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Zusammenfassung

In den letzten Jahren haben sich die Therapiemdglichkeiten des
Mammakarzinoms deutlich verbessert. Durch die Analyse von genetischen
Veranderungen in den Tumorzellen oder in der Keimbahn ist eine zielgerichtete
Tumortherapie bei einigen Subgruppen maoglich; z.B. mit PARP- und PIK3CA-

Inhibitoren.

In einer retrospektiven Analyse wurde in dieser Arbeit untersucht, wie
genetische Mutationsanalysen in einer onkologischen Schwerpunktpraxis
eingesetzt werden. Es sollte untersucht werden, wie haufig Patientlnnen in
einer onkologischen Praxis mit metastasiertem Mammakarzinom eine
Mutationsanalyse brustkrebsassoziierter Gene erhalten haben, und welche
Konsequenzen daraus gezogen wurden. Dabei wurde der Zeitraum von 2019 —
2022 betrachtet. Mithilfe der Software Albis wurden Daten von 49 Patientinnen
identifiziert. 40 Patientinnen haben eine Keimbahndiagnostik der Gene
BRCA1/2 erhalten. Von den Patientlnnen, die die BRCA1/2-Analyse bekommen
haben, konnten in 20% der Patientinnen eine Mutation in BRCA1 oder 2
detektiert werden. Bei den meisten dieser Patientinnen wurde der PARP
Inhibitor Olaparib therapeutisch eingesetzt. 10 Patientinnen erhielten eine
PIK3CA-Analyse, 9 von ihnen mittels PCR und eine mittels NGS. In dieser
Gruppe wurde bei einer Patientin eine Mutation im PIK3CA-Gen ermittelt. 15
Patientlnnen haben eine Multigenpanel-Diagnostik erhalten. Dabei ist eine
Reihe weiterer genetischer Veranderungen nachgewiesen worden. Fur einige
dieser Veranderungen stehen therapeutische Moglichkeiten zur Verfigung, die
zwar nicht fir das Mammakarzinom, aber flr andere Tumorentitaten bereits

zugelassen sind.



Summary

In recent years, the therapeutic options for breast cancer have improved
significantly. By analyzing genetic changes in the tumor cells or in the germ line,
targeted tumor therapy is possible in some subgroups; e.g. with PARP and
PIK3CA inhibitors.

In a retrospective analysis, this work examined how genetic mutation analyzes
are used in an oncological practice with focus on breast cancer. It was to be
investigated how often patients in an oncological practice with metastatic breast
cancer received a mutation analysis of breast cancer-associated genes and what
consequences were drawn from this. The period from 2019 to 2022 was
considered. Data from 49 patients were identified using the Albis software. 40
patients received a germline diagnosis of the genes BRCA1/2. Of the patients
who received the BRCA1/2 analysis, a mutation in BRCA1 or 2 could be detected
in 20% of the patients. The PARP inhibitor olaparib was used therapeutically in
most of these patients. 10 patients received a PIK3CA analysis, 9 of them by
PCR and one by NGS. In this group, a mutation in the PIK3CA gene was identified
in one patient. 15 patients received multigene panel diagnostics. A number of
other genetic changes have been detected. For some of these changes,
therapeutic options are available that are not approved for breast cancer, but are

already approved for other tumor entities.
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1.1 Epidemiologie und Risikofaktoren

Das Mammakarzinom ist in Deutschland der haufigste bésartige Tumor der Frau.
Jahrlich werden 70.000 Neuerkrankungen verzeichnet.! Desweiteren ist es die
haufigste Todesursache bei Frauen zwischen 35 und 55 Jahren.?2 Manner
erkranken deutlich seltener. In den letzten Jahren ist die Inzidenz gestiegen. Dies
ist einerseits in der erhohten Lebenserwartung begrindet; denn mit
zunehmendem Alter steigt das Risiko, am Mammakarzinom zu erkranken.
Andererseits wird die Entstehung des Mammakarzinoms durch Umwelteinflusse
sowie den modernen Lebensstil beginstigt.'® Fir die Entstehung vom
Mammakarzinom werden v.a. folgende Risikofaktoren verantwortlich gemacht:
frlhe erste Menstruation, spate letzte Menstruationszyklen, Adipositas, Alter,
Rauchen, langanhaltende Hormonersatztherapie wahrend der Wechseljahre,

spate erste Schwangerschaft und Alkohol.?
1.2 Klassifikation

Die histologische Einteilung des Mammakarzinoms erfolgt in invasive und nicht-
invasive Tumore. Ein nicht-invasiver Tumor hat die Basalmembran noch nicht
penetriert, wahrend ein invasiver Tumor die Basalmembran Uberschritten hat. Bei
den nicht-invasiven Tumoren unterscheidet man zwischen dem ductalen
Carcinoma in situ (DCIS) und dem lobuldren Carcinoma in situ (LCIS).# Die
haufigste Form der invasiven Karzinome ist das Karzinom ,,No Special Type™".
Es bildet eine heterogene Gruppe von Tumoren, die nicht genug Charakteristika
aufweisen, um sich einer spezifischen Form des Mammakarzinoms zuordnen zu
lassen. Die zweithaufigste Form stellt das invasiv lobulare Karzinom dar. Dieses
ahnelt morphologisch dem LCIS. Weitere histologische Formen des invasiven
Mammakarzinoms sind u.a. das kribriforme, das medullare, das muzinése und

das tubulare Karzinom.®

Zur Beurteilung des Tumorstadiums wird die TNM-Klassifikation der UICC
genutzt. Sie beinhaltet die GroRe des Primartumors (T), die Anzahl der befallenen
Lymphknoten (N), sowie das Vorhandensein von Metastasen (M). Erfolgt die
Stadieneinteilung anhand von klinisch erhobenen Ergebnissen, erhalt das TNM-
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Stadium mit dem Prafix ,,c“. Wird die Stadieneinteilung anhand von
pathologischen Untersuchungen vorgenommen, erhalt das TNM-Stadium das

Préfix ,,p“.8

Das Grading beschreibt die Differenzierung der Zellen im Tumorverband. Dabei
werden Tubulusausbildung, Kernpleomorphie und Mitoserate in Betracht
gezogen. Das Grading hat drei Stufen, G1 bis G3.6 Ein hoher Grading-Score
bedeutet eine schlechte Differenzierung des Tumors und ist mit einer schlechten

Prognose assoziiert.”
1.3 Diagnostik

Die Diagnostik umfasst die klinische Untersuchung, die bildgebende Diagnostik

sowie die Biopsie.

Die arztliche Inspektion und Palpation stehen an erster Stelle in der
Brustkrebsfriiherkennung.® Fiir die Selbstuntersuchung ist keine Reduktion der
Mortalitat nachgewiesen; sie wird allerdings empfohlen, um das

Selbstbewusstsein von Frauen flr Vorsorgeprogramme zu starken.

Die Mammographie ist im Rahmen der Fruherkennung die einzige
nachgewiesene Methode zur Reduktion der Brustkrebsmortalitat. Sie ermdglicht
das frihzeitige Entdecken von bésartigen Tumoren durch die Analyse von
Mikroverkalkungen. Bei weniger dichtem Drisengewebe kénnen bis 90% der

Falle in der Mammographie entdeckt werden.’

Eine wichtige erganzende Methode der bildgebenden Diagnostik stellt die
Mammasonographie dar. Sie wird in der Friherkennung, Erstbeurteilung sowie
zur Verlaufskontrolle des Mammakarzinoms eingesetzt. Die Sonographie eignet

sich vor allem bei der Untersuchung von dichtem Driisenkérper.”

Die Biopsie stellt den Goldstandard fir die Diagnosestellung dar.
Standardmethode bei soliden Veranderungen ist die Hochgeschwindigkeits-
Stanzbiopsie.'® Dafir wird ein Stanzgerat unter Ultraschall- oder
Roéntgenkontrolle mit einer hohen Geschwindigkeit durch den Tumor geschossen.

Es sollten mindestens drei Gewebeproben an unterschiedlichen Stellen
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entnommen werden.”
1.4 Therapie

Die Therapieplanung erfolgt individuell nach Vorliegen des histologischen
Befundes. Zur Behandlung des Mammakarzinoms gehoren Iokale
Therapieansatze (Bestrahlung, OP) sowie systemische Therapieansatze

(Chemotherapie, Hormontherapie und Immuntherapie).

Das Ziel der Operation ist die lokale Erkrankungsfreiheit durch die Entfernung
aller Tumorzellen. Dies kann durch einen radikalen Eingriff wie die Mastektomie
oder die brusterhaltende Therapie geschehen. Heute hat sich die brusterhaltende
Therapie (BET) mit nachfolgender Strahlentherapie als Standardverfahren

etabliert.!!

Die postoperative Strahlentherapie stellt eine wichtige Saule der
Mammakarzinombehandlung dar. Sie senkt das Rduckfallrisiko sowie die

Metastasenbildung.'

Die endokrine Therapie ist ein essentieller Bestandteil der Behandlung vom
hormonrezeptorezeptorpositiven Mammakarzinom und hat in Studien eine
signifikante Reduktion des Rezidivrisikos sowie der Mortalitat gezeigt. Das Ziel
der endokrinen Therapie besteht in der Reduktion der korpereigenen
Ostrogenwirkung. Dafiir stehen drei verschiedene Wirkstoffgruppen zur
Verfligung: die selektiven Ostrogenrezeptormodulatoren (SERM), sowie die
Aromatasehemmer und die Selektiven Estrogenrezeptor Degrader (SERDs).
Aromatasehemmer wirken Uber eine Hemmung der korpereigenen
Ostrogenproduktion, wahrend die Gruppe der SERM (z.B. Tamoxifen) tber eine
kompetitive Hemmung an intrazellularen Ostrogenrezeptoren wirkt. SERDS
fordern den Abbau von Ostrogenrezeptoren und hemmen das

Ostrogenabhangige Tumorwachstum.'3

Die endokrine Therapie hat in Studien eine signifikante Reduktion des
Rezidivrisikos sowie der Mortalitdt gezeigt. Unter Tamoxifentherapie konnte

dariiber hinaus die Rate an kontralateralen Mammakarzinomen um bis zu 50 %
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verringert werden.'#15 Im Vergleich zum Einsatz von Tamoxifen hatten Patienten
unter einer Therapie mit einem Aromatasehemmer in Studien einen Vorteil

bezlglich des riickfallfreien Uberlebens.

Chemotherapeutische Wirkstoffe hemmen die Vermehrung der Tumorzellen,
indem sie in den Zellteilungsprozess eingreifen. Es gibt verschiedene Gruppen
von Zytostatika, die in unterschiedlichen Phasen des Zellzyklus agieren. Als

verfiigbare Wirkstoffe seien folgende Gruppen genannt:'?

e Anthrazykline, z. B. Doxorubicin, Epirubicin

e Alkylantien, z. B. Cyclophosphamid

e Antimetabolite, z. B. Fluorouracil/5-FU, Capecitabin, Methotrexat,
Gemcitabin

e Platinderivate, z. B. Carboplatin, Cisplatin,

e Mitosehemmer

e Taxane, z. B. Paclitaxel, Docetaxel, Nab-Paclitaxel

¢ Vinca-Alkaloide, z. B. Vinorelbin

e Halichondrin-B-Analoga, z. B. Eribulin

Eine weitere Therapieoption des Mammakarzinoms stellt die Behandlung mit
monoklonalen Antikorpern wie z.B. Trastuzumab dar. Das Zieleiweil} dieser AK-
Therapie ist das Wachstumsprotein HER2, welches bei ca. 15-25% der
Mammakarzinome ampfliziert oder Uberexprimiert ist. Tumoren, die HER-2/neu
Uberexprimieren, zeigen ein aggressiveres Tumorwachstum und eine schlechte
Prognose.'®'® Der Einsatz von Trastuzumab in Kombination mit einer
Chemotherapie hat sich als eine effektive Therapieoption erwiesen und zu einer
Verbesserung der Prognose geflihrt. Weitere zugelassene Antikdrper sind
Pertuzumab und die Antikorper-Wirkstoff-Konjugat TDM1 und TDX-d.
Pertuzumab bindet den Her2 Rezeptor an einer anderen Bindungsstelle und
wirkt synergistisch mit Trastzumab, sowohl beim frihen wie beim
fortgeschrittenen Mammakarzinom. Trastuzumab-Emtansin (TDM1) und
Trastuzumab-Deruxtecan (TDX-d) sind Antikdrper-Wirkstoff-Konjugaete (ADC).

Bei den ADCs werden zytoxische Substanzen Uber einen Linker an den
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Antikdrper gekoppelt. TDX-d ist ein Antikorper-Wirkstoff-Konjugat, das aus dem
humanisierten Antikorper Trastuzumab besteht, der kovalent an den
Topoisomerase-I-Inhibitor Deruxtecan gebunden ist. Neue Daten aus Studien
beweisen ein verbessertes Uberleben unter TDX-d-Therapie im Vergleich zur
TMD1-Therapie:?°

Neben den HER2-Therapien seien als weitere zielgerichtete Therapien genannt:

e PD-L1/PD-1 Inhibitoren (Atezolizumab, Pembrolizumab): Sie aktivieren
die Immunabwehr gegen Tumoren, indem sie die gegen den Tumor
gerichtete zytotoxische T-Zellantwort wiederherstellen. In Studien zeigten
die Checkpointinhibitoren bei Patienten mit fruhem und fortgeschrittenen
triple negativen Mammakarzinom eine Verbesserung der

Therapieergebnisse.?!

e (CDK4/6 Inhibitoren (Palbociclib, Ribociclib, Abemaciclib): Die CDK4/6-
Hemmer wirken Uber eine selektive Hemmung der Cyclin-abhangigen
Kinasen 4 und 6, die von elementarer Bedeutung fur die
Zellzyklusprogression und die Zellproliferation sind. In den
Zulassungsstudien zeigten die Kombination von CDK4/6 Hemmer mit

endokriner Therapie ein signifikant verbessertes Uberleben.2

e mTOR Inhibitor (Everolimus): Everolimus wirkt iber eine Hemmung von
mTOR. Dadurch kommt es zur Hemmung der Proteinsynthese,
Angiogenese und Glukoseaufnahme, wodurch das unkontrollierte
Zellwachstum gestoppt wird. Everolimus wird in der Therapie des
ER+/HER2- metastasierten Mammakarzinoms in Kombination mit
Exemestan eingesetzt.?3

« PARRP Inhibitoren (Olaparib, Talazoparib): PARP-Inhibitoren (Poly ADP-
Ribose-Polymerase-Inhibitoren) hemmen die DNA-Reparatur in
Tumorzellen. Die PARP-Inhibitoren Olaparib und Talazoparib sind fir
Patientinnen mit metastasiertem Her2-negativen Mammakarzinom mit

einer Keimbahn BRCA-Mutation zugelassen.?*

o Tyrosinkinaseinhibitoren wie Alpelisib, Lapatinib, Neratinib, Tucatinib:
15
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Die PI13-Kinasen sind an einer Vielzahl von zellularen Schlisselfunktionen,
wie dem Zellzyklus und Zellmigration, beteiligt. Eine Mutation im
kodierenden PIK3CA-Gen ist an der Entstehung verschiedener Tumoren
beteiligt. Alpelisib ist zur Behandlung von postmenopausalen
Patientinnen und von mannlichen Patienten mit Hormonrezeptor (HR)-
positivem, HER2-negativem, metastasietem Mammakarzinom mit

Nachweis einer PIK3CA-Mutation zugelassen.?®

Fur die Therapie des metastasierten, HER2-positiven Brustkrebs ist seit
2008 der Tyrosinkinase-Hemmer Lapatinib zugelassen. Er blockiert die
Signalubertragung von HER2 und EGFR. Der Tyrosinkinase-Hemmer
Neratinib blockiert drei SignalUubertragungswege Uber die Rezeptoren
HER2, HER4 und EGFR. Er ist seit 2018 fur das frihe Stadium von
HER2+/Hormonrezeptor-positivem Brustkrebs zugelassen, in der
erweiterten adjuvanten Therapie nach einer Trastuzumab-Vortherapie.
Ein weiterer Tyrosinkinase-Hemmer - Tucatinib - ist in Kombination mit
Trastuzumab und Capecitabin zur Behandlung von HER2-positivem

metastasiertem Brustkrebs zugelassen.?6

In der metastasierten Situation ist eines der wichtigsten Therapieziele die
Erhaltung der Lebensqualitat. Bei Hormonabhangigkeit stellt die endokrine
Therapie die first-line Therapie dar. Handelt es sich nicht um eine rasch

progrediente Erkrankung, wird sie der Chemotherapie vorgezogen.

Die Chemotherapie ist bei einem lebensbedrohlich fortschreitenden
Tumorprogress oder bei Notwendigkeit einer schnellen Remission indiziert. In der
Regel wird eine Monochemotherapie durchgeflihrt. Als Substanzklassen stehen

die Taxane Paclitaxel, Docetaxel und nab-Paclitaxel zur Verfiigung.?”
1.5. Relevante Biomarker beim Mammakarzinom

Im vergangenen Jahrzehnt hat sich die molekularbiologische Charakterisierung
beim Mammakarzinom etabliert. Sie hat verschiedene zielgerichtete
therapeutische Anséatze ermdglicht.?®-30 Die Bestimmung einiger obligater
Biomarker ist bereits in den Leitlinien verankert.3'-3 Dazu gehoéren
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« der Ostrogenrezeptor (ER) und Progesteronrezeptor (PgR). Beide werden
immunhistochemisch bestimmt. Sie sind flr eine endokrine Therapie des

Mammakarzinoms relevant.

« die Amplifikation oder Uberexpression des HER2-Gens. Diese wird
immunhistochemisch oder per In-situ-Hybridisierung (ISH) nachgewiesen. Die

Uberexpression des Proteins ist relevant fiir die Therapie mit Trastuzumab.

+ die Expression von Ki-67. Sie stellt ein Mal} fur die Proliferationsrate und damit

fur die Aggressivitat des Tumors dar’"33

Die erweiterte molekulare Diagnostik stellt eine FortfUhrung der oben

genannten Untersuchungen dar (Abb. 1).
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Abb.1 Therapierelevante Biomarker beim Mammakarzinom3*

Die Indikation fir eine erweiterte molekulare Diagnostik wird von einer
Tumorkonferenz gestellt, wenn sie fiir die Therapieplanung notwendig ist.3* Es
werden insbesondere weitere genetische Veranderungen analysiert, um neue

therapeutische Ansatze flur die Patientinnen zu finden.
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Dazu gehoren beispielsweise

- PIK3CA-Mutationen: Sie gehdren zu den haufigsten Mutationen und treten bei

ca. 20% der Mammakarzinome auf.

-ERBB2-Muationen. Sie treten mit einer Inzidenz von 15 % auf. Sie sind relevant

fur eine Therapie mit den Tyrosinkinase-Inhibitoren Neratinib und Lapatinib.

- Mutationen im AKT bzw. PTEN-Gen. Sie sind relevant fur eine Therapie mit

Proteinkinase-B-Inhibitoren Capivasertib und Ipatasertib.

- Nachweis einer Mikrosatelliteninstabilitat (MSI). In  Studien haben
Mammakarzinome mit MSI ein gutes Ansprechen auf Immuncheckpoint-

Inhibitoren (z.B. Pembrolizumab) gezeigt.

- Inaktivierende Genveranderungen des Tumorsuppressorgens TP53. Derzeit
werden klinische Substanzen erprobt, die die Funktion des

Tumorsuppressorgens direkt oder indirekt wiederherstellen.3*
2. Ziele der Arbeit

Ziel der Arbeit ist es, die Mutationsrate von therapierelevanten Tumormarkern
(BRCA, PIK3CA) sowie potenziell therapierelevanten Genen in einer
Mutationsanalyse bei Patientinnen mit Mammakarzinom in einer onkologischen

Schwerpunktpraxis zu untersuchen.
Diese Arbeit beschreibt
1. Die Haufigkeit der 0.g. Mutationen bei metastasiertem Mammakarzinom

2. Die Konsequenzen fir den weiteren therapeutischen Verlauf
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3. Patienten und Methoden

3.1 Patientenkollektiv und Patientenauswahl

In der vorliegenden Arbeit sind die Daten von 49 Patientinnen aus dem Centrum
fur Hamatologie und Onkologie Bethanien ausgewertet worden. Diese haben im

Zeitraum von 2019 bis 2022 eine erweiterte molekulare Diagnostik erhalten.

Gesammelt wurden die Daten der Patientinnen mithilfe der elektronischen
Datenbank Albis und dem ICD-10-Diagnoseschlissel der Diagnose eines
metastasierten Mammakarzinoms. Bei der Suche nach geeigneten Patienten
wurden die Stichworte ,,metastasiert” und ,,Mammakarzinom* verwendet. Unter
diesem Suchfilter ergab sich eine Liste von 138 Patientinnen. Im Zeitraum von

2019-2022 erhielten 33 % von ihnen eine erweiterte molekulare Diagnostik.

Die BRCA1/2-Gendiagnostik ist an unterschiedlichen Instituten fur Humangenetik

durchgefuhrt worden. 44 Patientinnen sind eingeschlossen worden.

Zehn Patientinnen wurden im OptiPath, dem Medizinischen Zentrum flr

Pathologie, auf eine PIK3CA-Mutation hin untersucht.

15 Patientinnen erhielten im WildLab, dem Labor der Universitatsklinikum
Frankfurt, eine Mutationsanalyse mittels NGS. Im Befund des Wildlabs sind

zudem Hinweise auf therapeutische Moglichkeiten enthalten.

Der klinische Verlauf, und das therapeutische Vorgehen konnten anhand der
Arztbriefe dokumentiert werden. Die gesammelten Daten wurden in einer
Exceldatei dokumentiert und strukturiert. Bei drei Patientinnen lag nur eine
Metastasierung in den regionalen Lymphknoten, aber keine Fernmetastasierung
vor. Sie sind auf BRCA1/2 untersucht worden. Eine wurde BRCA1/2 negativ
getestet. Eine war BRCA1 positiv und erhielt eine Therapie mit Olaparib. Eine

war BRCAZ2 positiv und wurde bis dato nicht mit Olaparib behandelt.
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Die Patienten-Charakteristika sind in Tab.1 dargestellt.

Eigenschaften Anzahl Patientlnnen n (%)
Alter

Mittleres Erkrankungsalter 48 Jahre
Mittleres Alter 61 Jahre
Altersspanne 37-90 Jahre
Geschlecht

weiblich 48 (98%)
mannlich 1 (2%)
Histologischer Typ

Invasiv duktal (NST) 19 (39%)
Invasiv lobular 3 (6%)
Andere 0 (0%)
Nicht beschrieben 12 (24%)
Primares Tumorstadium

0 0 (0%)

1 19 (39%)
2 13 (37%)
3 9 (18%)
4 2 (4%)
Nicht beschrieben 6 (12%)
Lymphknotenbeteiligung

NO 9 (18%)
N1 11 (22%)
N2 9 (18%)
N3 5 (10%)
Nx 2 (4%)
N+ 3 (6%)
Nicht beschrieben 10 (20%)
Fernmetastasenstadium bei ED

MO 21 (43%)
M1 17 (35%)
Mx 1(2%)
Nicht beschrieben 10 (20%)
Fernmetastasenstadium aktuell

MO 3 (6%)
M1 43 (88%)
Mx 0 (0%)
Nicht beschrieben 0 (0%)
Fernmetastasenlokalisation

Haut 2 (4%)
Leber 12 (24%)
Gastrointestinaltrakt 3 (6%)

Lunge 7 (14%)
Pleura 7 (14%)
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Orbita 2 (4%)

Knochen 31 (63%)
ZNS 5 (10%)
Grading

G1 0 (0%)
G2 26 (53%)
G3 13 (27%)
Nicht beschrieben 9 (18%)
Her2-Expression

Positiv 1(2%)
negativ 48 (98%)
Hormonrezeptorstatus

Positiv 45 (92%)
Negativ 4 (8%)

Tab.1 Charakteristik der untersuchten Kohorte zum Zeitpunkt der ED

3.2 PCR-Analyse

Die PCR besteht aus drei Teilschritten: Im ersten Schritt erfolgt die
Denaturierung, bei der der DNA-Doppelstrang bei Temperaturen zwischen 90-
95C aufgetrennt wird. Im zweiten Schritt, dem Annealing, kommt es zur
Anlagerung eines gegenlaufig orientierten Primers an jeden DNA-Einzelstrang.
Sie erfolgt bei einer Temperatur von 55-65C. In der letzten Phase, der
Elongation, wird die Zielsequenz von der DNA-Polymerase komplementar
verlangert. Der gesamte Zyklus wird 30 bis 40 mal wiederholt, sodass die
Zielsequenz exponentiell amplifiziert wird. An die Amplifikation schlief3t sich die

Sequenzierung an.3®
3.3 NGS-Analyse

Die NGS-Analyse ist eine neue Technologie, die die parallele Analyse von
mehreren Genabschnitten ermdglicht. Um das gesamte menschliche Genom zu
sequenzieren, mussten viele Abschnitte zusammengeflgt werden, was mit
einem enormen Arbeitsumfang und hohen Kosten verbunden ware. Die NGS
ermdglicht die parallele Sequenzanalyse einer Vielzahl von Genen unter
Verwendung bioinformatischer Technologien. Dies fuhrt zu einer

Kostenersparnis und héheren Effektivitat.36
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Zu den NGS-Methoden zahlen die Ganzgenomseqenzierung sowie die
Sequenzierung von ausgewahlten Bereichen des Genoms (Targeted
Sequencing). Unter die Targeted-Sequencing Methoden fallen noch weitere
Sequenzierungsmethoden wie die Exomsequenzierung, Multigen-Panels sowie

Einzelgenanalysen.

Die NGS-Analyse erfolgt in folgenden Schritten: Die Probenvorbereitung und
Extraktion der DNA und RNA aus dem FFPE-Gewebe, Herstellung der NGS-
Bibliothek, klonale Amplifikation mit Sequenzierung, sowie die bioinformatische
Datenanalyse. Im ersten Schritt erfolgt eine Isolierung der DNA und RNA aus
dem Formalin-fixierten in Paraffin eingebetteten Tumorblock. Diese wird in
kirzere doppelstrangige DNA-Abschnitte fragmentiert. Die resultierenden DNA-
Abschnitte werden an Adaptersequenzen ligiert und es kommt zur Erstellung
einer DNA-Bibliothek. Mittels PCR wird diese DNA-Bibliothek in groen Mengen
vervielfaltigt. Die Aufteilung in Cluster ermdglicht es, viele Sequenzierungen in
sehr kurzer Zeit durchzufthren. Die erhaltenen molekularen Daten werden

anschlieBend gespeichert und interpretiert.3’
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4. Ergebnisse

4.1 gBRCA1/2-Analyse

Hormonrezeptorpositive Triplenegative

Patientinnen n (%) Patientinnen n (%)

Gesamtanzahl 40 (100%) 4 (100%)
gBRCA1-
Mutationsstatus 3 (8%) 1 (25%)

positiv 37 (92%) 3 (75%)

negativ
gBRCA2-
Mutationsstatus 5 (13%) 2 (50%)

positiv 35 (87%) 2 (50%)

negativ

Tab.2 Ergebnisse BRCA1/2-Analyse

28 Patientlnnen erhielten eine Keimbahndiagnostik der BRCA1/2-Gene im
Institut fur Humangenetik Wiesbaden mittels PCR. ZwolIf Patientlnnen sind in
verschiedenen Instituten fir Humangenetik mittels NGS auf BRCA1/2 getestet
worden. Bei vier Patientinnen konnten das Labor und die Methode der BRCA1/2-
Analyse nicht ermittelt werden. Bei zwei positiv getesteten BRCA1- und BRCA2-
Mutationstragerinnen  waren  keine  Unterlagen  uUber die exakte

Mutationslokalisation verfugbar.
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Unter den hormonrezeptorpositiven Patientinnen wurden bei 8% gBRCA1 und
bei 13% gBRCA2-Mutationen nachgewiesen. Unter den drei triplenegativen
Patientinnen war eine positiv fir gBRCA1 und zwei positiv fir gBRCAZ2. Bei funf
Patientinnen wurde angegeben, an welcher Nukleotidposition des jeweiligen
Intron- oder Exonbereiches sich die Mutation befand. Zusatzlich wurde
aufgeschlusselt um welche Art der Genveranderung es sich handelte (z.B.

Frameshift-, Missense- und Nonsense-Mutationen).

Exon/intron Benennung Mutationstyp N

10 c.3756_375 Frameshift 1
9delGTCT

10 c.1252G>T  Nonsense 1

19 c.5266dupC Frameshift 1

Tab.3 BRCA1-Mutationen
Exon/intron Benennung Mutationstyp N

11 c.3199delA Frameshift 1

c.5170dupA Frameshift 1
11

Tab.4 BRCA2-Mutationen
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4.2 PIK3CA-Analyse

Anzahl Patientinnen n

Gesamtkollektiv 10
PIK3CA-
Mutationsstatus
positiv 1
negativ 9

Tab.5 Ergebnisse PIK3CA-Analyse

Zehn Patientinnen wurden mittels PCR untersucht. Bei einer der zehn
Patientinnen konnte eine PIK3CA-Mutation nachgewiesen werden. Diese wies

die Hotspotmutation p.H104047R im Chromosom 3, Exon 21 auf.
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4.3 Mutationsanalyse mittels Multigenpanel

4.3.1 Ubersicht Ergebnisse

Anzahl Patientinnen n (%)

Gesamtkollektiv 15 (100%)
Biopsie aus
Primartumor 10 (66%)
Lebermetastase 3 (20%)
Pleurametastase 1 (7%)
Nebennierenmetastase 1 (7%)
TMB-Status
Low 1(7%)
Intermediate 8 (53%)
High 2 (13%)
nicht auswertbar 4 (27%)
MSI-Status
negativ 8 (53%)
positiv 0 (0%)
nicht auswertbar 7 (47%)
Nachweis potentiell klinisch relevanter
Mutationen
positiv 12 (80%)
negativ 3 (20%)
Nachweis von Genen mit moglicher
Kopienzahlveranderung 12 (80%)
positiv 3 (20%)
negativ
Nachweis von Fusionsgenen
positiv 0
negativ 12 (80%)
nicht auswertbar 3 (20%)
Befund hinweisend auf die Mdglichkeit
einer gezielten Therapieoption 7 (47%)
Befund nicht hinweisend auf die
Moglichkeit einer gezielten 8 (53%)

Therapieoption
Tab.6 Ubersicht Ergebnisse der Mutationsanalyse mittels Multigenpanel

Bei zehn Patientinnen erfolgte die Analyse am Primartumor. Drei Patientinnen
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wurden an einer Lebermetastase, eine Patientin an einer Pleurametastase und

eine Patientin an einer Nebennierenmetastase biopsiert.

Bei einer Patientin wurde der TMB-Status ,Low“ nachgewiesen. Acht
Patientinnen wiesen den TMB-Status ,,Intermediate“ auf und zwei den TMB-
Status ,,High“. Der MSI-Status war bei acht Patientinnen negativ. Bei sieben
Patientinnen konnte der MSI-Status aufgrund mangelnder Qualitat der Probe
nicht festgestellt werden. Potenziell klinisch relevante Mutationen und Gene mit
moglicher Kopienzahlveranderung konnten bei zwei Patientinnen nachgewiesen
werden. Der Nachweis von Fusionsgenen war bei 80 % der Patientinnen negativ.
Bei drei Patientlnnen gentgte die DNA in der Probe nicht, um eine Aussage zu
treffen. Neun Patientinnen (60%) hatten einen Befund, der hinweisend auf die
Moglichkeit einer gezielten Therapieoption war. Von den neun Patientinnen
wiesen 5 Patientinnen (33%) eine PIK3CA-Mutation auf. In der abschlieRenden
molekularpathologischen Beurteilung des Befundes wird auf eine zielgerichtete
Therapie mit Alpelisib hingewiesen. Vier Patientinnen (27%) wiesen eine
somatische BRCA1/2-Mutation auf. Im Anschluss daran sollte eine

humangenetische Analyse in der Keimbahn erfolgen.

Befund nicht
hinweisend auf eine
zielgerichtete

40% Therapieoption

Befund hinweisend
auf eine
zielgerichtete
Therapie mit Alpelisib

Befund hinweisend auf
eine zielgerichtete
Therapie mit Olaparib

33%

Abb.2 Darstellung der Therapierelevanz der Befunde
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4.3.2 Verteilung der Gene mit potentiell klinisch relevanten

Mutationen
Nachweis Anzahl Level of Mogliche
Mutationen in Patientlnnen n Evidence therapeutische
dem Gen (%) ESCAT Optionen
Gesamtanzahl 12
PIK3CA 5 IA Alpelisib38
TP53 4 VIA Eprenetapopt (APR-

246)%°

BRCA1 2 A PARP-Inhibitor3*
Somatische
Mutation
BRCA2 1 A PARP-Inhibitor34
Somatische
Mutation
AKT1 1 1B AKT-Inhibitor*?
ARID1A 1 VIA EZH2 Inhibitoren*!
KMT2A 1 VI oder V n. t.
HNF1A 1 VI oder V n. t.
MEN1 1 VI oder V n. t.
KRAS 1 VI oder V n. t.
AR 1 VI oder V n. t.

Tab.7 Verteilung der Gene mit potentiell klinisch relevanten Mutationen (n. t. =

nicht therapierelevant)

Das Level of evidence beschreibt die klinische Relevanz von genomischen
Alterationen. Es basiert auf den Leitlinien ESMO Scale of Clinical Actionability
und die Skala der Association for Molecular Pathology. Je nach ihrer klinischen
Bedeutung fur die Prognose der Tumorerkrankung und der Therapie werden
Alterationen laut Level of Evidence in vier Stufen eingeteilt. Level of Evidence |
Alterationen stehen flir die hochste klinische Bedeutung und haben in Studien
ein statistisch signifikantes Ansprechen auf gezielte Therapieoptionen gezeigt.
Level of Evidence ll-Alterationen sind potenziell relevant, allerdings ist der
Nutzen noch nicht vollstandig durch prospektive klinische Studien belegt. Bei
Level IV liegt nur eine praklinische Evidenz fir die genomische Alteration vor.

Bei Level V liegt eine Evidenz fur ein objektives Therapieansprechen vor; der
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Nutzen ist jedoch nicht von Bedeutung.*?
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X-Achse: Gene; Y-Achse: Anzahl der Patientinnen, die in dem jeweiligen Gen eine
klinisch relevante Mutation aufwiesen

Abb.3 Verteilung der Gene mit potentiell klinisch relevanten Mutationen

Von 15 Patientinnen wiesen zwolf eine klinisch relevante Mutation auf. Die
haufigste Mutation lag im Gen PIK3CA vor (n=5). Bei n=4 Patientinnen war das
Gen TP53 mutiert, bei n=3 BRCAZ2. Mutationen in BRCA1 wurden in zwei
Personen nachgewiesen. Mutationen in AKT1, ARID1A, KMT2A, HNF1A, MEN,
KRAS und AR wurden in jeweils einer Person gefunden. Alterationen der Gene
KMT2A, HNF1A, MEN, KRAS und AR kénnen beim Mammakarzinom derzeit

noch nicht zielgerichtet therapiert werden.
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4.3.3 Verteilung der Gene mit moglicher Kopienzahlveranderung

Nachweis moglicher Anzahl Patientinnen n
Kopienzahlveranderung
in dem Gen
Gesamtanzahl
FGFR1

MDM4
ERBB2
CCND1

EGFR

FGF19

FGF3
RPS6KB1
MYc

JAK2

BRCA1
BRCA2

KOP2
PDGFRB
RET

CCND2
FGF10

FGF4

MDM2
RICTOR
BRAF

CDK4

N

m A A A A A A A e a A A NNDDNDNDNDNNMNMNNMNLWOWDNOL -

Tab.8 Verteilung der Gene mit mdglicher Kopienzahlveranderung
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Abb.4 Verteilung der Gene mit mdglicher Kopienzahlveranderung

Von 15 Patientinnen wiesen zwdlf eine Kopienzahlveranderung auf, bei denen
folgende Gene mitbetroffen sind. Mit n=5 Patientinnen war das Gen FGFR1 das
am haufigsten betroffene Gen. Darauf folgten MDM4 mit n=4 Patientinnen,
ERBB2 und CCND1 mit n=3 Patientinnen. Die Gene EGFR, FGF19, FGF3,
RPS6KB1, MYC und JAK2 waren bei jeweils n=2 Patientinnen mutiert. Dann
folgten die Gene BRCA1, BRCA2, FGFR2, PDGFRB, RET, CCND2, FGFR10,
FGF4, MDM2, RICTOR, BRAF und CDK4, welche bei jeweils n=1 Patientin
betroffen  waren. Im  klinischen  Altag haben die  mdglichen
Kopienzahlveranderungen der o.g. Gene noch keine therapeutischen
Konsequenzen. Der Vollstandigkeit halber werden sie hier jedoch mit aufgefihrt,

da ihre Testung Teil des Multigenpanels ist.
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4.4 Therapeutischer Verlauf und Einsatz von Olaparib

Der Beobachtungszeitraum begann im April 2019. Da es erst in diesem Monat
zur Zulassung von Olaparib fir das Mammakarzinom kam, wurde nur eine relativ
geringe Anzahl an Patientinnen mit Olaparib behandelt. Der ebenfalls 2019

zugelassene PARP-Inhibitor Talazoparib kam nicht zur Anwendung.

Neun Patientinnen wurden zwischen 2019 und 2022 mit Olaparib behandelt. Die
retrospektive Auswertung ergab eine heterogene Patientengruppe. Olaparib
wurde als Monotherapie nach endokriner oder Chemotherapie eingesetzt. Die
langste Therapiedauer lag bei 15 Monaten, die kurzeste bei einem Monat. Die

mittlere Therapiedauer lag bei 6 Monaten.

Bei sechs von neun Patientinnen zeigte sich eine gute Vertraglichkeit. Die
haufigste beobachtete Nebenwirkung waren die Anamie sowie abdominelle

Beschwerden.

5. Diskussion

5.1 Rationale dieser Arbeit

Molekulare Analysen werden heute zunehmend in der Onkologie eingesetzt.

Bereits mehr als 50 Medikamente sind auf Basis genomischer Alterationen
zugelassen worden.*3 Bei Uber 20 Tumorentitaten existieren mehr als 40

genomisch-basierte Indikationen.*3

Wahrend die NGS Mutationsanalyse bei soliden Tumoren (insbesondere beim
Lungenkarzinom) bereits standardmallig eingesetzt wird, ist dies beim

Mammakarzinom noch nicht der Fall.

Beim Mamma Ca ist die Mutationsanalyse von BRCA1 und 2 in der Keimbahn
von besonderer Bedeutung. Mit den Daten der OlympiaD-Studie aus 2019 und
der Zulassung von Olaparib gewann die Mutationsanalyse auch beim
Mammakarzinom an Therapierelevanz. Die therapeutische Konsequenz der
gBRCA-Analyse legt nahe, dass alle Patienten mit metastasiertem Her2-
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negativem Mammakarzinom eine genetische Untersuchung erhalten sollten.

Die Studienlage bezlglich der Frage, wie haufig die Mutationsanalyse beim
Mammakarzinom in der Praxis eingesetzt wird, ist allerdings unzureichend. Ziel
dieser Arbeit war es daher, Real World Daten Uber den Einsatz von
Mutationsanalysen in der klinischen Praxis zu sammeln. Dazu wurden
Patientendaten aus dem Zeitraum von 2019 bis 2022 in einer onkologischen

Schwerpunktpraxis untersucht.

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf hin, dass die Mutationsanalyse beim
Mammakarzinom trotz der Therapierelevanz noch nicht breit eingesetzt wird. Von
insgesamt 138 Patientinnen, bei denen ein metastasiertes Mammakarzinom
diagnostiziert wurde, waren 98 Patientinnen HER2-negativ. Von ihnen wurden 49
Patientinnen auf BRCA1/2 untersucht. Ein Grund daftr kénnten die rechtlichen
Regelungen der BRCA1/2-Analyse durch das Gendiagnostikgesetz sein. Die
genetische Untersuchung in der Keimbahn verlangt die schriftliche Einwilligung
der untersuchten Person. Nicht selten wird die Analyse von Patientinnen

abgelehnt.

Aulierdem fehlt es noch an einer standardisierten, einheitlichen Vorgehensweise.
In den verschiedenen Instituten fur Humangenetik, die in die retrospektive
Auswertung involviert waren, variierten die Untersuchungsmethoden (PCR oder
NGS).

5.2 Mutationsanalyse in der onkologischen Praxis

Die Daten dieser Studie weisen daraufhin, dass der breite Einsatz der
Mutationsanalyse beim Mammakarzinom derzeit noch hauptsachlich in der
Forschung vorkommt, sich aber in der klinischen Praxis noch nicht etabliert hat.
Der starkste Grund, eine Mutationsanalyse durchzuflihren, ist eine Therapie mit
BRCA Inhibitoren Olaparib und Talazoparib.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass es bei einem relativ gro3en Teil der
BRCA1/2-mutierten Patientinnen zum Einsatz von Olaparib gekommen ist. Sie

zeigte Uberwiegend eine gute Vertraglichkeit.
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5.3 Limitationen der Studie

Eine Schwache dieser Arbeit stellt sicherlich die kleine Fallzahl dar. Das Kollektiv

von 49 Brustkrebsfallen lasst keine signifikante Aussage zu.

Eine weitere Limitation stellt die retrospektive Datenerhebung dar. Bei einigen
Patientinnen fehlten aufgrund unvollstandiger Akten Angaben zum TNM-Stadium
und zum histologischen Subtyp. Daher konnten die Patientencharakteristika nicht

vollstandig erfasst werden.

5.4 MH Guide

Die gewonnenen molekularen Datensatze sind oft so umfangreich, dass sich

eine Auswertung ohne eine Software als schwierig und zeitaufwendig gestaltet.

Das digitale Tool MH Guide kommt diesem Problem entgegen. Die Software
unterstitzt Onkologen und Molekularpathologen bei der Interpretation der
molekularpathologischen Analysen.

MH Guide identifiziert die genetischen Varianten, die fur die Behandlung der
Krebspatienten relevant sind und erfasst sichere und effektive
Therapieoptionen. Dies geschieht durch die Anwendung von Dataome — einer
der weltweit groRten biomedizinischen Datenbanken. Die Software vergleicht
die Daten der Patientenprobe mit aktuellem publiziertem biomedizinischem
Wissen und Arzneimittelinformationen. Sie enthalt Such- und Filterfunktionen
wie z.B. Biomarker, Studienphase, Rekrutierungsstatus und weiteren
Schlusselparametern, mit denen geeignete Studien schnell selektiert werden
kénnen. Diese Informationen werden in einem Ubersichtlichen Bericht
zusammengefasst.

So werden grof3e Datenmengen in evidenzbasierte, medizinisch relevante

Entscheidungshilfen umgewandelt.44-4°
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5.5 Diskussion der Mutationsraten

Bei der Keimbahn-Diagnostik der BRCA1/2-Gene sind in der
hormonrezeptorpositiven Kohorte 8% BRCA7-Mutationen und 12,5 % BRCAZ2-
Mutationen detektiert worden. Unter den vier triple-negativen Patientinnen sind
eine BRCA1-Mutation und zwei BRCA2-Mutationen detektiert worden. In einer
Studie von Apostolou et al. werden Mutationen in BRCA1/2 in 5-10 % aller
Mammakarzinome beschrieben.*® In einer anderen Arbeit ist bei triple-negativen
Tumoren eine BRCA1/2 -Mutationsrate von 2,9-6,6% festgestellt worden. Bei der
Untersuchung von Patientinnen mit HR-positivem, HER2-negativem Tumor

wurde eine BRCA 1/2-Mutationsrate von 1-3,4% eruiert.*’

In einer Gruppe von zehn Patientinnen ist eine PIK3CA-Mutationstragerin
ermittelt worden. In der Literatur werden Haufigkeiten von PIK3CA-Mutationen
beim Mammakarzinom zwischen 20 und 40 % angegeben. Bei der Untersuchung
von 1270 Mammakarzinomen in einer Studie von Reinhardt et al. wurde bei

31,4% eine Mutation im PIK3CA-Gen nachgewiesen.*®

5.6 Diskussion der therapeutischen Moglichkeiten

5.6.1 BRCA1/2

BRCA1 und 2 gehdren zur Klasse der Tumorsuppressorgene und kodieren flr
Enzyme der DNA-Reparatur. Die Proteine BRCA1 und 2 nehmen eine
SchlUsselrolle in der Reparatur von DNA-Doppelstrangbrichen und der

homologen Rekombination ein.

BRCA1/2-Keimbahmutationen sind mit einem gehauften Auftreten von
Brustkrebserkrankungen assoziiert. Etwa 5% aller Mammakarzinome werden
durch BRCA1/2-Keimbahnmutationen verursacht. AuRerdem machen sie 10-20 %
der erblichen Brustkrebsfille aus.*® Personen mit BRCA-Mutationen haben ein
erhohtes Risiko, in jungen Jahren am Mammakarzinom zu erkranken.*%-%0 Die
Keimbahnanalyse der BRCA1/2-Gene wird durch das Gendiagnostikgesetz
geregelt. Sie wird an einer Blutprobe durchgefihrt und kann von jedem Arzt
veranlasst werden. Mit dem PARP-Inhibitor Olaparib steht eine neue
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zielgerichtete Therapieoption fiur Patientinnen mit fortgeschrittenem oder
metastasiertem Her2-negativen Mammakarzinom mit einer Keimbahn BRCA1/2-
Mutation zur Verfugung. PARP-Inhibitoren (Poly ADP-Ribose-Polymerase-
Inhibitoren) hemmen die DNA-Reparatur in Tumorzellen. In normalen
Korperzellen werden Doppelstrangbriche durch die Komponenten der
homologen Rekombinationsreparatur (z.B. BRCA1 oder 2) repariert. Tumorzellen
mit BRCA1/2-Mutationen fehlt diese homologe Rekombinationsreparatur. Bei
Blockierung der PARP kann die beschadigte DNA in den Tumorzellen nicht

repariert werden und die Tumorzellen sterben ab.5"

In der OlympiAD-Studie aus dem Jahr 2019 konnte gezeigt werden, dass Im
Vergleich zur Standard-Chemotherapie BRCA71/2-mutierte Patientinnen mit
fortgeschrittenem Mammakarzinom unter Olaparib-Therapie eine signifikante
Verbesserung des progressionsfreien Uberlebens und der
Gesamtiiberlebenszeit sowie der Lebensqualitat hatten.?* Die therapeutische
Konsequenz der BRCA1/2-Analyse legt nahe, dass Patientinnen mit
metastasiertem  Her2-negativem Mammakarzinom  eine  genetische
Untersuchung erhalten sollten. Eine statistische Auswertung zeigte, dass bei
negativer Familienanamnese nur 30% der fur die PARP-Inhibitortherapie in
Frage kommenden Patienten eine BRCA1/2-Analyse erhalten (Abb.5).34
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Abb.5 BRCA-Keimbahntestung abhangig von Rezeptorstatus und
Familienanamnese®?

5.6.2 PIK3CA

Mutationen im PIK3CA-Gen liegen bei etwa 40% der Mammakarzinom-
Patientinnen vor. Die Aktivierung des PI3-Kinase-Signalweges erfolgt durch

Tyrosinkinaserezeptoren oder dem G-Protein Ras.53

Mit der Zulassung von Alpelisib steht eine zielgerichtete Therapieoption flr
PIK3CA-Mutationstragerinnen mit hormonrezeptorpositivem, HER2-negativem
Mammakarzinom zur Verfigung. Alpelisib wirkt durch die spezifische Inhibition
der alpha-Untereinheit der PI3-Kinase. In der Solar 1 Studie zeigte Alpelisib in
Kombination mit Fulvestrant bei Patientinnen mit PIK3CA-Mutation einen Vorteil
gegenuber der endokrinen Therapie mit Fulvestrant allein. In dieser Studie wurde
eine Verdopplung der progressionsfreien Uberlebenszeit von 5 auf 11 Monate

gezeigt.®®

Im Patientenkollektiv der vorliegenden Arbeit ist Alpelisib nicht angewendet
worden. Das Medikament wurde vom Hersteller (Novartis) zum 01.05.2021 vom
deutschen Markt genommen. Als Grund fur die Marktricknahme nannte Novartis

die gescheiterte Preisverhandlung mit den Krankenkassen.
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Alpelisib ist zwar weiterhin in der EU zugelassen. Allerdings kdnnen deutsche
Patienten den Wirkstoff nur als Individual-lmport erhalten. Fir die

Kostenlibernahme von der Krankenkasse ist eine Antragstellung notwendig.5*

5.6.3 NTRK-Genfusionen

Die TRK sind Rezeptortyrosinkinasen. Sie bilden eine
Transmembranrezeptorfamilie mit 3 Mitgliedern: TRKA, TRKB und TRKC. Die
Liganden der TRK sind Neurotrophine. Durch Ligandenbindung kommt es zur
Homodimerisierung mit Aktivierung der Tyrosinkinase. Die Tyrosinkinase

wiederum aktiviert verschiedene intrazellulare Signalwege.%

Der Nachweis von NTRK-Genfusionen ist eine Vorraussetzung fir den
therapeutischen Einsatz von TRK-Inhibitoren. Seit der Zulassung 2020 stehen
mit Entrectinib und Larotrectinib in Deutschland zwei TRK-Inhibitoren zur
Verfligung.5¢ In Studien haben die NTRK-Inhibitoren ein verbessertes Uberleben
gezeigt. Beim Mammakarzinom treten NTRK-Fusionen nur beim sekretorischen

Typ auf. Daher ist die Testung nur bei diesem Krankheitsbild sinnvoll.34
5.6.4 TP53

Das Protein P53 ist ein gut erforschtes DNA bindendes Protein und gilt als der
bedeutendste  Tumorsuppressor. Es wird auch als ,Wachter des
Genoms" bezeichnet.>” P53 spielt eine wichtige Rolle in der Regulierung der
Expression von Genen, die in den Zellzyklusarrest, DNA — Reparatur, Seneszenz
und Apoptose® aber auch Zellmotilitat,- adh&sion, Antiangiogenese und
Antimetastasierung®® involviert sind. Pathogene Verdnderungen des Proteins
fuhren zu einer erhdohten Tumoranfalligkeit. Das fur das Protein kodierende Gen
TP53 gilt als das am haufigsten mutierte Gen bei malignen Erkrankungen. In
mehr als 50% aller humanen Tumoren liegt das TP53-Gen mutiert vor. Beim
Mammakarzinom liegt die Mutationsrate bei ca. 35%. Inaktivierungen des TP53-

Gens sind mit primarer endokriner Resistenz beim luminalen Tumor assoziiert.5°

Aufgrund der wichtigen Rolle von p53 bei der Tumorprogression, stellt es einen

attraktiven Angriffspunkt fir die Entwicklung zielgerichteter Therapieoptionen
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dar.5’

Die Reaktivierung von supprimierten Funktionen des intakten TP53 konnte durch
die Inhibierung von MDM erfolgen. MDM2 ist der Haupt-Down-Regulator von

P53. Erhohte Spiegel des Wildtyps induzieren tumorsuppressive Reaktionen.®’

Andererseits konnte durch die selektive Depletion von mutiertem p53-Protein ein
antitumordser Effekt erzielt werden. Dies kdnnte mithilfe von siRNA oder shRNA
geschehen, die die Tumorprogression supprimieren und zu einer Instabilitat von
muTP53 flhren.5’

5.6.5 AKT1, KRAS, AR

AKT1 ist ein bekanntes Onkogen. AKT1 kodiert eine Kinase, die an vielen
verschiedenen Stoffwechselwegen, u.a. dem PI3K-Signalweg, beteiligt ist. Als
zielgerichtete Therapieoption sind AKT-Inhibitoren (z.B. Capiversatib) beim

Mamma- und Prostatakarzinom zugelassen.®?

KRAS ist ein monomeres G-Protein, das eine entscheidende Bedeutung in

der Proliferation maligner Tumoren besitzt. Es spielt eine zentrale Rolle in
Signaltransduktionswegen, die an der Regulierung

von Wachstum und Differenzierung der Zelle beteiligt sind. Der Mutationstest
von KRAS ist v.a. beim Dickdarmkarzinom etabliert. Bei KRAS-Mutation kommt
eine individualisierte Therapie mit anti-EGFR-Antikdrpern — Panitumumab und

Cetuximab — infrage.®3

Das AR-Gen kodiert fur den Adrogenrezeptor. Assoziierte Erkrankungen sind
zum Beispiel die Androgen Insensitivitdt und muskulare Atrophien. Der
Androgenrezeptor gewinnt als mdgliches Therapieziel auch in der Behandlung
des Mammakarzinoms zunehmend an Bedeutung. Bei Androgenrezeptor-
exprimierenden tripelnegativen Mammakarzinomen scheint eine zielgerichtete
Therapie mit Antiandrogenen wie Bicalutamid und Enzalutamid vielversprechend

Zu sein.%
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5.6.6 Stellenwert der TMB beim Mammakarzinom

Der TMB-Status (Tumor Mutational Burden) gibt Auskunft Uber die Menge an
erworbenen Veranderungen im Erbgut im Tumorgewebe. Er ist definiert als die

Zahl der somatischen Mutationen pro einer Million Basen.

Tumorzellen weisen Antigene auf, die es dem Immunsystem ermdglichen, sie als
fremd zu erkennen und zu eliminieren. Eine hohe Tumormutationslast bedeutet,
dass mit einer hohen Wahrscheinlichkeit tumorassoziierte Neoantigene gebildet
werden, die vom Immunsystem als fremd erkannt und angegriffen werden. Die
Bestimmung des TMB wird daher zunehmend genutzt, um Patienten zu

identifizieren, die besonders von einer Immuntherapie profitieren kbnnten.?!

Beim Mammakarzinom wird die TMB zurzeit als Biomarker diskutiert. Die
Keynote-119-Studie hat bei Patientinnen mit fortgeschrittenem TNBC die
Therapie mit Pembrolizumab, mit einer Chemotherapie verglichen. Die
Ansprechraten unter Pembrolizumab war bei einer hohen TMB hoher als bei
Patientinnen mit einer niedrigen TMB. Patientinnen mit einer hohen TMB wiesen
einen groReren Unterschied zwischen den beiden Behandlungsarmen auf als
Patientinnen mit einer niedrigen TMB. Schlussfolgernd bleibt noch abzuwarten,

wie und ob sich die TMB als Biomarker beim Mammakarzinom etablieren wird.%°
5.6.7 Stellenwert der MSI beim Mammakarzinom

Mikrosatellite sind kurze DNA-Sequenzen, die sich bis zu hunderte von Malen
wiederholen und tausendfach im Genom verteilt sind. Bei Tumoren mit
Mikrosatelliteninstabilitat sind diese DNA-Abschnitte kirzer oder langer als im

Normalgewebe. Dem zugrunde liegt ein Defekt der DNA-Mismatch-Reparatur.

Bei metastasierten soliden Tumoren mit MSI ist die Gabe vom PDL1-Inhibitor
Pembrolizumab indiziert. In einer Studie zum Endometriumkarzinom hat sich
die MSI erwiesen; Tumore mit MSI zeigten ein besseres Ansprechen auf eine
PD-1-Blockade mit Pembrolizumab als MMR-profiziente Tumoren.%6

Auch wenn sich beim Mammakarzinom MMR-defiziente Tumoren nur sehr
selten finden, konnte nachgewiesen werden, dass diese Karzinome besonders

41



gut auf eine tumoragnostische Therapie ansprechen. Eine Uberpriifung der MSI

wird daher empfohlen.5®
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6. Ausblick

Fur eine leitliniengemale Therapie des Mammakarzinoms sind zunehmend
molekularpathologische Analysen erforderlich. Mindestens der Nachweis von
PIK3CA- und BRCA1/2-Mutationen werden fur zugelassene zielgerichtete
Therapie gefordert. Daruber hinaus ermoglicht die erweiterte molekulare
Diagnostik weitere Informationen Uber das tumorbiologische Bild. So kénnen
mdgliche Resistenzmechanismen und pradiktive Marker fur in der klinischen

Forschung befindliche Therapien ausgemacht werden.3

Mit der Zunahme molekularpathologischer Analysen kommt der korrekten
Interpretation eine wichtige Bedeutung zu. Die Einschatzung der Relevanz von
detektierten Genvarianten stellt eine wachsende Herausforderung fur die

Molekularpathologie dar.34

Die Beurteilung der klinischen Relevanz detektierter Varianten macht eine
sorgfaltige Recherche in Datenbanken erforderlich. Um diese zu vereinfachen,
werden zunehmend Softwarelosungen wie MH Guide oder QC Interpret
verwendet. Diese unterstutzen die klinische Beurteilung und stellen die Aktualitat
der Berichte sicher. Sie erleichtern durch Automatisierung und Standardisierung
der molekular-pathologischen Analysen die Interpretation der Befunde sowie die

interdisziplindre Zusammenarbeit.3*
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