsreduktion multidimensionaler Daten-
sétze, z.B. genomweiter DNA-Methylierungsmuster. Dient u.a. der uniiberwachten Bestimmung der Ahnlichkeit von Datensétzen
innerhalb eines Datenkollektivs. Weiterentwicklung von t-SNE («t-distributed stochastic neighbour embedding»).
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menhang erforderlichen, oftmals zeit- und kostenauf-
wendigen immunhistochemischen und molekularen
Zusatzanalysen, sodass sich die DNA-Methylomanalyse
auch unter 6konomischen Aspekten zunehmend als
attraktive diagnostische Modalitdt anbietet. Bereits
heute sind die der methylombasierten Tumorklassifika-
tion zugrunde liegenden «machine learning»-Algorith-
men (Tab. 1) in ihrer Trennschérfe der konventionellen
histologisch-immunhistochemischen Diagnostik deut-
lich tiberlegen. Im Folgenden méchten wir neben dem
zugrunde liegenden Prinzip vor allem auch das Poten-
zial dieser Methode diskutieren.

Methylomanalyse

Die Methylomanalyse basiert auf DNA-Microarrays
(«Infinium Methylation BeadChips», [llumina®) (Tab. 1),
welche die DNA-Methylierung an aktuell zirka 850 000,
vorzugsweise innerhalb von Promotor-Regionen loka-
lisierten Stellen im Genom erfassen. Die Array-Roh-
daten konnen ausserdem zu einem genomischen Ko-
pienzahlprofil verrechnet werden. Dieses Profil (Abb. 1)
kann als Befund durch den Pathologen diagnostisch
interpretiert werden und erlaubt damit beispielsweise
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die Detektion prddiktiver Genamplifikationen (z.B. EGFR,
CDK4/6 bei Gliomen; ERBB2/HER2 bei Mammakarzino-
men) (Tab. 1).

Allerdings ist eine Interpretation der Methylierungs-
werte hinsichtlich Einzelgen-Aktivitiat nicht moglich.
Zwar gilt generell, dass hypermethylierte Promotor-Ab-
schnitte zu einer Herunterregulation des betreffenden
Gens fiihren, jedoch kann aus dem DNA-Methylie-
rungsmuster nicht direkt auf die Expression spezifi-
scher Gene riickgeschlossen werden, da neben der
DNA-Methylierung zahlreiche weitere epigenetische
und funktionelle Mechanismen einschliesslich Muta-
tionen die Proteinexpression beeinflussen.

Im Gegenzug eignet sich die Struktur der Datensatze
hervorragend fiir vergleichende Analysen mit Refe-
renz-Fallkollektiven durch «machine learning». Die zu-
grunde liegenden Algorithmen erweisen sich sowohl
bei der Zusammenstellung geeigneter Referenz-Fall-
kollektive als auch im diagnostischen Kontext als es-
sentiell (Abb. 2).

Im Falle einer aktuell unmoglichen Klassifikation
durchlaufen die Datensdtze fortlaufend eine Art
Schleife, bis sie bei Detektion von Ahnlichkeit mit wei-
teren, oftmals dann sehr seltenen Fallen aufgrund
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Abbildung 1: Genomisches Kopienzahlprofil.

X-Achse: Dargestellt sind die Chromosomen 1-22 sowie X und Y (von links nach rechts).
Y-Achse: Die Nulllinie entspricht einem diploiden Zustand (2n); der Wert -0,5 signalisiert dabei den Verlust einer Kopie (1n), wahrend +0,5 den Zugewinn
einer Kopie (3n) anzeigt. Diese Werte beziehen sich auf einen Tumorzellgehalt von 100% und werden daher in Biopsien aufgrund der Beimischung nicht-

neoplastischer Zellen praktisch nicht erreicht.
Hier gezeigt ist das Kopienzahlprofil eines Glioblastoms, IDH-Wildtyp (WHO-Grad IV) des molekularen Subtyps RTKII («receptor tyrosine kinase II»).

Man erkennt Zugewinne im Bereich von Chromosom 7 sowie den Verlust einer Kopie des Chromosoms 10. Zusatzlich lassen sich eine pradiktive EGFR-
Genamplifikation (auf Chromosom 7), ferner auch Amplifikationen von CDK4 und MDM2 (Chromosom 12) sowie ein Verlust von CDKN2a/b (Chromosom 9)
ablesen. Berechnung und Erstellung des Plots mittels der freien Software conumee (http://bioconductor.org/packages/conumee/).
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Abbildung 2: Ablauf der Methylomdiagnostik. Abweichend von der klassischen patholo-
gischen Diagnostik endet diese nicht mit der Diagnosestellung, sondern alle Falle ver-
bleiben im lernenden System. Der rot markierte Kreislauf beinhaltet potentielle neue
diagnostische Entitaten, wahrend der blaue den Beitrag detailliert annotierter Proben
symbolisiert. Die in klassischer Berichtsform Gibermittelte integrative Diagnose basiert
auf der Synthese klinischer Angaben, der Resultate konventioneller histologisch-
immunhistochemischer Untersuchungen, molekularer Zusatzuntersuchungen sowie der
DNA-Methylomdiagnostik. UMAP: «uniform manifold approximation and projection»;
tSNE: «t-distributed stochastic neighbour embedding».

ihres spezifischen Methylierungsprofils diagnostisch
einer neuen Entitit zugeordnet werden kénnen. Fur
Patienten und behandelnde Kliniker bedeutet dies,
dass ein seltener Tumor, der sich heute noch nicht
abschliessend einer bekannten Art zuweisen lasst, in
naher Zukunft durchaus einer molekular exakt defi-
nierten Entitdt zuordnen lassen wird. Dies eroffnet
eine neue Dimension der personalisierten Medizin, da
potentiell aus jedem erfassten Datensatz niitzliche In-
formationen fiir die Weiterentwicklung der Klassifi-
kationsalgorithmen mittels «machine learning» ex-
trahiert werden konnen. In klassischer Nomenklatur
ausgedrickt findet in den Computersystemen fort-
wahrend eine Wiederbegutachtung statt, sodass alle
Diagnosen im System stets auf aktuellstem Stand ge-
halten werden.
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Im Unterschied zur klassischen morphologischen Dia-
gnostik zeigen Methylierungsmuster objektiv an, wenn
sich innerhalb einer histologischen Diagnosekategorie
diverse, morphologisch nicht unterscheidbare mole-
kulare Entitdten verbergen oder wenn Tumoren mit
gleicher Liniendifferenzierung, aber variablem histolo-
gischem Erscheinungsbild in einen molekularen Typ
zusammenfallen [1].

Als Vorreiter in der allgemeinpathologisch-diagnosti-
schen Nutzung epigenetischer Veranderungen konnte
ein auf Methylomdatensatzen des TCGA (Tab. 1) beru-
hender Algorithmus erarbeitet werden, der zwischen
haufigen Karzinomen, Melanomen, Sarkomen, Menin-
geomen, Gliomen sowie einigen wenigen hamatolym-
phoiden Neoplasien unterscheiden konnte [2]. Damit
diente dieser Algorithmus vor allem der Primarius-
Zuordnung beim CUP-Syndrom (Tab. 1). Als Weiterent-
wicklung steht fiir die Zuordnung von Metastasen zu
Primarien seit Kurzem die UMAP-Plot-Analyse (Tab. 1,
Abb. 2) zur Verfligung, mittels derer bei jeder Diagno-
sestellung auf eine tagesaktuelle Methylomdatenbank
zugegriffen wird. Der UMAP-Algorithmus (http://arxiv.
org/abs/1802.03426) ermdglicht es uns, unklare Falle
gleichzeitig sowohl mit etablierten diagnostischen Re-
ferenz-Fallkollektiven als auch mit bislang nicht klassi-
fizierbaren Fallen zu vergleichen. Gegenwirtig erfolgt
bei uns ein Abgleich gegen mehr als 14500 Methylom-
datensatze verschiedenster Tumorentitaten, wodurch
bereits jetzt ein ausserordentlich breites diagnosti-
sches Spektrum abgedeckt wird. Fur UMAP inklusive
der vorgeschalteten Datenaufbereitung wird aus-
schliesslich freie Software verwendet, und auf Anfrage
stellen wir gerne unsere eigenen Erganzungen (Quell-
code) zur Verfligung. Die Erstellung einer 6ffentlich zu-
ginglichen Quelle oder eines Servers ist in Planung.
Am weitesten fortgeschritten sind die methylom-
basierten Diagnoseverfahren auf dem Gebiet der Neu-
ropathologie. So findet an unserem Institut bereits seit
2017 der offentlich zugédngliche «Brain Tumor Methy-
lation Classifier» routinemaéssig Anwendung (http://
www.molecularneuropathology.org [MNP]) [1]. Wir
nutzen dieses Werkzeug in der Diagnostik samtlicher
Tumoren des Zentralnervensystems einschliesslich
der Meningen, der Hypophyse sowie der peripheren
Nervenscheiden in Zusammenschau mit der Histo-
morphologie. Die ausserordentlich hohe diagnostische
Trennschérfe dieses Hirntumor-Classifiers gewahrleis-
tet ein bislang unerreichtes Mass an diagnostischer
Prdzision. Daneben gelingt mit dem «Meningioma Me-
thylation Classifier» [3] neben der exakten diagnosti-
schen Zuordnung die Aufteilung in prognostisch und
pradiktiv relevante Subtypen [4]; diese histologieunab-
hédngige Prognoseeinschidtzung hat sich im Vergleich
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zur morphologisch basierten Gradierung der Welt-
gesundheitsorganisation (WHO) als aussagekraftiger
erwiesen [3]. Seit 2018 steht auf MNP auch ein Weich-
teiltumor-Classifier zur Verfiigung, mit dem sich neben
Sarkomen auch Tumoren des peripheren Nervensys-
tems (u.a. Schwannome, Neurofibrome, maligne peri-
phere Nervenscheidentumoren) reproduzierbar ein-
ordnenlassen. Auch dezidierte Methylierungs-Classifier
fiir histologisch kaum oder nicht beantwortbare Frage-
stellungen (Adenokarzinome der Lunge und des Darms;
Plattenepithelkarzinome nach Ursprung) wurden be-
reits erstellt [5, 6].

Ausblick

Die Prazision der Methylomklassifizierung wird vor-
rangig durch die Qualitdt der Referenzdatensitze be-
stimmt, was die akribische, derzeit jedoch finanziell
nicht vergiitbare Kurierung der Annotation durch
Experten beinhaltet. Hierdurch ergibt sich ein me-
dizinisch-wirtschaftliches Spannungsfeld. Hinzu
kommt, dass die Kosten fiir die Tumormethylom-
analyse bereits heute signifikant tiefer sind als dieje-
nigen fir Kombinationen aus Immunhistochemie,
FISH (Tab. 1) und diagnostischer Gensequenzierung.
Dies kann durchaus auch zu kommerziell motivierten
Einschrankungen des offentlichen Zugangs zu bereits
etablierten Classifier-Systemen [2] fithren. Auch die Mo-
nopolstellung des Array-Herstellers (Illumina®) ist nicht
zu unterschatzen, wenngleich sie wohl auch der Schlis-
sel zur Etablierung der Methylomdiagnostik war. Als
positiv ist in diesem Kontext die Entwicklung einer al-
ternativen Methode mittels Nanopore-Gerdten (Oxford
Nanopore Technologies) zu werten (Tab. 1) [7]. Die Kos-
ten fiir die Anschaffung und Verbrauchsmaterialien
dieser urspriinglich auch fir die Feldforschung konzi-
pierten Technologie liegen deutlich unter dem finanzi-
ellen Aufwand fiir Inmunhistochemie, FISH und kon-
ventionelle Parallelsequenzierung, was den Einsatz von
Nanopore per Laptop auch in entwicklungsschwiche-
ren Regionen als realistisches Szenario erscheinen lasst.
Ein weiterer Vorteil der Nanopore-Technologie konnte
in kurzen Probenbearbeitungszeiten liegen: Wiahrend
die beschriebene DNA-Microarray-basierte Methylom-
analyse je nach Probendurchsatz 1-3 Wochen in An-
spruch nimmt, ist mit der Nanopore-Sequenziertech-
nologie eine diagnostische Tumorklassifikation innert
6-10 Stunden nach Gewebeentnahme durchaus erreich-
bar. Erste inhdusige Tests mit aus Nativgewebe isolierter
DNA verliefen erfolgreich; ein Protokoll zur Verwen-
dung von paraffineingebettetem Gewebe, das auch die
Analyse archivierter Tumorproben erlauben wiirde,
wird derzeit von den Autoren getestet.
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Grundsatzlich ldsst sich die Methylomanalyse aufgrund
der hohen Stabilitdt der DNA-Methylierung sowohl an
Nativgewebe als auch an archiviertem Paraffingewebe
durchfiihren. Im Gegensatz zu Mutationsanalysen lie-
fern Methylomdatensdtze integrative Informationen
uber verdnderte Signalwege in neoplastischen sowie
reaktiven Zellen und beleuchten damit ebenfalls das
lange Zeit vernachlédssigte Tumormikromilieu. Daraus
ergeben sich potentiell klinisch héchst relevante An-
wendungsgebiete jenseits der bereits diskutierten dia-
gnostischen Tumorklassifikation, wie beispielsweise
pradiktive Aussagen hinsichtlich des Tumoranspre-
chens auf Immuntherapien. Dariliber hinaus riicken
derzeit neben Tumorerkrankungen zunehmend auch
reaktive und degenerative Krankheitsbilder in den Fo-
kus der Methylomanalysen. Erste potentiell diagnos-
tisch verwertbare epigenetische Veranderungen wur-
den hier bereits nachgewiesen.

Das Berufsbild Tumorerkrankungen dia-
gnostizierender Pathologen wird sich zuneh-
mend vom Einzelfalldiagnostiker zum
Globalkurator mit hochspezialisierter Fach-
expertise wandeln.

Im Gegensatz zur klassischen pathomorphologischen
Diagnostik lassen sich alle jemals erzeugten Methy-
lomdatensitze stets gegeneinander abgleichen. Durch
fortlaufende Datenkurierung durch Experten «er-
lernt» ein System die seltensten Diagnosen, um diese
dann auch in ebensolchen Einzelfdllen stellen zu kon-
nen. Das Berufsbild Tumorerkrankungen diagnosti-
zierender Pathologen wird sich dadurch zunehmend
vom Einzelfalldiagnostiker zum Globalkurator mit
hochspezialisierter Fachexpertise wandeln. So wur-
den vor Kurzem durch die WHO erstmals Tumor-
entitdten auch aufgrund ihrer Methylierungsprofile
mit bislang nicht dagewesener Objektivitat definiert
und in entsprechende Klassifikationen aufgenommen.
Auch koénnen Patienten, deren Tumormethylom zum
Zeitpunkt der Erhebung noch keiner Entitdt zugewie-
sen werden konnte, im Falle einer spater entdeckten
Ubereinstimmung informiert werden. Damit stellt
die Methylomdiagnostik wohl die am weitesten fort-
geschrittene Modalitit der sogenannten «digitalen
Pathologie» dar, die unter anderem den Anspruch
erhebt, Krankheiten moglichst ganzheitlich, weltweit
vergleichend und mit héchster Objektivitdt einzuord-
nen. In diesem Kontext betrachtet, stellt die Methy-
lomdiagnostik schon heute nicht nur fiir uns Patho-
logen, sondern auch alle mit uns interagierenden
Fachdisziplinen eine betrdchtliche Herausforderung
und zugleich grosse Chance dar.
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Das Wichtigste flr die Praxis

Die DNA-Methylomanalyse erlaubt eine objektive, technisch robuste und
dadurch sehr reproduzierbare Tumordiagnostik. Die zugrunde liegenden

«machine learning»-Algorithmen ermoglichen eine kontinuierlich wach-

gen im Zusammenhang mit diesem Beitrag deklariert.
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