Empfehlungen zur Biomarkeranalyse beim metastasierten Mammakarzinom
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l. Einleitung

Trotz vieler Fortschritte in diagnostischen und Therapiemdglichkeiten konnte in den
letzten Jahren kaum eine Verbesserung des Uberlebens beim metastasierten
Mammakarzinom erzielt werden.! Epidemiologische Studien zeigen, dass etwa 20-
30% aller Brustkrebspatientinnen entwickeln Fernmetastasen.? Darliber hinaus
werden 5-10% aller Patientinnen im primér metastasierten Stadium der Erkrankung
diagnostiziert.3

Die Herausforderungen in der Diagnostik und Therapie des metastasierten
Mammakarzinoms unterscheiden sich vom frihen Mammakarzinom. Ziel der
folgenden Zusammenfassung ist, eine Empfehlung in Bezug auf therapierelevante
pathologische und molekularpathologische Untersuchungen bereitzustellen, die eine
optimale Therapiewahl fur die individuelle Patientin gewéahrlisten.

Il. Histologische Abklarung

Beim Verdacht auf de novo Fernmetastasierung ist eine histologische Abklarung
anzustreben, wenn eine Biopsie der verdachtigen fernmetastatischen Lasionen
einfach durchfihrbar ist.* Wegen der moglichen Heterogenitat der metastatischen
Klone, der Plastizitat des Tumorgewebes (insbesondere eine mdgliche Veranderung
der Tumorbiologie im weiteren Therapieverlauf) sowie der individuellen klinischen
Situation erscheint eine case-by-case Entscheidung bei der Therapiewahl, ob nach
Biologie der Metastase oder des Primartumors, sinnvoll.

lll. Voraussetzungen fir die Biomarkeranalyse

Zur Testung aller angefihrten Biomarker wird fir alle Untersuchungsmethoden
generell formalinfixiertes, paraffineingebettetes Tumorgewebe (FFPE) bendtigt.
Proben des Primartumors oder der Metastasen sind gleichermal3en fur die Analyse
geeignet. Im Rahmen der Gewebsentnahme ist darauf zu achten, dass die
Ischamiezeit moglichst kurz gehalten wird und ausschlie3lich phosphatgepuffertes
Formalin verwendet wird.

Im Idealfall sollte die Analyse sowohl vom Primartumor als auch von der Metastase
durchgeftuhrt werden. Proben des Primartumors oder der viszeralen und
Weichteilmetastasen  sind  gleichermal3en  fir die Analyse geeignet.
Knochenmetastasen kdonnen aufgrund der zur Entkalkung notwendigen chemischen
Vorbehandlung fir die Analyse nicht verwendet werden.
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Derzeit gibt es keine ausreichende Evidenz dariber, ob bei diskrepanter
Tumorbiologie die Eigenschaften des Primartumors oder der metastatischen Lasion
die Therapiewahl bestimmen sollten. Generell gilt, bei positivem Befund eine
entsprechende zielgerichtete Therapie einzuleiten.*

IV. Immunhistochemie

Therapierelevante prognostische und pradiktive Faktoren, in erster Linie Ostrogen-
und Progesteronrezeptor (ER, PR), sowie HER2 sind — wie bei allen invasiven
Mammakarzinomen und Rezidiven — auch bei metastatischen Lasionen zu bestimmen.
Hierbei gilt es, die derzeit gultigen ASCO/USCAP Richtlinien der Bestimmung und
Bewertung zu beachten.>8

Eine allgemein anerkannte Untersuchungsmethode ist die Immunhistochemie (IHC).
Um das bekannte Problem mdglicher falsch negativer Testbefunde zu minimieren, ist
die IHC auf automatisierten Farbeplattformen durchzufihren. Dariber hinaus sind
interne und externe Validierung erforderlich. Dementsprechend ist die regelmafiige
Teilnahme an externen Qualitatssicherungsprogrammen (Ringversuchen) erforderlich.

IV.1. Ostrogen- und Progesteronrezeptor

Bei ER- und PR-Bestimmung sind der Prozentsatz positiv gefarbter Tumorzellkerne
und die Intensitat der Farbung anzugeben. Ein positiver Befund ist durch =21%
immunreaktiver Tumorzellkerne definiert. Uber die biologische Wertigkeit eines
Testergebnisses mit 1 - 9% positiver Tumorzellkerne besteht derzeit noch keine
endgultige Klarheit. In der S3-Leitlinie wird daher die Bewertung des Ergebnisses in
drei Kategorien empfohlen: 210% ER/PR positiv, 1-9% ER/PR gering positiv, <1%
ER/PR negativ. In allen Fallen ist das Ergebnis der IHC mit dem histologischen Typ zu
korrelieren und auf Plausibilitat zu prufen.

IV.2. HER-2

Voraussetzung fUr eine Antikdrpertherapie gegen HER-2 ist ein positiver Nachweis
von HER-2. Der Cut-off liegt bei 10% positiver Tumorzellen mit starker zirkuléarer
immunhistochemischer Farbung (Score 3+). Alternativ ist eine durch In-situ-
Hybridisierung nachgewiesene Genamplifikation mit einer HER-2/CEP 17- Ratio von
> 2,0 als positiv zu werten. Um falsch negative Ergebnisse zu vermeiden wird
zusatzlich die mittlere Anzahl von HER-2- Signalen pro Zelle bericksichtigt. > 6
Signale pro Zelle gilt als HER-2 positiv, < 4 Signale als negativ. Problematisch ist der
Umgang mit der Borderline-Kategorie. Diese ist gegeben, wenn immunhistochemisch
ein Score 2+ nachgewiesen wird. Fir die In-situ-Hybridisierung ist sie gegeben, wenn
> 4,0 und < 6,0 HER-Signalen pro Zelle nachgewiesen werden. In diesen Féllen
mul3 eine Reflextestung mit einer anderen validierten Methode erfolgen. Ein HER-2
negativer Befund liegt bei immunhistochemischem Score 0 oder 1 und In-situ-
Hybridisierung mit einer HER-2/CEP 17- Ratio von < 2,0 und mittlerer HER-2-
Signalzahl < 4 vor.

IV.3. PD-L1-Testung
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Die Behandlungsoptionen beim metastasiertem ER-, PR- und HER2-negativem (tripel-
negativem) Mammakarzinom (TNBC) sind aufgrund fehlender zielgerichteter
Therapien sehr beschrankt. Ergebnisse der IMpassion130 Studie haben gezeigt, dass
eine Kombination der anti-PD-L1 Antikdrper Atezolizumab mit nab-Paclitaxel zu einer
signifikanten Verlangerung des progressionsfreien und Gesamtiberleben beim
erstlinien-metastasierten TNBC gefiihrt hat.” Atezolizumab ist ein Immun-Checkpoint
Inhibitor, ein monoklonaler Antikérper, der spezifisch an den Programmed Cell Death
Liganden 1 (PD-L1) an der Oberflache von Immunzellen und Tumorzellen bindet. Eine
nahere Analyse der Studienergebnisse hat gezeigt, dass nur Patientinnen von der
Gabe von Atezolizumab profitiert haben, die eine Expression von PD-L1 auf
tumorinfiltrierenden  Lymphozyten aufweisen. Die PD-L1 Testung erfolgt
immunhistochemisch auf Formalin-fixiertem, Paraffin-eingebettetem (FFPE)
Tumorgewebe. Die PD-L1 Expression sollte bei allen Patientinnen mit primér oder de
novo metastasiertem TNBC durchgefuhrt werden. Proben des Primartumors oder der
Weichteilmetastasen sind  gleichermassen fur die Analyse geeignet.
Knochenmetastasen kdonnen aufgrund der zur Entkalkung notwendigen chemischen
Vorbehandlung fur die Analyse nicht verwendet werden. Zur Testung muss ein
validierter immunhistochemischer PD-L1 Assay verwendet werden, wobei hier
anzumerken ist, dass die Ergebnisse der IMpassion 130 Studie sich ausschliesslich
auf dem Ventana SP142 PD-L1 Assay beziehen. Die Bewertung der PD-L1 Expression
erfolgt beim TNBC anhand eines Immun-Flachenscores. Hierbei wird der Prozentsatz
der Gesamttumorflache angegeben, die von PD-L1-exprimierenden
tumorinfiltrierenden Immunzellen eingenommen wird. Der Cutoff fiir Positivitat liegt bei
1%. Dieser Immun-Flachenscore wurde bis dato bei einer einzelnen klinischen Studie
validiert. Um die diagnostische und klinische Validitat der PD-L1 Expression zu
untermauern wurde eine vergleichende Studie mit anderen immunhistochemischen
Assays und anderen scoring Systemen (Tumorscore, Combined Positivity Score,
CPS) am Patientinnenkollektiv der IMpassion130 Studie durchgefiihrt. Dabei hat sich
gezeigt, dass die Konkordanz der unterschiedlichen Assays massig ausgepragt war
und der SP-142 Assay die hiéchste pradiktive Wertigkeit im Bezug auf den klinischen
Benefit einer zielgerichteten Therapie mit Atezolizumab aufgewiesen hat.2

V. Multigenomische Assays

Es fehlen randomisierte Studien zum Einsatz multigenomischer Tests beim
metastasiertem Mammakarzinom. Einzelne Pilotstudien mit dem PAMS50
multigenomischen Test deuten darauf hin, dass in bis zu 50% der Falle es zu einer
Anderung des biologischen Subtyps kommen kann.® 1 Die therapeutischen
Konsequenzen solcher Tumorevolutionsvorgdnge kdnnen nur durch klinische Studien
geklart werden.

VI. Pradiktive Faktoren fir biologische Therapien

VI.1. PI3-Kinase (PIK3CA) - Mutationsanalyse beim Iluminalen metastasierten
Mammakarzinom
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Mutationen des PIK3CA-Gens konnten in etwa 40% aller ER-positiven, HER2-
negativen Mammakarzinomen nachgewiesen werden.'! Ergebnisse der SOLAR-1
Studie zeigten, dass der PIK3CA-Inhibitor Alpelisib in Kombination mit dem
Aromatase-Inhibitor Fulvestrant in Patientinnen mit solchen Tumoren bei
nachgewiesener PIK3CA-Mutation das progressionsfreie Uberleben signifikant
verlangern konnte.? Daraus ergibt sich die Indikation fir eine molekularpathologische
Mutationsanalyse des PIK3CA-Gens beim erstlinien-metastasierten ER-positivem,
HER2-negativem Mammakarzinom, wenn eine Kombinationstherapie mit Alpelisib und
Fulvestrant geplant ist.

Die Mutations-hotspots des PIK3CA-Gens betreffen die Helix-Doméne (Exon 9; E542
and E545) und die Kinase-Domane (Exon 20; H1047) der Subeinheit p110a. Allerdings
konnten weitere Mutationen auch in der C2-Doméane (Exon 7) zu einem geringeren
Prozentsatz nachgewiesen werden.'? Diese Mutationen fiihren zu einer
Uberaktivierung des PIK3CA-Signalweges, diese fiihrt zu einer gesteigerten
Tumorigenese und zu Medikamentenresistenz.?

Zum Mutationsnachweis wird Formalin-fixiertes, Paraffin-eingebettetes (FFPE)
Tumormaterial benétigt. Proben des Primartumors oder der Metastasen sind
gleichermassen fur die Analyse geeignet. Die Analyse kann mittels Next Generation
Sequencing (NGS) oder PCR durchgefihrt werden, wobei die NGS-Methoden eine
hohere Sensitivitat aufweisen.'* In jedem Fall sollten die Mutationshotspots in den
Exons 9 und 20 abgedeckt werden.

VI.2. Genetische Testung beim metastasiertem Mammakarzinom zum Nachweis von
BRCA1/2 Keimbahnmutationen bei Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom

Das therapeutische Konzept der synthetischen Lethalitat hat massgeblich zur
Entwicklung von PARP-Inhibitoren zur Behandlung vom Mammakarzinom bei
Patientinnen mit Keimbahnmutationen der BRCA 1 und BRCA 2 Genen beigetragen.®®
Basierend auf die Ergebnisse der OlympiAD und EMBRACA Studien, wurden bis dato
2 Substanzen, Olaparib und Talazoparib durch die FDA fir die Behandlung von
metastasiertem Mammakarzinom mit BRCA1/2 Keimbahnmutationen zugelassen.16: 17
Aus diesem Grund ware eine diesbezugliche genetische Testung aller Patientinnen
mit metastasiertem Mammakarzinom sinnvoll, da Keimbahnmutationen in diesen
Genen bei etwa 5% aller Mammakarzinompatientinnen beschrieben wurden.

VI.3. Nachweis des ETV6-NTRK3 Fusionsgens beim sekretorischen Mammakarzinom

Das sekretorische Mammakarzinom ist ein seltener spezieller Subtyp des
Mammakarzinoms, das durch charakteristische Morphologie und eine fehlende
Expression von ER, PR und HER2 gekennzeichnet ist. Der molekularpathologische
Nachweis des ETV6-NTRK3 Fusionsgens ist beweisend fiur das Vorliegen eines
sekretorischen Mammakarzinoms und gilt im metastasierten Stadium als Indikation zur
Behandlung mit Larotrectinib, einem innovativen NTRK-Inhibitor.*®
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