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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Einleitung

Das Mammakarzinom ist das héufigste Karzinom der Frau. Neben den konventionellen
Therapieansitzen steht, nach der SOLARI Studie von Andre et al. aus dem Jahr 2019, mit dem PI3K-
Inhibitor Alpelisib in Kombination mit Fulvestrant seit 2020 eine weitere Behandlungsmoglichkeit fiir
das PIK3CA-mutierte, Hormonrezeptorpositive, HER2neu-negative, endokrin vortherapierte, lokal
fortgeschrittene oder metastasierte Mammakarzinom zur Verfiigung. Voraussetzung fiir den Einsatz
dieser Medikamentenkombination ist der vorherige Nachweis einer PIK3CA-Mutation durch ,liquid-
biopsy*, oder aus einer Gewebeprobe. Aufgrund der Tatsache, dass es sich bei Alpelisib um eine
Zweitlinientherapie handelt, welche erst 2020 zugelassen wurde, findet eine solche Testung aktuell vor
allem nachtriglich aus asserviertem, formalin-fixierten und paraffin-eingebetteten Tumorgewebe statt.
Vor diesem Hintergrund ist es Ziel dieser methodischen Arbeit die Validitit der drei gingigsten
Methoden, Sequenzierung nach Sanger, Echtzeit-PCR und das ,,Next-Generation-Sequencing®, fiir den
Nachweis oder Ausschluss von PIK3CA-Mutationen im Langzeit-archiviertem Tumorgewebe zu
vergleichen und somit mdglicherweise eine préferenzielle Empfehlung fiir die molekularpathologische

Diagnostik zu geben.
Material und Methodik

Untersucht wurde in neutral-gepuffertem Formalin fixiertes und in Paraffin eingebettetes
Uberschussmaterial von Mamma-Resektaten aus den Jahren 2006 bis 2011. Das Untersuchungsmaterial
besteht in dieser Arbeit ausschlielich aus DNA-Proben, welche aus nicht-spezifischer-Typ- (NST)
lobuldren und kombinierten Karzinomen der Mamma isoliert wurden. Das verwendete Probenmaterial
wurde urspriinglich in der Klinik fiir Frauenheilkunde, Geburtshilfe und Reproduktionsmedizin
(Leitung: Prof. Dr. E.-F. Solomayer) am Universitéitsklinikum des Saarlandes (UKS) gewonnen und im
Institut fiir Allgemeine und Spezielle Pathologie am UKS (Leitung: Prof. Dr. Rainer M. Bohle) nach
leitliniengerechter Diagnostik untersucht. In dieser Arbeit wurden die Proben mittels Sequenzierung
nach Sanger, Quantitativer Echtzeit-PCR und Next-Generation-Sequencing (NGS) untersucht.
AnschlieBend wurden die molekulargenetischen Untersuchungsmethoden unabhingig voneinander im
Hinblick auf die Mutationsfrequenz unter Beriicksichtigung der Mutationsloki Exon 7, Exon 9 und Exon
20 des PIK3CA und der intrinsischen Subtypen Luminal A, Luminal B, HER2-positiv und Triple-
negativ ausgewertet. Zusétzlich wurde mittels Cohens’s Kappa die Reliabilitdt der drei verwendeten

PIK3CA-Mutationsanalyseverfahren statistisch ermittelt.
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Ergebnisse

Von den 59 Patientinnen gehdren 22 zu der Gruppe HR-positiv und HER2/neu-negativ. Das
Vorhandensein eines PIK3CA-Pseudogens auf dem Chromosom 22 erschwerte die Mutationsanalyse
mittels Sequenzierung nach Sanger. Bei circa 75% der Proben konnte mittels Sequenzierung nach
Sanger das Exon 9 des PIK3CA nicht vollstdndig analysiert werden. In der Echtzeit-PCR konnte eine
Probe nicht analysiert werden. Mit der NGS konnten alle Patientinnen-Proben analysiert werden. Die
Sensitivitit der Sequenzierung nach Sanger lag in dieser Arbeit bei 33%. Die Spezifitit liegt in dieser
Arbeit fiir die Sequenzierung nach Sanger bei 100%. Die Quantitative Echtzeit-PCR und das Next-
Generation-Sequencing hatten nach Altman eine sehr gute und nach Landis und Koch eine fast perfekte

Reliabilitét.
Schlussfolgerung

Zusammenfassend ergibt sich, dass fiir eine primér separate PIK3CA-Mutationsanalyse aus mehrere
Jahre als Paraftinblock asserviertem Tumorgewebe zunichst die Sequenzierung nach Sanger verwendet
werden sollte. Falls die Sequenzierung nach Sanger den Wildtyp oder ein inkomplettes Ergebnis
nachweist, sollte eine erneute Analyse mittels NGS stattfinden. Detektiert die Sequenzierung nach

Sanger eine Mutation, ist keine weitere Analyse notwendig.

Summary

Introduction

Breast cancer is the most common cancer in women. In addition to conventional treatment approaches,
the PI3K inhibitor alpelisib in combination with fulvestrant has been available since 2020 as a further
treatment option for PIK3CA-mutated, hormone receptor-positive, HER2-negative, endocrine-
pretreated, locally advanced or metastatic breast cancer following the SOLAR1 study by Andre et al. in
2019. The prerequisite for the use of this drug combination is the prior detection of a PIK3CA mutation
by liquid biopsy or from a tissue sample. Since alpelisib is a second-line therapy that was only approved
in 2020, such testing is currently mainly carried out retrospectively from preserved excess tissue.
Against this background, the aim of this methodological work is to practically compare the three
established methods, sequencing according to Sanger, real-time PCR and next-generation sequencing,

for this application and thus provide a recommendation for practice.
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Methods and Material

Excess material from breast resections obtained between 2006 to 2011. The tissue analyzed was
formalin-fixed and paraffin-embedded. The test material in this study consists exclusively of DNA
samples isolated from lobular, NST and combined carcinomas of the breast. The sample material used
was originally obtained at the Department of Gynaecology, Obstetrics and Reproductive Medicine
(Head: Prof. Dr E.-F. Solomayer) at Saarland University Hospital (UKS) and examined at the Institute
of General and Special Pathology at UKS (Head: Prof. Dr Rainer M. Bohle) according to guideline-
based diagnostics. In this study, the samples were analysed using Sanger sequencing, quantitative real-
time PCR and next-generation sequencing. The molecular genetic examination methods were then
analysed independently of each other regarding detection of mutation frequency at loci in the PIK3CA
gene in exon 7, exon 9 and exon 20 in the intrinsic breast cancer subtypes luminal A, luminal B, HER2-
positive and triple-negative. In addition, the reliability of the three PIK3CA mutation analysis methods

used was calculated and statistically analysed using Cohen's Kappa.

Results

Of the 59 patients, 22 belonged to the HR-positive and HER2/neu-negative group. The presence of a
PIK3CA pseudogene on chromosome 22 made it difficult to analyse the mutation using Sanger
sequencing. In approximately 75% of the samples, exon 9 could not be fully analysed by Sanger
sequencing. One sample could not be analysed using quantitative real-time PCR. All patient samples
could be analysed using NGS. The sensitivity of Sanger sequencing in this study was 33%. The
specificity for Sanger sequencing in this study was 100%. Next-generation-sequencing and real-time
PCR showed a very good reliability according to Altman and almost perfect reliability according to

Landis and Koch.

Conclusion

In summary, Sanger sequencing should initially be used for a PIK3CA mutation analysis from long time
preserved paraffin-embedded tumour tissue. If Sanger sequencing is negative or detects only the wild
type gene, a new analysis should be performed using NGS. If Sanger sequencing detects a mutation, no

further analysis is necessary.
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2 Einleitung

2.1 Das Mammakarzinom

2.1.1 Epidemiologie und Atiologie

Das Mammakarzinom ist mit 2,088,849 Neuerkrankungen weltweit pro Jahr das haufigste Karzinom der
Frau und zusammen mit dem Bronchialkarzinom die héufigste maligne Erkrankung insgesamt (Stand
2018 [13]). Etwa 1 Prozent aller Neuerkrankungen betrifft Ménner. Seit 1980 ist die Inzidenz in
Deutschland stetig angestiegen und machte einen Sprung mit der schrittweisen Einfithrung der

flichendeckenden Fritherkennung im Jahr 2005. Seit 2009 fillt die Neuerkrankungsrate [131].

Es existieren mehrere Risikofaktoren, um an Brustkrebs zu erkranken. Hierbei sind ,,endokrine
Faktoren®, wie ein langer hormonell aktiver Zeitraum (frithe Menarche und spite Menopause), eine
spate, oder keine Gravitdt und Adipositas oder starke Gewichtszunahme in der Postmenopause an erster
Stelle zu nennen. Zuriickgefiihrt wird das auf das in Fettzellen enthaltene Enzym Aromatase, welches
Ostrogen produziert [19]. Auch eine postmenopausale Hormonersatztherapie kann das Brustkrebsrisiko
erhohen [131]. Es gibt Hinweise darauf, dass die Einnahme von hormoneller Kontrazeptiva das Risiko

an Brustkrebs zu erkranken ebenfalls erhoht [84].

Die zweite Gruppe umfasst die hereditdren Faktoren. 5-10 % der Mammakarzinome gelten als erblich
bedingt [138]. Ein hohes Risiko besteht vor allem bei Keimbahnmutationen in den
Tumorsuppressorgenen. Hier zu nennen sind Mutationen der BRCA1-, BRCA2- oder PALB2-Gene.
Manche Quellen zdhlen auch die RADS51C Varianten zu den Faktoren, die mit erhohtem Risiko
einhergehen (Fanconi Anidmie [131]). Ein niedrigeres Risiko wird den Keimbahnmutationen in den

STK11-, ATM-, PTEN-, und CHEK-2-Genen zugeschrieben [124].

Die dritte Gruppe umfasst vor allem toxische und Lifestyle-Faktoren, wie Strahlungsexposition der
Mamma (gerade in jungem Alter), hohen Alkoholkonsum und Nikotinabusus. Aber auch hoheres Alter,
hohe Brustdichte und Diabetes mellitus II werden zu den Risikofaktoren gezihlt. Nicht zuletzt erh6ht

auch ein unilaterales Mammakarzinom das Risiko, kontralateral erneut zu erkranken[86] [121].
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2.1.2 TNM-Klassifikation

Die Beschreibung und Einteilung der Mammakarzinome, sowohl bei den ménnlichen als auch den

weiblichen Patienten, erfolgt anhand der TNM-Klassifikation nach Wittekind und Meyer. Beschrieben

werden TumorgrdfBe (T), Lymphknotenbefall (N) und Metastasierung (M) [20].

TNM- Tumorausbreitung

Klassifikation

Tumorgrofie

X Primértumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt fiir Primértumor

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumorgrofle < 2cm

T2 TumorgroBe > 2cm und < 5cm

T3 Tumorgréfe > S5cm

T4 Tumor jeder GroBe mit direkter Ausdehnung auf Brustwand oder Haut

Lymphknoten

NX Regionédre Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden

NO Keine regiondren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastase(n) in beweglichen ipsilateralen axillaren Lymphknoten der Level I und 11

N2 Metastase(n) in ipsilateralen axillaren Lymphknoten der Level I und I,
untereinander oder an andere Strukturen fixiert oder in Abwesenheit von klinisch
erkennbaren axilldren Lymphknotenmetastasen, bei klinisch erkennbaren
ipsilateralen Lymphknoten entlang der A. mammaria interna

N3 Metastase(n) in ipsilateralen infra- oder supraklavikuldren Lymphknoten (Level III)
bei gleichzeitigem Befall von axillédren und A. mammaria interna Lymphknoten

Metastasen

MX Fernmetastasen konnen nicht beurteilt werden

MO Keine Fernmetastasen

Ml Fernmetastasen

Tabelle 1: Ins Deutsche iibersetzte TNM-Klassifikation 8. Auflage [14]

2.1.3 Histologische Klassifikation

Die histologische Beschreibung und Klassifikation des Mammakarzinoms erfolgen gemif der aktuellen
Leitlinien der Weltgesundheitsorganisation (World Health Organisation, WHO) [139]. Grundsétzlich
werden in situ Karzinome (CIS) von invasiven Karzinomen unterschieden. Bei ersteren handelt es sich
um Risikoldsionen, welche die Basalmembran noch nicht durchbrochen haben. Hier wird zwischen dem
duktalen CIS und lobuldren CIS differenziert. Beim invasiven Mammakarzinom unterscheidet man
zwischen verschiedenen histologischen Subtypen. Der héufigste Tumortyp des invasiven
Mammakarzinoms ist das invasive Karzinom kein spezieller Typ (no special type, NST), zu der bis zu
80% aller invasiven Karzinome gehoren. Ihr gemeinsames Merkmal ist das Ausbleiben ausreichender

Charakteristika, um einer speziellen Gruppe zugeordnet werden zu konnen. Die invasiven Karzinome
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spezieller Typen werden durch ihre Morphologie definiert. Die grofite Gruppe stellt das invasive
lobuldre Karzinom dar. Dieses macht bis zu 15% der invasiven Karzinome aus. Weitere Arten sind das
muzinose Karzinom, das tubuldre und das kribriforme Karzinom. Letztere scheinen mit einer sehr guten

Prognose einher zu gehen [65].

2.1.4 Grading

Fiir die histologische Graduierung (engl.: Grading) des invasiven Mammakarzinoms wird das von
Elston und Ellis modifizierte Bloom-Richardson-Grading System verwendet [35]. Hierbei handelt es
sich um einen Summenscore, der Scorewerte fiir eine Driisenbildung, Kernpleomorphie/-atypie und eine
klassierte Mitoserate beriicksichtigt. Jede dieser drei Kategorien kann mit 1 bis 3 Punkten bewertet
werden. Dabei werden geringe oder komplett fehlende tubuldre Differenzierung, stark form- und
groBenveridnderte Zellkerne und eine hohe Mitosen-Anzahl jeweils mit einer hohen Punktzahl bewertet.

Nach Addition der einzelnen Scores teilt man die Mammakarzinome in drei Gruppen ein.

Summenscore  Grading

3-5 G1: gut differenziert, geringer Malignitatsgrad
6-7 G2: maBig differenziert, mittlerer Malignitétsgrad
8-9 G3: gering differenziert, hoher Malignitétsgrad

Tabelle 2: Ubersicht Grading des Mammakarzinoms nach Elston und Ellis

Das Grading nach Elston und Ellis korreliert statistisch signifikant mit der Prognose. Hier geht ein
niedriges Grading mit einer verbesserten Uberlebensrate und einem verlingerten rezidivfreien Intervall
einher [35]. Auch unabhéngig von Tumorgrofle und Nodalstatus ist ein hohes Grading mit einer

verkiirzten 10-Jahres-Uberlebensrate assoziiert [109].
2.1.5 Hormonrezeptorstatus

GemidB3 der S3-Leitlinie Mammakarzinom, sollten in der Primérdiagnostik beim invasiven
Mammakarzinom der Ostrogen- (ER) und Progesteronrezeptorstatus (PgR) bestimmt werden [139].
Dabei ist die Bestimmung mittels Immunhistochemie die empfohlene Methode. Die Interpretation der
immunhistochemischen Reaktionsergebnisse sollte den Empfehlungen der American Society of Clinical
Oncology/ College of American Pathologists (ASCO/CAP) -Leitlinien folgen: Fiir die Bewertung als
ER- bzw. PgR-positiv bedarf es mindestens 1% positiver Tumorzellkerne. Ein ER- bzw. PgR-negatives
Ergebnis liegt vor, wenn bei eindeutig positiver interner Kontrolle im Tumorgewebe weniger als 1% der
Zellkerne immunreaktiv sind [45]. Da es Hinweise darauf gibt, dass Tumoren mit niedriger ER-

Positivitdit (1-9% positive Zellen) tumorbiologisch und prognostisch ER-/PgR-negativen
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Mammakarzinomen néher stehen, wird empfohlen, diese gesondert zu betrachten [133]. Neben dem
Prozentsatz der positiven Tumorzellkerne empfiehlt die ASCO/CAP — Leitlinie auch die Féarbeintensitit
anzugeben. Als Zusatz und zur weiteren Spezifizierung konnen noch weitere Scores angegeben werden,
wie beispielsweise der Allred-Score [46] oder der Immunreaktive Score (IRS) nach Remmele und
Stegner [98]. Hier werden auch Férbeintensitit (0-3 Punkte) und der Prozentsatz an positiv-geférbten
Zellkernen (0-4 Punkte) bewertet. Nach Multiplikation beider Werte erhélt man einen Scorewert

zwischen 0 und 12. Ab einem Wert >2 gilt die Probe als Hormonrezeptor-positiv.
2.1.6 Human epidermal growth factor receptor 2 (HER 2/neu) Status

Die Bestimmung des HER2/neu Status wird im Zuge der Primérdiagnostik in der S3-Leitlinie
Mammakarzinom empfohlen. Der HER2/neu Status kann sowohl {iber die Protein-Expression als auch
iiber die Genamplifikation des HER2-Gens bestimmt werden. Den Leitlinien folgend, wird die Protein-
Expression mittels Immunhistochemie und die Genamplifikation durch In-situ-Hybridisierung (ISH)
nachgewiesen [130]. HER2/neu gehort zu der Familie der epidermalen Wachstumsfaktoren. Durch die
Stimulation mehrerer Signalkaskaden, wie des PI3K/AKT-Signalweges, ermoglicht es Zellwachstum,
Uberleben und Zelldifferenzierung [52]. Etwa in 25-30% der Mammakarzinome liegt ein positiver
HER2/neu Status vor [96]. Insgesamt ist ein positiver Her2/neu Status mit einer schlechteren Prognose
assoziiert [57]. Durch die Therapie mit dem monoklonalen Antikorper Trastuzumab kann die Prognose

verbessert werden [120].
2.1.7 Ki-67-Proliferationsindex

Ki-67 ist ein Biomarker fiir Proliferation, welcher in sich teilenden Zellen exprimiert wird und sich in
der Interphase im Zellkern nachweisen ldsst [40]. Die S3-Leitlinie Mammakarzinom empfichlt
konsensbasiert, den Ki-67-Proliferationsindex (PI) in der Primérdiagnostik bestimmen zu lassen [139].
In der Routinediagnostik wird der PI mittels Immunhistochemie ermittelt. Es existiert aber noch keine
konsentierte Richtlinie, zur Durchfiihrung und Interpretation des PI [31]. Allgemein sind niedrige Werte
<10% mit einem langsamen Wachstum assoziiert, wohingegen sehr hohe Werte >25% fiir ein schnelles
Tumorwachstum sprechen. Die Prognose der Tumoren mit hoher Ki-67-Positivitét ist signifikant
schlechter als die der Ki-67-niedrigexprimierenden Tumoren (Hazard Ratio, HR=1,57; 95% CI 1,33-
1,87; p<0,00001) [139].

2.1.8 Intrinsische Subtypen

Das Mammakarzinom NST ist morphomolekular gesehen eine heterogene Erkrankung. Durch die
Analyse von Genexpressionsprofilen, konnten molekulare Untergruppen bestimmt werden, welche sich

sowohl im klinischen Verlauf als auch im Therapieansprechen deutlich unterscheiden [114]. Da die
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Durchfiihrung dieser Analysen — bislang - im klinischen Alltag flichendeckend nicht umsetzbar ist,
wurde alternativ eine vereinfachte Klassifikation vorgeschlagen, welche die Tumoren anhand eines

immunhistochemischen Algorithmus subtypisiert [93].

Intrinsischer  Ostrogenrezeptor Progesteron- HER2/neu Ki-67-

Subtyp rezeptor Status Proliferationsindex

Luminal A ER-positiv und/oder  PgR-positiv HER2- Ki-67 niedrig
negativ

Luminal B

HER2-Negativ. ER-positiv und/oder  PgR-positiv HER2- Ki-67 hoch
negativ

HER2-Positiv  ER-positiv und/oder ~ PgR-positiv HER2- Ki-67 hoch oder
positiv niedrig

HER2-Positiv  ER-negativ PgR-negativ HER2-
positiv

Triple-Negativ ER-negativ PgR-negativ HER2-
negativ

Tabelle 3: Intrinsische Subtypen des Mammakarzinoms

Bei der Stratifizierung der luminalen Tumoren ist zu beachten, dass das ausschlaggebende und fithrende
Merkmal die ER-Expression ist. Obwohl der PgR-Status hilfreiche Zusatzinformationen liefert, reicht
eine geringe PgR-Expression (1-9% positive Tumorzellkerne) nicht aus, um ER-negative Tumore in die

Gruppe der luminalen Tumore einzuordnen [90].
2.1.9 Therapie

Ziel der modernen Mammakarzinom-Therapie ist die individuelle Behandlung des Tumors. Dabei sind
das UICC (Union Internationale Contre le Cancer) -Stadium der Erkrankung und die
molekularpathologischen Eigenschaften des Tumors von essenzieller Bedeutung und Aussagekraft. Die
UICC-Stadien werden anhand der TNM-Klassifikation zusammengefasst. Bis Stadium IV wird eine
primér kurative Therapie angestrebt. Insgesamt fullt die Therapie auf drei Séulen: Operative Therapie,

systemische Therapie und Strahlentherapie.

Operative Therapie: Ziel der Operation ist es, den Tumor in sano zu entfernen (RO-Resektion), da ein
signifikanter Zusammenhang zwischen Resektionsrand und der Lokalrezidiv-Rate besteht [83]. Es
besteht die Moglichkeit einer Brusterhaltenden Therapie (BET) und der Mastektomie. Dabei ist die BET
mit anschlieBender Radiotherapie der gesamten Brust beziiglich des Uberlebens der alleinigen

Mastektomie gleichwertig [83,139].
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Systemische Therapie: Die systemische Therapie kann unterteilt werden in die primére, neoadjuvante
Therapie und die adjuvante Therapie. Die neoadjuvante Therapie besteht aus einer prédoperativen
Chemotherapie und gegebenenfalls einer Antikorpertherapie und/oder einer Antihormontherapie. Eine
neoadjuvante systemische Therapie wird als Standardbehandlung bei Patientinnen mit lokal
fortgeschrittenen, primér inoperablen oder inflammatorischen Mammakarzinomen im Rahmen eines
multimodalen Therapiekonzeptes angesehen. Ziel ist die Reduktion der Tumorgr6Be bis hin zur
Operabilitit. Wenn die gleiche postoperative, adjuvante Chemotherapie indiziert ist, sollte eine
neoadjuvante systemische Therapie bevorzugt werden [138]. Die adjuvante systemische Therapie folgt
im Anschluss an eine Operation. Sie umfasst ebenfalls Chemotherapie, endokrine Therapie (fiir
Hormonrezeptor-positive Tumore) und Antikérper Therapie (fiir HER2-positive Tumore mit einem
Durchmesser >1cm). Weitere wichtige Faktoren sind Lymphknotenstatus, Grading, Menopausen-Status

und Alter [33].

Strahlentherapie: Die S3-Leitlinien Mammakarzinom empfehlen nach einer BET, aufgrund eines
invasiven Karzinoms, eine Bestrahlung der Brust. In seltenen Ausnahmefillen kann auf eine
Bestrahlung verzichtet werden [139]. Ziel ist es, das Risiko eines intramammaéren Rezidivs zu senken.
Die Effektivitit konnte mit hochster Evidenz durch zahlreiche Studien belegt werden [24]. Bei Nodal-
positivem und lokal fortgeschrittenem Tumor senkt eine postoperative Radiotherapie auch bei

Mastektomie das Risiko eines lokoregionédren Rezidivs und verbessert so das Gesamtiiberleben [42].

UICC-Stadium TNM-Klassifikation

0 Tis, NO, MO

IA T1, NO, MO

IB TO-T1, pN1mi, MO

ITA TO0-T1, N1, MO oder T2, NO, MO
1B T2, N1, MO oder T3, NO, M0

IIIA T0-T2, N2, MO oder T3, N1-N2, M0
I11B T4, NO-N2, M0

IIIC Jedes T, N3, MO

IV Jedes T, jedes N, M1

Tabelle 4. UICC-Stadien nach TNM-Klassifikation, 8. Auflage UICC 2017 [14]

2.1.9.1 Therapie des Hormonrezeptorpositivem, HER2/neu-negativem Mammakarzinoms im

Sfortgeschrittenen oder metastasierten Tumorstadium

Fiir die Therapie des fortgeschrittenen oder metastasierten Hormonrezeptor-positiven und HER2/neu-
negativen Mammakarzinoms der postmenopausalen Frau steht neben einer mdglichen Operation und
Bestrahlung zunéchst entweder eine alleinige endokrine Therapie, oder eine endokrine Therapie in
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Kombination mit einem CDK4/6-Inhibitor zur Verfiigung. Bei Rezidiv oder Nichtansprechen dieser
Therapie wird Fulvestrant (ein Zytostatikum aus der Gruppe der Antidstrogene), oder Fulvestrant und
ein CDK4/6-Inhibitor, oder Exemestan (Aromataseinhibitor) und Everolismus (mTOR-Inhibitor) oder

Tamoxifen (Antioestrogen) empfohlen [140].

2.2 Das PIK3CA-Gen

Uber 70 % der Mammakarzinome sind HR-positiv und HER2-negativ. Die richtliniengemiBe adjuvante
Behandlung ist in diesem Fall die endokrine Therapie, die allerdings nicht bei allen Patienten anschligt. Bei
40 — 50 % dieser HR-positiven/HER2-negativen Patienten mit einem Brustkrebs im fortgeschrittenen oder
metastasierten Stadium sind aktivierende PIK3CA-Mutationen im Tumor nachweisbar, welche zu einer

Hyperaktivierung des PI3K-Akt-Signalwegs fiihren [5].

Das PIK3CA-Gen ist auf Chromosom 3 lokalisiert und kodiert die pllOa-Untereinheit des
Phosphoinositid-3-Kinase-(PI3K) Enzyms. Somit spielt PIK3CA eine zentrale Rolle im PI3K-Akt-
Signalwegs, welcher fiir Zell- Proliferation, Uberleben, Wachstum und Metabolismus verantwortlich ist
(siche 2.3). Von den verschiedenen Isoformen der katalytischen pl10-Untereinheit von PI3K ist

PIK3CA das einzige Gen, das bei menschlichem Krebs hiufig mutiert ist [21].
2.2.1 PIK3CA-Mutation

Nach Wu et al. (2005) sind somatische Punktmutationen die hiufigsten Varianten des PIK3CA-Gens
die zum Fortschreiten von Brustkrebs beitragen, aber auch eine Erhohung der Genkopien konnten bei
einigen Proben feststellen [132]. Die fiir die Onkogenese von zahlreichen Malignomen (s. 2.3.4)
spezifischen PIK3CA-Mutationen kdnnen in vier Gruppen eingeteilt werden, definiert jeweils durch die
vier Doménen der katalytischen Untereinheit, in der sie auftreten: die ABD (adaptor binding domain)-,
C2-, helikale- und Kinase-katalytische Doméne [80]. Bis zu 80% der PI3KCA-Mutationen treten an
zwei Hotspot-Regionen auf. In der helikalen, (E542K und E545K Exon 9) und Kinase-Domaéne
(H1047R oder H1047L Exon 20) von p110a [81]. Analog zu der Alpelisib Zulassungsstudie SOLAR-
1, wurden im Rahmen dieser Arbeit vor allem die elf haufigsten PIK3CA-Mutationen untersucht [5].
Diese befinden sich auf Exon 7, 9 und 20 [71]. Im Exon 7 erfolgt ein Basenaustausch von Cytosin gegen
Thymin an Genposition 1258. Im Exon 9 werden sieben verschiedene Mutationen untersucht, welche
das Codieren von insgesamt drei verschiedenen Aminoséuren beeinflussen. Es handelt sich um Position
542, 545 und 546. Dabei ist die Mutation an Position E545K mit der Cosmic ID 763 die mit am
haufigsten auftretende [7]. Hier erfolgt ein Basentausch an der Genposition 1633 von Guanin gegen
Adenin. Im Exon 20 werden drei verschiedene Mutationen untersucht, welche die Codierung der
Aminoséure Histidin an der Position 1047 beeinflussen. H1047R (Cosmic ID 775) ist dabei die haufigste

somatische Mutation des PIK3CA-Gen [21]. Hier wird an der Basenposition 3140 Guanin anstelle von
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Adenin eingebaut. In der Tabelle sind die in der SOLAR-1 Studie untersuchten PIK3CA-Mutationen
aufgefiihrt [137].

Exon Mutation Cosmic ID Basentausch
7 C420R 757 1258 T>C
9 E542K 760 1624 G>A
9 E545A 12458 1634 A>C
9 E545D 765 1635 G>T
9 E545G 764 1634 A>G
9 E545K 763 1633 G>A
9 Q546E 6147 1636 C>G
9 Q546R 12459 1637 A>G
20 H1047L 776 3140 A>T
20 H1047R 775 3140 A>G
20 H1047Y 774 3139 C>T

Tabelle 5: Die in der SOLAR-1 Studie untersuchten PIK3CA-Mutationen mit dem jeweiligen Basentausch: Adenin (A),
Guanin (G), Cytosin (C) und Thymin (T)

Eine Mutation des PIK3CA-Gens fiihrt einer Hyperaktivierung des PI3K/Akt-Signalweges [5]. Diese
Hyperaktivierung ist mit einer Stimulierung des Tumorwachstums, einer Resistenzentwicklung gegeniiber

der Hormontherapie und mit einer schlechteren Prognose fiir die Patienten assoziiert [35] [82].

2.2.2 Mutationsfrequenzen auf dem PIK3CA-Gen bei Brustkrebs

Referenz Anzahl der PIK3CA- Region Methode
mutierten Patienten (%)

Sudhakar et al. 5/25 (20) Exon 9 und 20 PCR
[117]
Pogue-Geile et al. 166/671 (24,7) Exon 9 und 20 Mass array
[92]
Cizkova et al. [23] 17/80 (21,3) Exon 9 und 20 RT-PCR
Janku et al. [54] 6/29 (20,7) Exon 9 und 20 PCR
Martinez-Saez et 2261/6338 (35,7) Ganzes Gen Meta-Analyse
al. [74]

Tabelle 6. Hdufigkeit der Mutationen im PIK3CA-Gen bei Brustkrebs. Modifiziert nach Dirican et al.[29]

Es existieren diverse Studien, welche die generelle Mutationsfrequenz auf dem PIK3CA-Gen bei
Brustkrebs untersucht haben. Insgesamt gibt es keine standardisierten Untersuchungsmethoden am
Langzeit-archiviertem Tumorgewebe. Am héufigsten wurden Sequenzierung nach Sanger, NGS und

Realtime-PCR verwendet. Auch die untersuchten Regionen unterscheiden sich, umfassen aber in der

11



Einleitung

Mehrheit Exon 9 und Exon 20. In Tabelle 9 sind fiinf exemplarische Studien mit Mutationsfrequenz,
untersuchter Region und Methode aufgefiihrt. Es fillt auf, dass sich die Mutationsfrequenzen
unterscheiden. Im Folgenden werden die Ergebnisse der Arbeit von Martinez-Saez et al. [74], mit einer
Mutationsfrequenz von 35,7%, aufgrund der hochsten Stichprobengrofie als Vergleichsarbeit

herangezogen.
2.2.3 Behandelbarkeit bei PIK3CA Mutation - Alpelisib

Fiir die Patientengruppe der Hormonrezeptor-positiven, HER2-negativen und endokrin vortherapierten
Brustkrebs-Patientinnen im fortgeschrittenen oder metastasierten Tumorstadium, wurde Ende Juli 2020
fir Europa der orale o-spezifische PI3K-Inhibitor Alpelisib auf Basis der randomisierten,
plazebokontrollierten Phase-I1I-Studie SOLAR-1-Studie zugelassen [116]. Diese evaluierte die Zugabe
von Alpelisib zu dem Antidstrogen Fulvestrant im Vergleich zu Fulvestrant allein bei Patientinnen mit
fortgeschrittenem Brustkrebs im fortgeschrittenen Stadium (HR+, HER2-), die einen Riickfall oder ein
Fortschreiten auf oder nach einer vorherigen Aromatasehemmer-Behandlung erlitten haben. Die Studie
zeigte eine signifikante Verlidngerung des progressionsfreien Uberlebens (PFS) in der PIK3CA-
mutierten Patientenkohorte durch Gabe des PI3K-Inhibitors Alpelisib in Kombination mit Fulvestrant
(11 Monate vs. 5 Monate) HR=0,65, 95% KI, 0,5-0,85, P<0,001) [6,77]. Alpelisib setzt selektiv an der
katalytischen a-Untereinheit des Membranmolekiils an und unterbindet dadurch die Phosphorylierung

der nachgeschalteten Signalkaskade.

Der Nachweis eines positiven PI3K-Status durch eine aktivierende PIK3CA-Mutation, entweder im
Tumorgewebe oder im Blutplasma, ist eine weitere Voraussetzung fiir den Einsatz des PI3K-Inhibitors

[99]. Weitere PI3K-Inhibitoren sind Bestandteil aktueller Forschung.

2.3 Phosphatidylinositol-3-Kinasen (PI3Ks)
2.3.1 Die Familie der PI3K

Die Familie der Phosphatidylinositol-3-Kinasen (PI3K) gehort zu den Lipidkinasen. Sie erzeugen
intrazelluldre Lipide, welche eine Vielzahl intrazelluldrer Prozesse beeinflussen. Stimuliert durch
extrazelluldre Reize wie Wachstumsfaktoren und Hormone, phosphorylieren sie die 3-OH-Gruppe von
Inositol-Membranlipiden. So regulieren sie zahlreiche Aspekte der Zellfunktion, wie Zellwachstum,
Zelliiberleben und den Glucose-Metabolismus [127]. Dariiber hinaus werden sie auch mit der
Angiogenese und der kardiovaskuliren Homoostase in Verbindung gebracht. Die PI3K-

Signaliibertragung ist eine der am héufigsten deregulierten bei Krebs [126].

Es existieren acht PI3K-Isoformen, die man, aufgrund von Proteinstruktur, Substratspezifitit und Art

der Regulation, in drei Klassen einteilen kann [123]. Die PI3Ks der Klasse I sind am besten verstanden,
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auch wenn es noch einiges iiber ihre Aktivierung und spezielle Funktion zu erforschen gibt [125]. Sie
sind Heterodimere, bestehend aus einer katalytischen (p110) und einer regulatorischen Untereinheit
(p85 genannt). Weiter kdnnen sie noch, abhédngig von Struktur der regulatorischen und katalytischen
Untereinheit, in Klasse TA und Klasse IB unterteilt werden [53]. In der Klasse IA besitzen Sdugetiere
drei verschiedene Isoformen der katalytischen Untereinheit p110 (p110a, p110p und p1103), welche
jeweils durch drei verschiedene Gene (PIK3CA, PIK3CB und PIK3CD) codiert werden [87]. AuBBerdem
verfligen sie {iiber mindestens fiinf verschiedene regulatorische Untereinheiten, welche die
Rezeptorbindung, Aktivierung und Lokalisation des Enzyms vermitteln. Diese werden durch die Gene
PIK3R1, PIK3R2 und PIK3R3 codiert. Namentlich sind das p85a (und ihre Splei-Varianten pS5a und
p50a), p85P und p55y [61]. All diese bilden funktionelle Komplexe mit p110 [124]. Die Klasse IB ist
ebenfalls ein Heterodimer, bestehend aus einer katalytischen (p110y) und einer regulatorischen
Untereinheit (p101, p87,p84) [69]. Die PI3Ks der Klasse I kommen bei Sdugetieren in allen Zellen vor,

wobei p110d und p110y vor allem in Leukozyten vermehrt vorkommen [126].

Klasse Untereinheit Protein Name des Gens
IA Katalytisch pl10a PIK3CA
pl10B PIK3CB
pl10d PIK3CD
Regulatorisch (p85) p85a PIK3R1
pS5a PIK3R1
pS0a PIK3R1
p85PB PIK3R2
p55y PIK3R3
IB Katalytisch pl10y PIK3CG
Regulatorisch pl101 PIK3RS5
p84/p87 PIK3R6
Tabelle 7: Katalytische und regulatorische PI3K-Untereinheiten bei Sdugetieren nach Kok et al. 2009 [61]

Relevant flir die Einteilung und genauere Definition der einzelnen Klassen ist sowohl die
Sequenzhomologie, als auch die jeweilige Substratpriferenz, da die verschiedenen PI3K-Klassen

unterschiedliche Aufgaben in der zelluldren Signaltransduktion haben [36].

2.3.2 Die Signalkaskade der PI3Ks der Klasse I

Da die PI3Ks der Klasse I am deutlichsten mit der Entstehung von Krebs in Verbindung gebracht werden
[26] und sich die vorliegende Arbeit auf Mutationen im PIK3CA-Gen konzentriert, wird im Folgenden
der Signalweg der Klasse I genauer betrachtet. Die Abbildung 2 nach Courtney et al. 2010 dient zur
allgemeinen Veranschaulichung. Abbildung 1 von Vanhaesebroeck et al. 2010 skizziert die

vorgeschalteten Signale.
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Es wird davon ausgegangen, dass bei ruhenden Zellen im Zytoplasma, ein inaktiver p85-p110-Komplex
vorliegt, der als Reaktion auf addquate Signale aktiviert werden kann [129]. Insgesamt existieren drei
bekannte Aktivierungswege des Signalweges. PI3Ks der Klasse IA werden einerseits von
Wachstumsfaktoren durch Stimulation der Rezeptortyrosinkinasen (RTKs) aktiviert. Hierbei bindet die
regulatorische Untereinheit p85 direkt an Phosphotyrosinresten auf den RTKs und/oder auf Adaptoren.
Das fiihrt zur Authebung der intermolekularen Hemmung von der katalytischen Untereinheit p110 durch
p85. PI3K lokalisiert sich darauthin an die Plasmamembran, wo sich ihr Substrat Phosphatidylinositol-
4,5-bisphosphat befindet. Die PI3K kann auBerdem durch RAS-Proteine stimuliert werden, welche
zuvor durch RTKs oder G-Protein-gekoppelte-Rezeptoren (GPCR) aktiviert wurden [126]. Die RAS-
Proteine binden pl10 direkt an eine N-terminale RAS-Bindungsdoméne (RBD). Diese wirken
synergistisch mit Tyrosin-phosphorylierten Proteinen zusammen, um die Lipidkinasen-Aktivitit zu
aktivieren [37]. Auch andere kleine GTPasen wie Rac, Rho und Cdc42 kénnen mit p85-Isoformen
interagieren, was eine weitere Alternative der Aktivierung darstellt [126]. Als letzte Mdglichkeit kann
p110 noch durch GPCR aktiviert werden [26]. Grundsétzlich tibertragen GPCRs ihr Signal intrazellular
meist durch allosterische Aktivierung heterotrimerer G-Proteine. /n vitro konnen GPy-Untereinheiten
p110p und p100y aktivieren. Nicht aber p110c. und p1108 [126]. Es deutet darauf hin, dass dies auch in
intakten Zellen der Fall ist [56]. Durch das Aktivieren von Tyr-Kinasen und Ras, konnen auch die PI3K
Isoformen stimuliert werden, die nicht direkt auf GPy-Untereinheiten reagieren [126].

Ligand Ras and other GPCR Ligand

Tyr kinase - O small GTPases

'Plasma
membrane

- ED)— —~Gp
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.\;\®

DO D @D

Endosomal compartment

Abbildung 1: Vorgelagerte Signale, die in PI3Ks der Klasse 1 einfliefSen nach Vanhaesebroeck et al. 2010 [126]

Nachdem die PI3Ks aktiviert wurden, phosphoryliert die katalytische Untereinheit Phosphatidylinositol-
4,5-bisphosphat (PIP2) zu Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3) an der inneren Zellmembran
[25]. Das Endprodukt dieser Phosphorylierung, PIPs, iibernimmt als ,,second messenger* die wichtigste
Funktion als Hauptvermittler in der PI3K-Aktivitatsregulierung. PIP, und PIP; stellen gemeinsam eine

Andockstelle fiir Proteine mit Pleckstrin-Homologie (PH)-Doméne dar [126]. Dadurch kénnen sie deren
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Lokalisation und Aktivitdt bestimmen [75]. Die Lipidphosphatase ,,phosphatase and tensin homolog*
PTEN wandelt PIP; wieder in PIP, um und beendet so die Signalkaskade [43]. Ein Schliisselenzym,
welches auf das von PI3K generierte PIP; -Signal reagiert, ist die Serine/Threonin-Kinase AKT (auch
bekannt als Proteinkinase B). Insgesamt existieren drei AKT-Isoformen (AKT1, AKT2 und AKT3),
welche generell weit exprimiert werden, obwohl es einige isoformspezifische Merkmale gibt [129].
Daneben gibt es aber auch viele weitere Ziele der PI3K, welche auch bestimmte Signalkaskaden
auslosen konnen, die dann im weiteren Verlauf in derselben nachgeschalteten Kaskade konvergieren
[43]. PIP; bringt die ,,Phosphoinositide-dependent Kinase 1 (PDK1) und AKT durch Bindung ihrer
PH-Dominen in unmittelbare Ndhe zueinander [26]. PDKI1 aktiviert darauthin AKT durch die
Phosphorylierung von AKT an Threonin 308 [28,38]. Neben PDKI1 benétigt AKT auch noch den
Plasmaproteinkomplex ,,mammalian Target Of Rapamycin-Complex 2 kurz mTORC2 fiir die
vollstdndige Aktivierung [108]. Dieser phosphoryliert AKT an Serin 473. Die wichtigsten biologischen
Folgen fiir die Krebszellenentwicklung der PI3K-AKT Signaliibertragung lassen sich in drei Kategorien

einteilen: Uberleben, Proliferation und Wachstum.

Das Zelliiberleben wird unter anderem durch die Hemmung der proapoptotischen Bcl-2-Familie, BAD

und BAX, durch AKT gesichert. BAD bildet ein nicht-funktionales-Hetero-Dimer mit dem
Uberlebensfaktor BCL-XL. Die Phosphorylierung von BAD verhindert diese Interaktion und BCL-XL
erlangt wieder seine anti-apoptotische Funktion [129]. AuBerdem wirkt die Phosphorylierung von
Mdm2 der p53-vermittelten Apoptose entgegen. Mdm2 ist ein negativer Regulator des
Tumorsuppressors p53. Durch die AKT-Phosphorylierung wird die Translokation von Mdm?2 in den
Zellkern erleichtert [78]. Dort bindet Mdm?2 das p53 Protein und begilinstigt dessen Abbau [129].

Die Proliferation beeinflusst die PI3K/AKT Signalkaskade durch ihren engen Zusammenhang mit dem
Zellzyklus [18]. Die Phosphorylierung des ,,Forkhead-Box-Protein Oz (FOXO, oder dlter FKHRL1),
einem Mitglied der ,,Forkhead-Transkription-Faktor* Familie, fithrt zu einem Verbleib von FOXO im
Zytoplasma. Die Expression seiner zelltod-induzierenden Gene wie das ,Fas-ligand-Gen* wird
gehemmt [16]. AuBlerdem wird die Expression der CK-Inhibitoren wie p27 und p21 negativ beeinflusst,
was in einem gesteigerten Zellzyklus resultiert [41]. Durch Phosphorylierung und die darauf folgende
Hemmung der Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK-3), beeinflusst AKT auch den Glucose-Metabolismus,
da dieses im Aufbau von Glykogen resultiert [27].
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Das Wachstum wird von AKT beeinflusst, indem es mTOR aktiviert. mTOR ist ein molekularer Sensor,
der die Proteinsynthese in Abhéngigkeit von Néhrstoffen reguliert [129]. AKT phosphoryliert TSC2
und hemmt dadurch die hemmende Rheb-GTPase-Aktivitit des TSC1/TSC2-Dimers. Aktiviertes Rheb
stimuliert den Proteinkomplex mTORC1, was zu einer erhdhten p70-S6-Kinase Aktivitét fithrt [24] [25].
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Abbildung 2:Die Phosphatidylinositol-3-Kinase Signalkaskade nach Courtney
etal 2010

2.3.3 Die katalytische Untereinheit p110a

Das PIK3CA-Gen kodiert fiir die katalytische Untereinheit p110a der PI3Ks. Es ist auf Chromosom 3
lokalisiert (3q26.32) und besteht aus 21 Exons, von denen 20 kodierende Exons unterschiedlicher Liange
sind. Insgesamt nimmt es eine GroBe von 86190 Basen ein [91]. Pseudogene von PIK3CA wurden von
Qiu et al. (2006) auf Chromosom 16 (gi 28913054) und 22 (gi 5931525) beschrieben. Zweites befindet
sich in der Region des Katzenaugensyndroms [95]. Beide Regionen sind den Sequenzen von PIK3CA
auf Exon 9 und 11-13 sehr dhnlich. Ein weiteres Pseudogen wurde auf Chromosom 20 (LOC100422375)
gefunden. Dieses erstreckt sich {iber Exon 9 bis 13 mit einer 95% Homologie, sowohl Exons als auch
Introns beinhaltend [91]. Unspezifische Amplifikationen von PIK3CA und vor allem von Exon 9,
konnen wegen der Pseudogene einen falsch-positiven Mutationsstatus aufzeigen. Diese Problematik und
Losungsfindungen werden in den folgenden Kapiteln besprochen. Im Menschen umfasst das Transkript

von PIK3CA 3207 Basenpaare. Das entspricht 1068 Aminoséduren [91].
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p110
ABD RBD C2 helical kinase
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Abbildung 3: Bdnderdiagramm des p1100/niSH2-Heterodimers nach Huang et
al. 2008

2.3.4 Pathophysiologie der Phosphatidylinositol-3-Kinasen

Der PI3K-Signalweg ist bei einer Vielzahl von malignen Tumoren aktiviert. Darunter zdhlen unter
anderem Brust-, Darm-, Eierstock-, Pankreas- und Hirn-Tumore [48]. Dass die PI3K-Proteine bei der
Onkogenese eine zentrale Rolle einnehmen, konnte durch mehrere Studien bestétigt werden [63].
Aberrationen in diesem Signalweg sind potenzielle Ursachen fiir Zellverdnderungen. Dazu zdhlen
Veranderungen von  PTEN,  PI3K-Proteinen, PDKI1, AKT1 und AKT2 [47].
Auf Exon 7 erfolgt ein Basenaustausch von Cytosin gegen Thymin an Genposition 1258. Als Folge
dessen wird statt der Aminoséure Cystein an Position 420 Arginin codiert. Das beeinflusst die C2
Doméne [58]. Diese Mutation der C2-Domine kann die PI3K durch Erhohung der Affinitit fiir
substrathaltige Membranen hochregulieren [80]. Auf Exon 9 erfolgt ein Basentausch an der Genposition
1633 von Guanin gegen Adenin. In der Konsequenz wird statt der Aminosédure Glutaminséure, Lysin
codiert. Diese Mutation in der helikalen Doméne verdndert die Wechselbeziehung zwischen der
katalytischen Untereinheit pl10a und der SH2-Doméne der regulatorischen Untereinheit p85. Es wird
vermutet, dass die Inhibition von p110a durch p85 dadurch abgeschwicht wird [80]. Die Mutation in
Exon 9 soll p110a in die Lage versetzen, der hemmenden Wirkung von p58 iiber die Src-Homologie-
2-Doméne (SH2) zu entgehen [87]. Auf Exon 20 wird an der Basenposition 3140 Guanin anstelle von

Adenin eingebaut. Das flihrt zu der Codierung von Arginin anstelle von Histidin [141]. Das hat zur
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Folge, dass die Kinase-Doméne ihre Konformation &ndert und p110a eine verénderte Interaktion mit

der Zellmembran hat. Ihre Affinitit zu PIP,, welches in der Zellmembran vorhanden ist, wird gesteigert

[72].
2.4 Fragestellung und Zielsetzung

Uber 70 % der Mammakarzinome sind HR-positiv und HER2-negativ. Bei 40 — 50 % dieser HR-positiven/
HER2-negativen Patienten mit einem Brustkrebs im fortgeschrittenen oder metastasierten Stadium sind
aktivierende PIK3CA-Mutationen im Tumor nachweisbar [5]. Fiir die Patientengruppe, der
Hormonrezeptor-positiven/ HER2-negativen und endokrin vortherapierten Brustkrebs-Patientinnen im
fortgeschrittenen oder metastasierten Tumorstadium, wurde Ende Juli 2020 fiir Europa der orale a-
spezifische PI3K-Inhibitor Alpelisib auf Basis der SOLAR-1-Studienergebnisse zugelassen [116]. Der
Nachweis eines positiven PI3K-Status durch eine aktivierende PI/K3CA-Mutation, entweder im

Tumorgewebe oder im Blutplasma, ist eine Voraussetzung fiir den Einsatz des PI3K-Inhibitors [99].

Fiir Patientinnen, welche klinisch fiir eine Therapie mit PI3K-Inhibitor infrage kommen und bei denen
vor der Zulassung von Alpelisib ein Mamma-Karzinom diagnostiziert wurde, muss der PIK3CA-Status
nachtriglich bestimmt werden. In dieser Arbeit wird untersucht, welches Verfahren
(Pyrosequenzierung, RealTime-PCR oder Next-Generation-Sequencing) fiir die nachtragliche PIK3CA-
Status Bestimmung aus Langzeit-asserviertem Uberschussmaterial am geeignetsten ist und fiir die

klinische Praxis empfohlen werden kann.
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3 Material und Methodik
3.1 Material

3.1.1 Probenmaterial

59 in neutral-gepuffertem-Formalin-fixierte und paraffin-eingebettete Gewebeproben wurden im Zuge
der Arbeit molekulargenetisch untersucht. Das Untersuchungsmaterial besteht in dieser Arbeit
ausschlieBlich aus Uberschussmaterial, welches im Rahmen von operativen Mamma-Ablationen in der
Klinik fiir Frauenheilkunde, Geburtshilfe und Reproduktionsmedizin (Leitung: Prof. Dr. E.-F.
Solomayer) am Universititsklinikum des Saarlandes (UKS) und anschlieBender leitliniengerechter
Diagnostik im Institut fiir Allgemeine und Spezielle Pathologie am UKS (Leitung: Prof. Dr. Rainer M.
Bohle) im Zeitraum von 2006 bis 2011 angefallen ist und somit Archivlagerungszeiten von 9 Jahren bis
14 Jahren aufwies. Es wurden Tumorgewebe von lobuldren, NST und kombinierten Karzinomen der
Mamma untersucht. Die Diagnosestellung erfolgte durch Fachérzte der oben genannten Pathologie an

Héamatoxylin-Eosin gefarbten und zuvor immunhistochemisch analysierten Tumorresektaten.

3.1.2 Gerite und Versuchsmaterialien

Produktbezeichnung Produktname Firma, Ort

Thermofisher, Waltham

96 Well Platte Thermo Fast 96 PCR Detection Plate

DNA-Sequenzierautomat 3500 Genetic-Analyzer Applied Biosystems, Foster

City
Elektrophoresekammer Power Source 300V VWR, Radnor
Eppendorfer Biosphere Safe Seal Tube 2,0 ml Sarstedt, Nitmbrecht
Reaktionsgefd3 2,0 ml
Eppendorfer Biosphere Safe Seal Tube 0,5 ml Sarstedt, Niimbrecht
Reaktionsgefd3 0,5 ml
Eppendorfer Multiply-Pro 0,2 ml Sarstedt, Niimbrecht
Reaktionsgefd3 0,2 ml
Kaniilen Microlance 1,2 mm x 40 mm Becton Dickinson,
Heidelberg
Kapillare 3500 8-Capillary Applied Biosystems, Foster
City
Kiihlschrank Premium NotFrost Liebherr, Kirchdorf
Magnetriihrer RET Basic IKA Labortechnik, Staufen
Mikroskop Axioskop Carl Zeiss AG, Oberkochen
Mikroskop-Kamera AxioCam MRc 5 Carl Zeiss AG, Oberkochen
Mikroskop-Kamera DFC340 FX Leica Microsystems, Wetzlar
Mikrotom Rotary 3003 Pfm medical, Nonnweiler
Mikrowelle M708 Miele, Gitersloh
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Next-Generation- iSeq 100 Ilumina, San Diego
Sequencing Gerit
Objekttrager Objekttrager R. Langenbrinck,
Emmendingen
Pipette Eppendorfer Research 10y, 100y, Eppendorf AG, Hamburg
200y, 1000y
Pipettenspitzen Filter Tips Clearline Biosigma, Cona
Programmierbarer peqSTAR 96 Universal Thermocycler  Peqlab Biotechnologie,
Heizblock Erlangen
Quantitative-Echtzeit- QuantStudio 3 ThermoFisher, Waltham
PCR System
Spectrophotometer NanoDrop-1000 Peqglab Biotechnologie,
Erlanger
UV-Lichtkammer Syngene InGenius, Ottawa
Vortex Mixer peqTWIST Peqglab Biotechnologie,
Erlangen
Waage BP 110S Sartorius, Gottingen
Workstation UV Sterilizing PCR Workstation Peqlab Biotechnologie,
Erlangen
Zentrifuge 7326 K Hermle Labortchnik,
Gosheim
Tabelle 8: Gerdte und Versuchsmaterialien
3.1.3 Reagenzien
Produktbezeichnung Produktname Firma, Ort
Agarose peqGOLD Universal Agarose Peqlab,
Biotechnologie,
Erlangen
Aqua dest. Aqua B. Braun AG,
Sembach
EDTA EDTA AppliChem,
Darmstadt
Ethanol Ethanol absolute Sigma-Aldrich, St.

Farbstoff zum Nachweis von  Ethidiumbromid

Nukleinsduren

Oligodesoxynukleotide

Reagenzien DNS-Isolierung

Primer

QIAamp DNA FFPE Tissue Kit:

ATL buffer,
Proteinkinase K,
AL buffer,

Louis

VWR, Erlangen

Eurofins Genomics,
Ebersberg

Qiagen, Hilden
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Reagenzien Next-
Generation-Sequencing

Reagenzien PCR Template
Aufreinigung

Reagenzien Sequenzierungs-
PCR
Reagenzien Quantitative-

Echtzeit-PCR

Taq Polymerase

TBE Puffer

Xylol

AW1 buffer,
AW?2 buffer

AmpliSeq™

QIAamp MinElute PCR Purification Kit:
PB buffer,

PE buffer,

EB buffer,

MiniElute Column

BigDye Terminator v1.1:
Ready Reaction Mix v1.1 (2,5%);
BigDye buffer (5x)

AmoyDx PIK3CA Mutation Detection Kit:
11 Mutationsspezifische Reaction Mix,
PIK3CA External Control Reaction Mix,
PIK3CA Enzyme Mix,

PIK3CA Positive Control

peqGOLD Tag-DNA-Polymerase

Tris-Puffer, EDTA,
Boric acid Molecular biology grade

Xylol Pharm. Helv VI

[llumina, San Diego

Qiagen, Hilden

Applied Biosystems,
Foster City

Amoy Diagnostics
Co, Xiamen, China

Peqlab
Biotechnologie,
Erlangen

AppliChem,
Darmstadt

Aug. Hedinger
GmbH, Suttgart

Tabelle 9: Reagenzien

3.1.4 Verwendete Programme

Name

Firma, Ort

Verwendung

4Peaks

Chromas lite
Microsoft Excel
Microsoft Powerpoint
Microsoft Word

QuantStudio Design &
Analysis Software v1.5.2

SPSS

Nucleobytes B.V., Amsterdam
Technelysium, South Bisbane
Microsoft Corporation, Redmond
Microsoft Corporation, Redmond
Microsoft Corporation, Redmond

Thermo Fisher Scientific, Waltham

SPSS/IBM, Armonk

DNA-Analyse
DNA-Analyse
Dokumentation/ Auswertung
Dokumentation/ Auswertung
Dokumentation/ Auswertung

Dokumentation/ Auswertung

Dokumentation/ Auswertung
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Zotero

George Mason University, Washington Dokumentation/ Auswertung
DC

Tabelle 10: Verwendete Programme

3.1.5 Verwendete Primer (Jeweils in 5°- 3" Orientierung)

Alle Primer wurden am Institut fiir Allgemeine und Spezielle Pathologie des UKS designt und von der

Firma Eurofins Genomics synthetisiert.

3.1.5.1 Externe Primer

Ziel- Ausrichtung Sequenz »Annealing*- GC-Gehalt
DNS Temperatur
PIK3CA  Forward TGAATTTTCCTTTTGGGGAAG 54,0 °C 38,1%
Exon 7 (21)
PIK3CA  Reverse GCCATTTTTCCAGATACTAG 53,2°C 40%
Exon 7 (20)
PIK3CA  Forward GGGAAAATGACAAAGAACAG 53,2°C 40%
Exon 9 (20)
PIK3CA  Reverse TATGGTAAAAACATGCTGAG 51,1°C 35%
Exon 9 (20)
PIK3CA  Forward TTGCATACATTCGAAAGACC  53,2°C 40%
Exon 20 (20)
PIK3CA  Reverse CATGCTGTTTAATTGTGTGG 53,2°C 40%
Exon 20 (20)

Tabelle 11: Externe Primer

3.1.5.2 Nested Primer
Ziel-DNS Ausrichtung Sequenz »sAnnealing*- GC-Gehalt

Temperatur

PIK3CA  Forward GGGGAAGAAAAGTGTTTTG 52,4 °C 42,1%
Exon 7 (19)
PIK3CA  Reverse AGTTTATATTTCCCCATGCC  53,2°C 40%
Exon 7 (20)
PIK3CA  Forward CAAAGCAATTTCTACACGAG 53,2°C 40%
Exon 9 (20)
PIK3CA  Reverse TCCATTTTAGCACTTACCTG  53,2°C 40%
Exon 9 (20)
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PIK3CA  Forward GAGGCTTTGGAGTATTTCAT 53,2°C 40%
Exon 20 (20)

PIK3CA  Reverse TCCATTTTTGTTGTCCAGC 52,4 °C 42,1%
Exon 20 (19)

Tabelle 12: Nested Primer

3.1.5.3 Primer Exon 9 - Pseudogen Primer

Ziel-DNS Ausrichtung Sequenz »sAnnealing*- GC-Gehalt
Temperatur

PIK3CA  Forward TTTACAGAGTAACAGACTAG 51,1 °C 35%

Exon 9 (20)

PIK3CA  Reverse TAGCACTTACCTGTGACTCC 57,3°C 50%

Exon 9 (20)

Tabelle 13: Primer Exon 9 - Pseudogen Primer

3.2 Methodik
3.2.1 Umsetzung

Bei der Durchfithrung der Laborversuche, vor allem beim Anfertigen der Leerschnitte und der
Durchfithrung der Next-Generation-Sequencing, wurde ich von einem erfahrenen und routinierten
MTA-Team der Allgemeinen und Speziellen Pathologie der Universititsklinik des Saarlandes

unterstiitzt.

3.2.2 Asservierung

Das zur Beurteilung entnommene Gewebe, wurde an der Klinik fiir Frauenheilkunde, Geburtshilfe und
Reproduktionsmedizin am UKS zeitnah in neutral gepuffertem Formalin dem Institut fiir Allgemeine
und Spezielle Pathologie des UKS zur Diagnosestellung iibersandt. Dort wurde es nach abgeschlossener

technischer und fachérztlicher Bearbeitung in Paraffin eingebettet archiviert.
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3.2.3 Molekulargenetische DNA-Analysen
3.2.3.1 DNA-Isolation und Aufbereitung

Makrodissektion der Tumorareale:

Um die vom Karzinom befallenen Areale zu detektieren, wurden die Hdmatoxylin-Eosin (HE)—Schnitte
eines repréasentativen Tumorblocks bei 10-facher VergrofSerung mikroskopiert und die ausgemachten
Tumorareale mittels externer farblicher Markierung auf dem Deckglas kenntlich gemacht. Nach dem
Anfertigen von jeweils vier Leerschnitten mit Sum Dicke konnten mithilfe einer sterilen Kaniile die
ausgemachten Tumorareale vom restlichen Mamma-Gewebe abgetragen werden und in einem, mit

1000pl Xylol gefiilltem, 1,5ml Eppendorf Reaktionsgefdl gesammelt werden.
Isolation der abgetragenen DNS und Aufbereitung der DNS zur Amplifizierung:

Um das Tumormaterial aus dem Paraffin zu 16sen, wurden die frisch abgetragenen Zellverbdnde im
Xylol fiir 10 Sekunden im Vortex-Mixer gemischt. Im Anschluss wurde das Gemisch fiir 5 Minuten bei
21°C mit 14.000rpm zentrifugiert. Nach Entfernung des Uberstands wurde das Procedere zur
Aufreinigung zweimal mit 1000ul Ethanol (>99,8%) wiederholt. Das geloste Material wurde im
Anschluss fiir 15 Minuten bei 37°C getrocknet.

Im néchsten Schritt folgte die Auftrennung der zelluldren Strukturen und die anschlieBende Isolation
und Aufbereitung der DNA mithilfe einer Reagenzien-Kombination der Firma Qiagen (Hilden). Dazu
wurden 180pl ATL-Puffer und 20pul Proteinase K zu dem getrockneten Material gegeben. Das Gemisch
wurde unter leichtem Schiitteln (300rpm) bei 56°C fiir mindestens 12 Stunden im Thermoblock lysiert.
Hierbei ist die Proteinase K fiir den endo- und exoproteolytischen Abbau zustdndig. Im Anschluss daran
wurden die aufgeschwemmten Sedimente fiir 15 Minuten auf 90°C erhitzt. Der Probe wurden dann
200ul AL-Puffer und fiir die DNA-Fillung 200pl Ethanol hinzugefiigt. Unter Verwendung der
Zentrifuge konnte die iiberschiissige Fliissigkeit verworfen werden. Zum Waschen wurden der Probe
nacheinander erst 500ul AW1 und dann 500u] AW2 Puffer hinzugefiigt und dann wurde jeweils
anschlieend eine Minute lang bei 8000rpm zentrifugiert. Zum Abschluss wurden die Proben drei
Minuten lang bei 14.000rpm getrocknet. Die gewaschene DNA wurde anschlieBend in 20pul H20 eluiert.
Die Bestimmung der Nukleinsduren-Konzentration erfolgte am Spectrophotometer nach

vorangegangener Leermessung unter der Nutzung von 1,5ul der gewaschenen Probe.
3.2.3.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ist die Standardmethode der Molekularbiologie, um bestimmte Gen-
Sequenzen (Templates) einer DNA-Doppelhelix zu amplifizieren [88,105]. Das Prinzip, entwickelt von

Mullis und Faloona, basiert auf drei Teilschritten, dem Denaturierungs-, Annealing-, und
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Elongationsschritt. Die Standard-PCR sieht 30 Zyklen vor und fangt mit einer initialen Denaturierung
bei 94°C von fiinf Minuten an. Wahrend des Zyklus, bendtigt die Denaturierungsphase 30 Sekunden.
Dabei werden die Bindungen zwischen den DNA-Doppelstringen aufgetrennt. Die DNA liegt nun in
Einzelstréngen vor. AnschlieBend folgt bei 55°C fiir 30 Sekunden der Annealingschritt. Hierbei findet
die Hybridisierung der in groen Mengen vorhandenen synthetisierten Oligonucleotidprimer an die
Einzelstrénge statt. Die Temperatur wird anschlieend fiir 90 Sekunden auf 72°C erhoht. In der jetzt
stattfindenden Elongationsphase verlédngert die Taq-Polymerase die hybridisierten Primer, bis ein
zweistrangiger DNA-Abschnitt vorliegt, der dem Template exakt gleicht. Da diese Elongation an beiden
Stréangen ablduft, verdoppelt man durch einen Zyklus die Menge der Template-DNA. Die 30 Zyklen
enden mit einer finalen Elongationsphase von 5 Minuten. Von zentraler Bedeutung fiir jede PCR sind
die individuell entworfenen Primer. Beim Erstellen wird eine Lénge von 18-30 Basen, ein Guanidin und
Cytosin Anteil von 40-60% und eine Schmelztemperatur von 55-80°C angestrebt. Aullerdem sollten
vier gleiche Basen in Folge vermieden werden. Die Primer dieser Arbeit wurden von der Firma Eurofins
Genomics (Ebersberg) synthetisiert. Um die Spezifitit der gewlinschten Zielsequenz zu erhohen, kann
eine Nested-PCR (auch verschachtelte PCR genannt) durchgefiihrt werden. Hierbei wird das Produkt
der vorangegangenen PCR als Template fiir die anschlieBende PCR genutzt. Das neue Primerpaar hat
im Verhéltnis zum vorherigen einen geringeren Abstand zueinander. Im Zuge dieser Arbeit wurden die
Exone 7, 9 und 20 des PIK3CA-Gens mittels PCR untersucht. Zur Optimierung wurden fiir die Exone
7 und 20 jeweils die Nested-PCR verwendet. Fiir das Exon 9 wurden aufgrund eines bekannten

Pseudogens spezielle Primer verwendet.

In der praktischen Durchfithrung wurde zu Beginn ein ,,MasterMix* angesetzt. Dieser bestand aus 5Sul
10x Puffer, 1ul dNTPs, 1ul Primer Forward (1:10 vorverdiinnt), 1pl Primer Reverse (1:10 vorverdiinnt)
und 0,3pl Tag-Polymerase. Dann wurden 3l DNA-Template, mit einer angestrebten Konzentration von
jeweils 50 ng/ul hinzugefiigt und der gesamte ,,MasterMix“ mit 38,7ul HPLC-H20 aufgefiillt. Die fertig

zusammengestellte Probe wurde anschlieBend im Thermocycler amplifiziert.

Reaktionsansatz; PCR
Menge Substanz
Sul 10x Puffer
1pl dNTPs
1l Primer Forward (1:10 vorverdiinnt)
1pl Primer Reverse (1:10 vorverdiinnt)
0,3ul Taq-Polymerase
3ul Template
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38,7ul H20

Tabelle 14: Reaktionsansatz PCR

Reaktionsansatz Nested-PCR

Menge Substanz

Sl 10x Puffer

1pl dNTPs

1l Primer Forward (1:10 vorverdiinnt)
1pl Primer Reverse (1:10 vorverdiinnt)
0,3l Taq-Polymerase

1pl Template

40,7ul H20

Tabelle 15: Reaktionsansatz Nested-PCR

Reaktionszyklus PCR

Stufe Temperatur Zeit

I 95°C Smin

IL. 95°C 45s 30cy
55,3°C Imin
72°C 45s

1. 72°C Smin

Iv. 8°C Aufbewahren

Tabelle 16: Reaktionszyklus PCR

3.2.3.3 Gelelektrophorese und DNA-Aufreinigung

Gelelektrophorese:

Fiir die Elektrophorese wurde zunichst das Gel gegossen. Dieses setzt sich aus 2g Agarose und 100ml
TBE-Puffer zusammen. Zusétzlich wurde dem Gel zum Féarben noch 5ul Ethidiumbromid
hinzugegeben. Den PCR-Proben wurden in einem 5:1 Verhiltnis Ladepuffer hinzugefiigt. Befiillt
wurden die Geltaschen anschliefend mit 5ul der gemischten Probe. Bei einer Dauer von 60 Minuten

und einer konstanten Spannung von 70V erfolgte die elektrophoretische Auftrennung der DNA-

26



Material und Methodik

Fragmente. Als GroBenmarker diente ein DNA-Marker der Firma Invitrogen (Carlsbad). Zur
Auswertung wurden die Banden im Gel mittels UV-Licht in dem IW Genius UV-Bio Imaging System
(InGenius, Ottawa) sichtbar gemacht und als TIF/JPEG Datei gespeichert.

Abbildung 4: Agarose-Gelelektrophorese.

Agarosegel von amplifiziertem PIK3CA-Gen aus vier verschiedenen
Tumorproben fiir Exon 20. A&G: DNA-Marker, B-E: Tumorproben
Exon 20, F: Negativkontrolle HPLC-H20

Aufreinigung des PCR-Produkts:

Zur Aufreinigung der Proben wurde das ,,MiniElute PCR Purification* Kit der Firma Qiagen (Hilden)
verwendet. Dem Ausgangsvolumen von 55pul wurden 275ul PB-Puffer hinzugefiigt. Nach dem
Zentrifugieren wurde der Uberstand verworfen und 750ul PE-Puffer hinzugefiigt. Nach erneuter
Zentrifugation wurden die DNA-Fragmente, abhidngig von der sichtbaren Stérke ihrer Bande im Gel, in
15ul oder 30ul EB-Puffer eluiert. Das Prinzip des Waschschritts beruht auf der Tatsache, dass Silikat in
Anwesenheit hoher chaotroper Salze die DNA bindet. In dem Kit der Firma Qiagen ist eine feste Silikat-

Membran im Réllchen. Diese Bindung kann mit einem Salz-Ethanol-Puffer wieder eluiert werden [88].
3.2.3.4 DNA-Sequenzierung

Um die DNA auf die gesuchten Mutationen zu untersuchen, wurden die amplifizierten DNA-Fragmente
nach der Methode von Frederick Sanger sequenziert. Analog zur PCR durchliuft die klassische
Sequenzierung mehrere Zyklen, bestehend aus Denaturierung, Hybridisierung und Elongation.
Entscheidender Unterschied hierbei ist, dass fiir die Sequenzierung nur ein spezifischer Primer
verwendet wird, weswegen die DNA nicht exponentiell amplifiziert, sondern lediglich um ein
Vielfaches  kopiert wird. Hinzu kommt, dass mneben den  klassischen dNTPs

(Desoxyribonukleosidtriphosphate) auch ~ ddNTPs  (Didesoxynukleosid-Triphosphate,  auch
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Terminatoren) verwendet werden, welche an der 2'- und an der 3’-Position der Ribose desoxygeniert
sind und jeweils mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert wurden. Diese werden deshalb
von der Polymerase eingebaut, der Strang wird jedoch nicht verldngert. Das fiihrt zum Abbruch der
jeweiligen Elongation und resultiert in terminal markierten DNA-Fragmenten unterschiedlicher Lange.
Die DNA-Fragmente mit einem der vier Terminatoren (ddATP, ddCTP, ddGTP und ddTTP), konnen
durch ein automatisiertes Kapillar-Elektrophorese-Gerét mit Laser-gebundener Fluoreszenzdetektion
detektiert und dann entsprechend ihrer Grofie ausgelesen werden [15]. In der Praxis wurde das ,,BigDye
Terminator v1.1“ - Kit von Applied Biosystems (Foster City) verwendet. Fiir den ,,MasterMix* wurde
der Polymerase und ddNTP-haltige Reaktionsansatz (BigDye), Sequenzierungs-Puffer, der jeweilige
1:20 vorverdiinnte, exonspezifische Primer (Spmol/ul) und Wasser (HPLC-H20) in ein Eppendorf-
Gefal pipettiert. Der fertige Mix wurde in die Wells einer 96 Wellplatte gegeben. AbschlieBend wurde
noch das jeweilige DNA-Template hinzugefiigt.

Reaktionsansat; Sequenzierungs-PCR

Menge Substanz

1ul Big Dye (2.5x)

3ul Sequenzierungspuffer (5x)
1ul Primer, 1:20 (5pmol/ul)
1pl DNA-Template

14pl HPLC-H20

Tabelle 17: Reaktionsansatz Sequenzierungs-PCR

Reaktionszyklus Sequenzierungs-PCR

Stufe Temperatur Zeit

I. 96°C Imin

II. 96°C 10s
50°C Ss 25cy (Ramp Rate 1°C/sec oder 80%)
60°C 2min

II1. 4°C Aufbewahren

Tabelle 18: Reaktionszyklus Sequenzierungs-PCR
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DNA-Fillung und elektrophoretische Sequenzanalyse:

Im Anschluss an die Sequenzierungs-PCR wurde die gesamte 96 Wellplatte zentrifugiert. Fiir die
Féllung der DNA wurden zunédchst Sul EDTA (125mM) und 60ul Ethanol (100%) den 20ul
Reaktionsansatz hinzugefiigt. Es folgte eine Inkubationszeit von 15 Minuten bei Raumtemperatur. Das
EDTA bildet Chelatkomplexe mit Kationen wie Mg”" Dieses erfiillt mehrere Aufgaben wihrend der
PCR. Unter anderem stabilisiert es die Primer bei der Anlagerung an die Template DNA und dient als
Co-Faktor bei der DNA-Polymerase [142]. So fiihrt das EDTA zur Beendigung der Reaktion. Nach
anschlieender Zentrifugation und erneuter Waschung mit 60ul Ethanol (70%), wurde das Prézipitat bei
Raumluft getrocknet und abschlieBend mit 15ul HiDi Formamide aufgefiillt. Die anschlieBende
Auftrennung und Fluoreszenz-Detektion mittels Kapillar-Elektrophorese und CCD-Kamera erfolgte in
einem 3500-Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Der Computer erstellte, durch das Erkennen der
einzelnen Fluoreszenzfarbstoffe die zu untersuchende Basenabfolge automatisch. Dargestellt wurde die
Abfolge graphisch durch basenspezifische farbige Kurven und deren Ausschlidge. Die Auswertung
erfolgte sowohl iiber das Computerprogram ,,Chromas lite 2.2.1° (Technelysium, South Brisbane) als

auch iiber ,,4Peaks* (Nucleobytes B.V., Amsterdam).

Ly

Abbildung 5: Sequenzanalyse - Probel Exon9 Forward - 4Peaks

3.2.3.5 Auswertung der DNA-Sequenzierung nach Sanger

Wie in 3.2.2.4 beschriecben wurde, erfolgte die Auswertung der Sequenzierung iiber die
Computerprogramme ,,Chromas lite 2.2.1° und ,,4Peaks*. Anhand der jeweiligen Fluoreszenzintensitét
wurde vom Programm ein graphisches Korrelat in Form eines farbigen Ausschlags (,,Peak®) erstellt.

Jeder Base wurde vom Programm eine individuelle Farbe zugeordnet.

Base Adenin Thymin Cytosin Guanin

Farbe Griin Rot Blau Schwarz

Tabelle 19: Farbkodierung — Sequenzierung

Die vom Programm generierte Sequenz wurde dann mit der reguldren Basenabfolge verglichen (siche
Abbildung 7). Wenn die reguliare Sequenz abgebildet und nur ein deutlicher Peak bei der jeweiligen

Base zu sehen war, dann wurde die Probe als Wildtyp eingestuft. Hat sich noch ein anderer Peak bei
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einer Base gezeigt, der sich deutlich von den ,,Background Noises* abgehoben hat, dann wurde diese

Probe als mutiert angesehen (siche Abbildung 8).

/WA N\A WMAAMA/\MMM

Abbildung 6: Sequenz PIK3CA Exon 20 Wildtyp

T G T G T G Cc C T C T G G T G G Cc T G G C

AN A A a A AAA A

Abbildung 7: Sequenz PIK3CA Exon 20 HI1047R

3.2.3.6 Quantitative Echtzeit-PCR

Grundlagen:

Die Echtzeit-PCR ist eine Methode zur Amplifikation fiir Nukleinsduren, welche auf dem Prinzip der
herkdmmlichen PCR beruht (vgl. 3.2.3.2) und dariiber hinaus die Moglichkeit der Quantifizierung bietet,
ohne die Proben im Anschluss der PCR weiterzuverarbeiten. Das minimiert die Gefahr der
Kontamination. Parallel dazu muss neben den zu untersuchenden Proben eine Kontrollprobe mit
bekannter Konzentration fiir eine lineare Regression oder Proben mit definierter DNA-Kopienzahl zur
Erstellung einer Standardkurve mitgefiihrt werden. Detektiert werden die vervielfdltigten Proben mittels
Fluoreszenzmessung [49,143]. Fiir die Detektion stehen zwei Methoden zur Verfligung, die Echtzeit-
PCR mit interkalierenden Farbstoffen und mit fluoreszenzfarbstoffmarkierten Sonden (TagqMan-

Prinzip).

Bei den interkalierenden DNA-Farbstoffen werden beispielsweise Ethidiumbromid oder SYBR® Green
I verwendet. Diese lagern sich unspezifisch in die doppelstringige DNA ein. Bei adédquater Bestrahlung
steigt die Fluoreszenz dieser Farbstoffe. Also resultiert die Zunahme der DNA-Amplifikate mit einer
Zunahme der Fluoreszenz von Zyklus zu Zyklus. Bei der Echtzeit-PCR mit
fluoreszenzfarbstoffmarkierten TagMan-Sonden besteht das Prinzip darin, dass sich farblich markierte
Sonden spezifisch an die DNA-FEinzelstringe anlagern. Kommt es durch die Polymerase zum Abbau
dieser Sonden, setzen diese ein Farbsignal frei, welches detektiert werden kann.
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Amplification Refractory Mutation System (ARMS):

Eine weitere Variante der PCR ist das Prinzip des Amplifikations-Refraktér-Mutations-Systems
(ARMS). Dieses wird vor allem genutzt, um Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs) auf das
Basenpaar genau zu detektieren. Voraussetzung dazu sind exakte Kenntnisse iiber die zu analysierenden
Allele und moglich auftretende SNPs. Es werden zwei nahezu identische PCR-Primer entworfen,
welche sich nur an ihrem Nukleotid am 3 ‘-Ende unterscheiden. Diese unterschiedliche Base ist entweder
spezifisch fiir das Wildtyp- oder das mutierte Allel. AuBerdem wird ein neutraler Primer bendtigt,
welcher als Startpunkt dient. Um bei unbekannter DNA festzustellen, welches Allel vorliegt, werden
zwei unterschiedliche PCR-Ansétze mit jeweils einem Allel-spezifischen und einem neutralen Primer
durchgefiihrt. Wenn das Nukleotid am 3°-Ende des Primers komplementar zur Ziel-DNA ist, erfolgt die
Bindung des Allel-spezifischen Primers und die Amplifikation beginnt. Falls der Primer nicht

komplementér zu der DNA ist, erfolgt eine sehr seltene Bindung und verzogerte Amplifikation [89].

Durchfithrung:

Fiir die Mutationsdetektion mittels Quantitativer-Echtzeit-ARMS-PCR wurde das Kit AmoyDx PIK3CA
Mutation Detection Kit der Firma Amoy Diagnostics Co. (Xiamen, China) verwendet. Hierfiir wurde
zundchst DNA aus Formalin-fixiertem Paraffin-eingebettetem Gewebe extrahiert (siche 3.2.2.1). Eine
DNA-Konzentration von 2,5-3ng/pL wurde angestrebt. 12,5-15ng DNA wurde pro Reaktion empfohlen.
Zu Beginn wurden die aufgetauten Reagenzien invertiert und zentrifugiert. Dann wurden 12
verschiedene PIK3CA Mastermixe (1-11 sind Mutationshotspots und 12 ist die externe Kontrolle),
bestehend aus dem jeweiligen Reaction Mix (u.a. mutationsspezifische Primer und fluoreszenzmarkierte
Sonden) und dem PIK3CA Enzyme Mix (Taq DNA-Polymerase und Uracil-N-Glycosylase) vorbereitet.
Fiir die NTCs (No Template Control) wurden jeweils 20uL der 12 PIK3CA Mastermix und 5SuL
nukleasefreies Wasser vermengt und in die jeweiligen R6hrchen einer 96-Wells-Platte pipettiert. Dann
wurden fiir jede DNA-Probe 12 Wells mit jeweils 20pL von den jeweiligen PIK3CA Mastermix® gefiillt
und mit jeweils Sul. der Proben-DNA gemischt. Als letztes wurden die fiir die PC (Positive Control)
vorgesehenen Rohrchen auch mit jeweils 20uL des dazugehorigen PIK3CA Mastermix® gefiillt und mit
SuL der PC gemischt. Eine Plattentibersicht ist nachstehend abgebildet.

A DNA- DNA- DNA- DNA- DNA- DNA- DNA- DNA- DNA- DNA- DNA- DNA-
Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe

B PC PC PC PC PC PC PC PC PC PC PC PC
C NTC NTC NTC NTC NTC NTC NTC NTC NTC NTC NTC NTC

Tabelle 20: Quantitative-Echtzeit-PCR Platteniibersicht[4]
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Die 96-Wells-Platte wurde darauthin kurz zentrifugiert, um die gesamte Fliissigkeit am Boden der
Rohrchen zu sammeln. Dann wurde die Platte fiir die Quantitative-Echtzeit-PCR in den Thermocycler
QuantStudio 3 der Firma ThermoFisher platziert. Der Reaktionszyklus ist unten aufgefiihrt. Nachdem
die PCR abgeschlossen war, konnten die Daten am Computer mit der QuantStudio Design & Analysis

Software analysiert werden.

Stufe Zyklen Temperatur Zeit Datensammlung
I. 1 95°C Smin
1I. 15 95°C 25s
64°C 20s
72°C 20s
I11. 31 93°C 25s
60°C 35s FAM und HEX/VIC
72°C 20s

Tabelle 21: Reaktionszyklus Quantitative Echtzeit-PCR [4]

Auswertung:

Vor der eigentlichen Auswertung der Ergebnisse, musste gepriift werden, ob der erhobene Datensatz
konkrete Voraussetzungen erfiillt. So wurden die Ergebnisse auf Verldsslichkeit validiert. Zundchst
musste fiir die NTCs jeder FAM Ct Wert der Rohrchen 1-11 >31 sein. Der FAM Ct Wert zeigt die
Reaktion der farblich markierten Sonden, spezifisch fiir die jeweilige PIK3CA Mutation an. Fiir die PCs
musste der FAM Ct Wert der Rohrchen 1-12 und der HEX/VIC Ct Wert der Rohrchen 1-11 <20 sein.
Der HEX/VIC Ct Wert zeigt die Reaktion der Sonden fiir die interne Kontrolle, welche zusétzlich aus
Primern fiir einen Bereich der genomischen DNA ohne bekannte Mutationen und Polymorphismen
besteht, um das Vorhandensein von Inhibitoren nachzuweisen und die Giiltigkeit jedes Experiments zu
bestdtigen. Fiir die interne Kontrolle der DNA-Proben, musste der HEX/VIC Ct Wert der Rohrchen 1-
11 <31 liegen. Falls das nicht der Fall war, musste der FAM Ct Wert <31 sein. Abschlieend mussten
noch alle externen Kontrollen (MasterMix 12) der jeweiligen DNA-Proben kontrolliert werden. Hier
sollte der FAM Ct Wert zwischen 15-21 liegen. Ein Ct Wert <15 zeigt eine DNA-Uberlagerung an. Ein
Ct Wert >21 weist auf Méangel der DNA oder PCR-Inhibitoren hin. Alle Proben, die diese Vorgaben

nicht erfiillt haben, waren ungiiltig und mussten verworfen werden.

Fiir die Analyse des Mutationsstatus wurden bei jeder DNA-Probe die Réhrchen 1-11 mit den Werten
der untenstehenden Tabelle verglichen. Bei FAM Ct Werten im ,,optimalen Bereich* liegt ein positiver
PIK3CA Status vor. Bei FAM Ct Werten im ,,akzeptablen Bereich®, musste der ACt Wert berechnet

werden, um eine Mutation zu detektieren. Der ACt Wert berechnete sich aus dem jeweiligen FAM Ct
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Wert, subtrahiert von der externen Kontrolle der jeweiligen DNA-Probe. Falls der errechnete ACt Wert
unter dem ,,ACt Schwellenwert* liegt, wurde eine positiver Mutationsstatus detektiert. Ist der errechnete
ACt Wert > als der ,,ACt Schwellenwert®, dann konnte keine Mutation nachgewiesen werden. Wenn
alle FAM Ct Werte der Rohrchen 1-11 einer DNA-Probe im ,,negativen Ct Bereich* liegen, konnte in

der Probe keine Mutation festgestellt werden. Der Mutationsstatus ist negativ.

Mutation H1047R  H1047L  E542K E545K ES45D H1047Y  ES45A E545G Q546R Q546E C420R Ergebnisse

Assay

Optimaler Ct Ct<25 Ct<26 Ct<25 Ct<26 Ct<26 Ct<26 Ct<25 Ct<25 Ct<25 Ct <26 Ct<24 Positiv

Bereich

AKkzeptabler 25<Ct<28 26=Ct<29 25<Ct<29 26=Ct<29 26=Ct<29 26=Ct<28 25<Ct<27 25<Ct<27 25<Ct<27 26=Ct<28 24<Ct<26 Interpretation

Ct Bereich der
Ergebnisse
nach dem

ACt 11 12 12 12 12 9 8 8 8 9 3 ACt Wert

Schwellenwert

Negativer Ct Ct=28 Ct=29 Ct=29 Ct=29 Ct=29 Ct =28 Ct =27 Ct =27 Ct =27 Ct =28 Ct =26 Negativ oder

nicht

Bereich
messbar

Tabelle 22: Quantitative-Echtzeit-PCR Ergebnisbestimmung [4]

3.2.3.7 Next Generation Sequencing

Grundlagen:

Das Next Generation Sequencing (NGS) ist eine vergleichbar kostengiinstige und schnelle Methode, um
exakte molekularbiologische Informationen iiber die DNA herauszufinden. Der Name unterstreicht die
Abgrenzung gegeniiber der Sanger Sequenzierung, welche als First Generation bezeichnet wird [79].
Aktuell ist es das modernste Verfahren zur Sequenzierung groler Mengen in kurzer Zeit. Ein gesamtes
menschliches Genom kann innerhalb eines Tages sequenziert werden. Das Prinzip der NGS beruht auf
vier Teilschritten: Fragmentation, Adaption, Amplifikation und Datenanalyse. Es gibt verschiedene
Formen der NGS. Im Rahmen dieser Arbeit, wurde das AmpliSeq™ Panel und das iSeq100-Gerat der
Firma Ilumina genutzt, welche auch ein eigenes Sequenzierungsverfahren, /llumina Sequenzierung,

entwickelt hat.

INlumina-Sequenzierung:

Alle Abbildungen dieses Abschnittes entstammen aus dem Handbuch der Firma Illumina [51].

Am Anfang steht die Bibliotheksvorbereitung (Libary preparation). Hier wird die DNA mechanisch
fragmentiert, so dass DNA-Fragmente mit einer Linge von circa 300 Basenpaaren entstehen. Im
Anschluss werden dann an beiden Enden der Fragmente Adapter ligiert. Diese Adapter haben eine

komplementére Basensequenz zu den spiter verwendeten Primern.

33



Material und Methodik

Genomic DNA
l Fragmentation
| |
|
Adapters _— —
| fr—
l Ligation
I
Sequencing L T —
Library — s
m— )

Abbildung 8: Schema der Libary preparation beim NGS

Als néchstes folgt die Clusterbildung. Hier werden die Fragmente in zufélliger Anordnung mit ihren
Adaptern auf einer Platte gebunden. Neben den Fragmenten befinden sich auch Primer auf der Platte,
welche komplementér zu den Adaptern sind. Die DNA-Fragmente klappen sich mit dem freien Adapter
zu einem Primern hin um und hybridisieren mit diesem. So bilden sie eine Briicke, weswegen dieses
Verfahren auch Briicken-PCR genannt wird. Vom Primer aus wird mittels Polymerase ein
komplementérer Strang synthetisiert. Dadurch werden zwei komplementére Einzelstrénge, ein Forward-
Strang und ein Reverse-Strang, synthetisiert. Dies schafft eine weitere Moglichkeit der Kontrolle, da
aufkommende Artefakte mit dem Komplementérstrang abgeglichen werden konnen. Durch
Denaturierung werden beide Stridnge wieder getrennt. Da das Signal eines einzelnen Fragments nicht
detektiert werden konnte, wird die Briicken-PCR mehrfach wiederholt. Dadurch bilden sich auf der

Platte verschiedene Cluster mit bis zu 1000 Kopien jeweils identischer Sequenzen.

l Flow Cell

Bridge Amplification
Cycles

Clusters

Abbildung 9: Schema der Amplifikation und Clusterbildung
beim NGS
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Die Sequenzierung von Illumina wird auch Sequenzierung durch Synthese (Sequencing by Synthesis,
SBS) genannt. Es werden nun in vielen aufeinanderfolgenden Zyklen jeweils vier unterschiedlich
fluoreszenz-markierte dNTPs, Primer und Polymerase hinzugegeben. Die entsprechenden Nukleotide
binden an den Einzelstrang. Die Fluoreszenzmarkierung dient als Terminator, somit stoppt die Synthese.
Dadurch wird pro Zyklus immer nur jeweils ein ANTP zugesetzt. Parallel werden die fluoreszenten
Labels mit einem Laser angeregt. Auf der gesamten Platte leuchtet das eingebaute Nukleotid im Cluster
auf. Durch eine Kamera wird das Bild gespeichert. Jedes Cluster wird vom System detektiert. Das Label
wird enzymatisch abgespalten, ein neuer Zyklus startet und ein neues Nukleotid wird eingebaut. Dieser

Vorgang wird wiederholt, bis das gesamte Fragment synthetisiert ist.

Sequencing Cycles ( )

- Digital Image

Data is exported to an output file l

Cluster 1 > Read 1: GAGT...
Cluster 2 > Read 2: TTGA...
Cluster 3 > Read 3: CTAG...
Cluster 4 > Read 4: ATAC... Text File

Abbildung 10: Schema der Sequenzierung beim NGS

Die erste Datenanalyse (Priméranalyse) wird noch im Sequenzierungsgerit durchgefiihrt. Hier werden
automatische Base-Calls aus den Bilddateien in Echtzeit generiert. Das bedeutet, dass jedem Cluster auf
der Grundlage des gemessenen Fluoreszenzsignals, eine Base (A, C, G oder T) zugeordnet wird. Im
nichsten Schritt, der Sekundéranalyse, werden die frisch identifizierten Sequenzen an einem
Referenzgenom aligniert. AbschlieBend wandeln weitere Programme die Sequenz in unterschiedliche

Darstellungsformen und Formate um, um die DNA weiter zu analysieren und zu untersuchen.

ATGGCATTGCAATTTGACAT
TGGCATTGCAATTTG
Read AGATGGTATTG
eads GATGGCATTGCAA
GCATTGCAATTTGAC
ATGGCATTGCAATT
AGATGGCATTGCAATTTG

peference  AGATGGTATTGCAATTTGACAT

Genome

Abbildung 11: Schema der Datenanalyse beim NGS

35



Material und Methodik

Durchfiihrung:

In der praktischen Durchfithrung wurde zunéchst die DNA mittels Fluorometrie quantifiziert und auf
die geeignete Konzentration mit Low TE Puffer verdiinnt. Angestrebt wurde eine finale DNA-Menge
von 10ng Gesamtinput. Im nédchsten Schritt wurde die DNA mittels PCR amplifiziert. Dazu wurde ein
MasterMix, bestehend aus HiFi Mix, DNA-Panel und H20, angesetzt und auf eine 96-Wells-Platte
pipettiert. Nach der Zugabe der DNA, wurde die Platte versiegelt, zentrifugiert und anschlieend in den

Thermocycler gegeben.

Reaktionsansat; PCR
Menge Substanz
4nl 5X AmpliSeq HiFi Mix
4ul 5X AmpliSeq Focus DNA Panel
<12pul DNA
Um totales Nuklease-freies Wasser
Volumen
aufzufiillen
20ul Totales Volumen

Tabelle 23: Reaktionsansatz NGS PCR

Reaktionszyklus PCR
Stufe ZyKklen Temperatur Zeit
I. 1 99°C 2min
II. 17 99°C 15s
60°C 4min
I11. 10°C bis 24h

Tabelle 24: Reaktionszyklus NGS PCR

Im néchsten Schritt wurde das FuPa-Reagenz verwendet, um Primer Dimere und Amplikons abzubauen.
Dazu wurde in jede Probe 2pl der FuPa-Reagenz hinzugegeben. Nach anschlieBendem Versiegeln und

Zentrifugieren, wurde die Platte erneut in den Thermocycler gegeben.
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Reaktionszyklus FuPa-PCR

Stufe ZyKlen Temperatur Zeit

L. 1 50°C 10min
II. 1 55°C 10min
I11. 1 62°C 20min
Iv. 10°C bis 1h

Tabelle 25: Reaktionszyklus FuPa-PCR

Im néchsten Schritt wurden Index 1 (i7) und Index 2 (i5) Adapter an jede Probe ligiert. Indexsequenzen
sind Proben-Identifikatoren, die das Pooling mehrerer Proben in einem einzigen Sequenzierungslauf
ermdglichen. Die Indizes sind in einer Einwegplatte vorgemischt, um individuelle Kombinationen zu
garantieren. Die aufgelisteten Reagenzien wurden in der angegeben Reihenfolge in die Wells pipettiert.

Nach kurzer Zentrifugation wurde die Platte in den Thermocycler gebracht.

Reaktionsansatz Index Ligation

Menge Substanz

4l Switch Solution

2ul AmpliSeq CD Indexes

2nl DNA Ligase

30ul Totales Volumen (einschlieBlich Probe)

Tabelle 26: Reaktionsansatz Index Ligation

Reaktionszyklus Index Ligation

Stufe ZyKklen Temperatur Zeit

I 1 22°C 30min
II. 1 68°C Smin
I11. 1 72°C Smin
Iv. 10°C bis 24h

Tabelle 27: Reaktionszyklus Index Ligation
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Als néchster Schritt wurden die Proben gewaschen. Dazu wurden unter anderem die magnetischen
Agencourt AMPure XP Beads verwendet. Nachdem in jede Probe jeweils 30ul Beads hinzugegeben
wurden, wurde die Platte auf eine magnetische Unterlage gestellt. Die mit Beads angereicherte DNA
lagerte sich dadurch auf die AuBenwénde der Wells an. So konnte die Probe mit Ethanol gereinigt
werden, ohne DNA zu verlieren. Es folgte die Amplifikation der Library. Dies wurde gemacht, um eine
ausreichend grofle Menge fiir die Sequenzierung zu gewéhrleisten. Erst wurde der MasterMix aus den
unten aufgefiihrten Reagenzien erstellt. Nachdem dieser in jedes Well pipettiert wurde, wurde die Platte

nach kurzer Zentrifugation in den Thermocycler gebracht.

Reaktionsansatz Library Amplifikation

Menge Substanz

45pl 1X Lib Amp Mix
Sul 10X Li

50ul Totales Volumen

Tabelle 28: Reaktionsansatz Library Amplifikation

Reaktionszyklus Library Amplifikation

Stufe ZyKklen Temperatur Zeit

I. 1 98°C 2min

II. 7 98°C 15s
64°C Imin

I11. 10°C bis 24h

Tabelle 29: Reaktionszyklus Library Amplifikation

AnschlieBend folgte die zweite Reinigung der Produkte, basierend auf den magnetischen Agencourt
AMPure XP Beads. Im ersten Schritt wird DNA mit hohem Molekulargewicht durch die Beads
eingefangen und dann verworfen. Zuriick bleiben Primer und Library. Nachdem diese auf eine frische
Platte pipettiert wurden, wurden im néchsten Schritt die Primer ausgewaschen und die Library wird von
den Beads eluiert. Im letzten Schritt wird die Library auf die Startkonzentration fiir die Sequenzierung

verdiinnt.
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4 Ergebnisse
4.1 Klinisch-histopathologische Standardparameter

Zu den Kklinisch-histopathologischen Standardparametern wurden die Tumorhistologie, das
Tumorgrading, das TNM-Stadium und die Stadiengruppe herangezogen. Im Rahmen der Auswertung
der klinisch-histopathologischen Standardparameter wurde die Haufigkeit der einzelnen Auspragungen

dokumentiert.
4.1.1 Haufigkeitsverteilung der klinisch-histopathologischen Standardparameter

In Tabelle 30 sind die absoluten und relativen Haufigkeiten der jeweiligen klinischen Merkmale und

histopathologischen Parameter im Hinblick auf das gesamte Patientenkollektiv wiedergegeben.

Das Patientenkollektiv fiir die Sequenzierung nach Sanger setzte sich aus 59 Patientinnen zusammen,
deren klinisch-histopathologischen Daten dokumentiert und gemiB3 der achten TNM-Klassifikation
aktualisiert wurden. Bei den 59 Patientinnen wurden 51 invasive Karzinome ohne speziellen Typ
(invasive carcinoma of no special type, NST), ehemals ,,invasiv-duktales Karzinom*, diagnostiziert. Das
entspricht einem Anteil von anndhernd 86%. Bei sechs Patientinnen wurde ein invasiv lobuléres und bei
zwei Patientinnen sowohl Anteile eines NST wie auch eines lobuldren Karzinoms diagnostiziert. Die
Gruppe Luminal B umfasst 15 Patientinnen. Die Gruppe Triple negativ und HER2/neu positiv sind
jeweils mit 14 Patientinnen besetzt. In der Gruppe Luminal A befinden sich 16 Patientinnen. Wie in
Kapitel 2.1.9 dargestellt, werden die Karzinome geméal ihrem TNM-Stadium in UICC-Stadien (Union
Internationale Contre le Cancer) eingeteilt. Knapp die Hélfte der Patientinnen konnte in Gruppe 1A
eingeteilt werden. Die Gruppe IIA umfasst 24,14 % der Patientinnen. Knapp 10% der Patientinnen
erfiillten jeweils die Kriterien fiir Gruppe 1IB und Gruppe IIIC.

Das Kollektiv fiir die Echtzeit-PCR (rt-PCR) und das Next-Generation-Sequencing (NGS) ging aus dem
Kollektiv, welches oben beschrieben wurde, hervor. Die Anzahl der Patientinnen wurde reduziert und
umfasste 20 Patientenproben. Davon waren 19 invasiv NST und eine invasiv lobuldr. Die Hélfte der
Proben wurde nach dem Grading von Elston und Ellis der Gruppe G2 zugeordnet. Die Gruppe G1
umfasste eine und die Gruppe G3 neun Proben. Die Gruppen der intrinsischen Subtypen HER2/neu
positiv und Triple negativ sind jeweils mit 5 Patientinnen besetzt. In die Gruppe Luminal A wurden 7
und in die Gruppe Luminal B 3 Patientinnen aufgenommen. Knapp die Hilfte der Patientinnen (45%)
konnte in UICC Gruppe IA eingeteilt werden. Die Gruppe IIA umfasst 35% der Patientinnen. Drei
Patientinnen erfiillten die Kriterien fiir Gruppe IIC.
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Parameter n % Gesamt
Geschlecht: 59
weiblich 59 100

mannlich 0 0

Histologie: 59
Invasiv NST 51 86,4

Invasiv lobuldr 6 10,2

Invasiv NST und lobular 2 3,4

Stadien Gruppierung: 58
0 0 0

IA 26 44,8

IB 0 0

A 14 24,1

1B 7 12,1

A 4 6,9

I11B 2 3,5

IIcC 5 8,6

v 0 0

Intrinsischer Subtyp: 59
Luminal A 16 27,1

Luminal B 15 254

HER2/neu positiv 14 23,7

Triple negativ 14 23,7

Tabelle 30: Klinisch-histologische Parameter des Patientenkollektivs

4.2 Sequenzierung nach Sanger

4.2.1 Exon 7 und Exon 20

Da das Sequenzieren von Exon 9 aufgrund eines Pseudogens erschwert war und separat mit speziellen
Primern erfolgte, werden im Folgenden zunichst die Ergebnisse von Exon 7 und 20 beschrieben.

AnschlieBend werden die Ergebnisse von Exon 9 dargestellt.

Bei Exon 7 und Exon 20 erfolgte zunichst die Polymerasekettenreaktion und anschlieende
Sequenzierung mit den ,,Externen* Primern (sieche 3.1.5.1). Bei jeder Sequenz, die daraufhin nicht
auswertbar war, wurde die ,,Nested PCR* durchgefiihrt. So konnte die Spezifitit der Zielsequenz erhdht
werden. Dafiir wurde eine zweite PCR-Reaktion mit dem Produkt der ersten Reaktion und einem
zweiten, innerhalb des Fragments lokalisierten, Primerpaar (vgl. 3.1.5.2) durchgefiihrt, mit der Intention,
dass im Gegensatz zu den unspezifischen PCR-Fragmenten nur die Zielsequenz spezifisch amplifiziert

wird.
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4.2.1.1 Luminal A

In der Gruppe Luminal A konnte die Exon 7 Sequenz bei neun Proben durch die Externe PCR
erfolgreich analysiert werden (siche Abbildung 12). Bei sieben Patientinnen war die Nested-PCR
notwendig, um das gewiinschte Exon zu sequenzieren. Bei Exon 20 konnten zehn Proben durch die
externen Primer sequenziert werden. Bei sechs Proben musste mit den Nested-Primern amplifiziert

werden, um die Sequenz darstellen zu kdnnen.

Bei den 16 Proben konnten zwei Mutationen detektiert werden, welche sich beide auf Exon 20 befanden

(Siehe Abbildung 13). Das Exon 7 war bei allen Proben ohne Mutation.

Sequenzierung nach Sanger - Luminal A - Primer
12

10

10 9

8 7

6

6

4

2

0

Exon 7 Exon 20

M Primer Extern  m Primer Nested

Abbildung 12: Sequenzierung nach Sanger - Luminal A - Primer

Sequenzierung nach  Sanger - Luminal A -
PIK3CA Mutationsstatus
20
16
15
10
5
2
0
0 .
Exon 7 Exon 20

H Wildtyp m® Mutiert

Abbildung 13: Sequenzierung nach Sanger - Luminal A — PIK3CA Mutationsstatus

41



Ergebnisse

4.2.1.2 Luminal B

In der Gruppe Luminal B konnte die Exon 7 Sequenz bei zehn Proben mit den externen Primern

sequenziert werden. Bei flinf Patientinnen war zusitzlich die Nested-PCR notwendig, um den

Zielabschnitt zu sequenzieren. Die Darstellung des Exon 20 gelang bei zwdlf Patientinnen mit den

externen Primern. Drei Proben konnten erst mit den Nested-Primerpaaren dargestellt werden.

Keine der 15 Proben der Gruppe Luminal B wies eine Mutation auf Exon 7 auf. Bei einer Patientin

konnte eine Mutation auf Exon 20 detektiert werden (siche Abbildung 15).

14
12
10

o N B OO

Sequenzierung nach Sanger - Luminal B - Primer

12

10

3

Exon 7 Exon 20

M Primer Extern  m Primer Nested

Abbildung 14: Sequenzierung nach Sanger - Luminal B - Primer

16
14
12
10

o N B OO

Sequenzierung nach  Sanger - Luminal B -

PIK3C1,§ Mutationsstatus

[ |
Exon 7 Exon 20

B Wildtyp m Mutiert

Abbildung 15: Sequenzierung nach Sanger - Luminal B — PIK3CA Mutationsstatus
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4.2.1.3 Her2/neu

Die Gruppe Her2/neu bestand aus 14 Patientinnen, bei denen Her2/neu immunhistologisch positiv war.
Die Sequenz auf Exon 7 konnte fiinfmal mit den externen Primern erfolgreich amplifiziert und analysiert
werden. Bei acht Proben wurde zusétzlich die Nested-PCR angewandt, um den Genabschnitt
darzustellen. Bei einer Probe konnte mit keinem Primerpaar Exon 7 sequenziert werden. Die Sequenz
auf Exon 20 konnte bei sechs Patientinnen mit den externen Primern dargestellt werden. Bei acht Proben

wurden die Nested-Primer benétigt, um die Sequenz zu amplifizieren.

Das Exon 7 konnte in dieser Gruppe dreizehnmal sequenziert werden. Von diesen Proben war eine

mutiert. Exon 20 war bei zwei von 14 Proben mutiert (siche Abbildung 17).

Sequenzierung nach Sanger - Her2/neu -

Primer
10 8 8

8 6

6 5

4

2

0

Exon 7 Exon 20

M Primer Extern  m Primer Nested

Abbildung 16: Sequenzierung nach Sanger - Her2/neu - Primer

Sequenzierung nach Sanger - Her2/neu -
PIK3CA Mutationsstatus
14
12 12
12
10
8
6
4
2 1
0 [ |
Exon 7 Exon 20

m Wildtyp m Mutiert

Abbildung 17: Sequenzierung nach Sanger - Her2/neu — PIK3CA Mutationsstatus
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4.2.1.4 Triple negativ

Die Gruppe Triple-negativ umfasste ein Kollektiv von 14 Patientinnen. Die Exon 7-Sequenz konnte
sowohl mittels externen, als auch mit den Nested Primern jeweils sieben Mal sequenziert werden. Der
Exon 20 Genabschnitt konnte bei zehn Patientinnen mit der externen PCR analysiert werden. Bei vier

Proben war die Nested-PCR notwendig, um die Sequenz darzustellen.
Bei den 14 Patientinnen konnte weder auf dem Exon 7 noch auf Exon 20 eine Mutation nachgewiesen

werden (siche Abbildung 19).

Sequenzierung nach Sanger - Triple negativ - Primer
12

10

10
7 7
I I |
0 .

Exon 7 Exon 20

(&)

SN

N

M Primer Extern M Primer Nested

Abbildung 18: Sequenzierung nach Sanger - Triple negativ - Primer

Sequenzierung nach Sanger - Triple negativ -
PIK3CA Mutationsstatus

16 14 14
14

12
10

o N B OO

Exon 7 Exon 20

m Wildtyp m Mutiert

Abbildung 19: Sequenzierung nach Sanger - Triple negativ — PIK3CA Mutationsstatus
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4.2.1.5 Mutationsverteilung Exon 7 und 20

Insgesamt konnten bei den 59 Patientinnen auf Exon 7 eine Mutation detektiert werden (1,7%). Eine
konnte nicht sequenziert werden. Bei 57 Proben wurde der Wildtyp nachgewiesen. Fiinf Mutationen
konnten auf Exon 20 nachgewiesen werden (8,5%). Bei den restlichen 54 Patientinnen war keine

Mutation feststellbar auf Exon 20. Insgesamt entspricht das einer Mutationsfrequenz von circa 10%.

Ergebnisse Exon 7 und Exon 20

60
5

57
54
50
40
30
20
10
1 1 0
) o .

Exon 7 Exon 20

m Wildtyp m Mutiert m Nicht darstellbar
Abbildung 20: Ergebnisse Exon 7 und Exon 20

Mutationsverteilung - Exon 7 und Exon 20

Abbildung 21: Mutationsverteilung - Exon 7 und Exon 20

Unter den sechs Mutationen wurde die Mutation H1047R auf Exon 20 viermal nachgewiesen. Das

entspricht einem Anteil von 67%. Die Mutation H1047L, welche ebenfalls auf Exon 20 lokalisiert ist,
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wurde einmal nachgewiesen (16,5%). Die Mutation C420R auf Exon 7 konnte ebenfalls einmal (16,5%)

nachgewiesen werden.

4.2.1.6 Exon 7 und Exon 20 Mutationen und deren histopathologischen Parameter

Wie in Tabelle 31 dargestellt, waren unter den sechs mutierten Proben fiinf NST-Karzinome. Eins wurde
der Gruppe der invasiv lobuldren zugeordnet. Bei Patientin ,,E52* wurde histologisch ein NST und ein
invasiv lobuldres Karzinom diagnostiziert. Bei Patientin ,,E35 waren keine Informationen zum TNM
und UICC-Status eruierbar. Bei den anderen fiinf Patientinnen wurden zwei in die UICC Gruppe IA und

drei in die Gruppe 1IB zugeordnet.

Patient Intr. T N M UICC Histo ER PRG KI HER G Mut.

Subtyp 67
2 Luminal 1c 0 X IA NST Pos. Neg. 10 Neg. 1 HI047R
A
E2 Luminal 1c 0 X IA NST Pos. Neg. 10 Neg. 2 HI047R
A
E29 Luminal 2 1 X IIB NST Neg. Pos. 60 Pos. 3 HI047L
B
E32 HER2 2 1 X 1B NST Neg. Neg. 30 Pos. 3 HI047R
E35 HER2 Invasiv.  Neg. Neg. 15  Pos. H1047R
lobulér
E52 HER2 2 1 X 1B NST& Neg. Neg. 10 Pos. 3 C420R
invasiv
lobulér

Tabelle 31: Exon 7 und Exon 20 Mutationen und deren histopathologischen Parameter

4.2.2 Exon9

Das Vorhandensein eines PIK3CA-Pseudogens auf dem Chromosom 22, das sich iiber die Exons 9 bis
13 erstreckt und eine Sequenzhomologie von 95% aufweist, kann die Erkennung der Mutationen in den
Exons der helikalen Domine beeintriachtigen. Die Sequenz des Pseudogens, die dem Codon 545
entspricht, ist GCG, wihrend die Gensequenz GAG ist. Die Sequenz fiir Codon 542 ist fiir das Gen und
das Pseudogen die gleiche [8]. In der Folge wiirde jede Sequenz auf Codon 545 als mutiert gewertet
werden, da sowohl das Pseudogen, als auch die gewiinschte Sequenz gleichermaBBen amplifiziert werden

(siche Abbildung 22).
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a UL

Aus diesem Grund wurden spezielle Primer generiert, bei denen das 3'-Ende des Reverse-Primers einen

Abbildung 22: Exon 9 — Pseudogen

Unterschied von fiinf Basenpaaren zu dem Pseudogen hat. Fiir die thermodynamische Stabilitdt und
Qualitdt der Primer war es essenziell, dass unter der Basenabfolge ein Guanin- und Cytosin-

Molekiilanteil von 40-60% vorhanden ist, welcher gleichméBig tiber den Primer verteilt ist.

Um die Ergebnis-Qualitit zu verbessern, wurde bei den Proben, die sich nach der ersten PCR nicht
auswerten lieen, eine zweite PCR mit denselben Primern angeschlossen. Bei den 59 untersuchten
Proben waren 45 auch nach einer zweiten PCR nicht auswertbar. Acht Proben konnten nach der ersten
PCR analysiert werden. Weitere sechs Sequenzen waren nach der zweiten Amplifikation auswertbar.

Das entspricht einem grundsétzlichen Auswertungsanteil fiir das Exon 9 mittels Sequenzierung nach

Sanger von 23,73%.
Sequenzierung nach Sanger - Exon 9

50 45

40

30

20

10 8 6

0 ]
Exon 9

M Nicht auswertbar m Auswertbar nach 1. PCR B Auswertbar nach 2. PCR

Abbildung 23: Sequenzierung nach Sanger - Exon 9
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4.2.2.1 Mutationsverteilung Exon 9

Sequenzierung nach Sanger - Exon 9 - Mutationsstatus
14

12
10

12

o N B OO

Exon 9

| Wildtyp Mutiert

Abbildung 24: Sequenzierung nach Sanger - Exon 9 - Mutationsstatus

Unter den 14 auswertbaren Proben waren zwolf nicht mutiert. Bei zwei Proben konnte eine Mutation
nachgewiesen werden. Das entspricht einem Anteil von circa 14%. Beide Mutationen waren auf dem
,Pseudogen“-Codon 545. Einmal die Mutation E545G (Patientin E14) und einmal E545D (Patientin
E3).

4.2.2.2 Exon 9 Mutationen und deren histopathologischen Parameter

Wie in Tabelle 32 aufgefiihrt, wurden beide Mutationen in die UICC-Gruppe IA zugeordnet.

Histologisch handelte es sich bei beiden mutierten Proben um ein Karzinom ,,no special type*.

Patient Intr. T N M UICC Histo ER PRG KI HER G Mut.

Subtyp 67

E3 Luminal 1c 0 X IA NST Pos. Pos. 10 Neg. 2 E545D
A

El4 Luminal 1c 0 X IA NST Pos. Pos. 10 Neg. 2 E545G
A

Tabelle 32: Exon 9 Mutationen und deren histopathologischen Parameter

4.2.2.3 HR-positiv und HER2/neu-negativ

Von den 59 Patientinnen konnten 22 zu der Gruppe HR-positiv und HER2/neu-negativ gezéhlt werden.
Diese beinhaltet alle 16 Patientinnen aus Luminal A und sechs Patientinnen aus Luminal B. Von den 22
Patientinnen aus der Gruppe HR-positiv und HER2/neu-negativ konnte bei vier Proben eine Mutation
im PIK3CA-Gen nachgewiesen werden. Das entspricht einem Anteil von circa 18%. Jeweils zwei

Mutation waren auf Exon 9 und Exon 20 nachweisbar. Die Ergebnisse sind in Tabelle 33 aufgefiihrt.
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Patient Intr. T N M UICC Histo ER PRG KI HER G Mut.

Subtyp 67

2 Luminal 1¢c 0 X TA NST Pos. Neg. 10 Neg. 1 HI047R
A

E2 Luminal 1¢c 0 X IA NST Pos. Neg. 10 Neg. 2 HI047R
A

E3 Luminal 1c 0 X IA NST Pos. Pos. 10 Neg. 2 E545D
A

El4 Luminal 1c 0 X IA NST Pos. Pos. 10 Neg. 2 E545G
A

Tabelle 33: Mutationen in der Gruppe HR-positiv und HER2/neu-negativ

4.3 Quantitative Echtzeit-PCR und Next-Generation-Sequencing

4.3.1 Ergebnisse der klinisch-histopathologischen Standardparameter

Zu den klinisch-histopathologischen Standardparametern wurden die Tumorhistologie, das
Tumorgrading, das TNM-Stadium und die Stadiengruppe herangezogen. Im Rahmen der Auswertung
der klinisch-histopathologischen Standardparameter wurde die Haufigkeit der einzelnen Auspriagungen

dokumentiert.
4.3.2 Auswertung der Echtzeit-PCR

In 3.2.2.5 wurde der Algorithmus zur Auswertung der rt-PCR erldutert. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 25 dargestellt. Von den 20 Proben konnte eine nicht ausgewertet werden. Elf Proben wiesen
keine Mutation auf und wurden der Gruppe Wildtyp zugeordnet. Bei acht Proben (40%) konnte eine

Mutation detektiert werden.

Mutationsstatus - Quantitative Echtzeit-PCR
12 11

10

1

Patientinnen

m Wildtyp Mutiert  ® Nicht auswertbar

Abbildung 25: Mutationsstatus — Quantitative Echtzeit-PCR
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Wie in Abbildung 26 dargestellt, konnte die Mutation ,,H1047R* auf Exon 20 viermal nachgewiesen
werden und machte somit 50% der Insgesamt-Mutationen aus. Die Mutation ,,Q546R* auf Exon 9 wurde
dreimal detektiert. Einmal konnte die Mutation ,,E545K* auf Exon 9 analysiert werden. Auf Exon 7

wurde bei keiner Probe eine Mutation nachgewiesen.

Mutationsverteilung - Quantitative Echtzeit-
PCR

E545K

Abbildung 26: Mutationsverteilung - Quantitative Echtzeit-PCR

4.3.2.1 Echtzeit-PCR-Mutationen und deren histopathologische Parameter

In Tabelle 34 wurden die histopathologischen Parameter der mutierten Proben, welche durch die
Echtzeit-PCR detektiert werden konnten, aufgefiihrt. Die Hélfte der Proben stammen aus der Gruppe
,Luminal A“. Drei Proben gehoren zu der Gruppe ,,HER2/neu®. Histologisch entsprechen alle Proben

dem ,,no special type*.

Patient Intr. T N M UICC Histo ER PRG KI HER G Mut.

Subtyp 67

2 Luminal 1c 0 X IA NST Pos. Neg. 10 Neg. 1 HI047R
A

E6 Luminal 1c 0 X IA NST Pos. Neg. 10 Neg. 2 Q546R
A

El4 Luminal 1c 0 X IA NST Pos. Pos. 10 Neg. 2 Q546R
A

El6 Luminal 1c 0 X IA NST Pos. Pos. 10 Neg. 2 HI047R
A

E22 Luminal 2 0 X 1A NST Pos. Neg. 30 Neg. 3 HI047R
B

E23 HER2 2 0 X DA NST Pos. Neg. 30 Neg. 3 E545K
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E32 HER2 2 1 X 1B NST Neg. Neg. 30 Pos. 3 HI1047R

E37 HER2 2 3a X IHIC NST Neg. Neg. 30 Pos. 3 Q546R

Tabelle 34: Echtzeit-PCR-PIK3CA-Mutationen und deren histopathologischen Parameter
4.3.3 Auswertung des Next-Generation-Sequencing
Die Auswertung der NGS erfolgte automatisiert iiber die Software ,,LLocal Run Manager (LRM)* der Firma

[llumina. Bei elf Patientinnen (55%) konnte der Wildtyp nachgewiesen werden. 45% der Frauen waren im

PIK3CA-Gen mutiert.

Mutationsstatus - Next-Generation-Sequencing
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Abbildung 27: Mutationsstatus - Next-Generation-Sequencing

Mutationsverteilung - Next-Generation-
Sequencing
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Abbildung 28: Mutationsverteilung - Next-Generation-Sequencing
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Unter den neun mutierten Proben konnten bei einer Patientin zwei gleichzeitig auftretende Mutationen
- ,,V344M*“ und ,,P466S* - festgestellt werden. Diese Mutationen haben Relevanz fiir das Gen PIK3CA
und die Phosphatidylinositol-3-Kinasen [44], konnen aber durch die in dieser Arbeit verwendeten
Primer fiir die Sequenzierung nach Sanger und die Echtzeit-PCR nicht erfasst werden. Wie in Abbildung
29 veranschaulicht, konnten die Mutationen ,,ES47E*, ,, ES45K*, ,,Q546R* und ,, E542K*, welche alle
auf Exon 9 auftreten, jeweils einmal detektiert werden. Die Mutation ,,H1047R* auf Exon 20 machte

einen Anteil von 40% aus und konnte bei vier Patientinnen festgestellt werden.
g

4.3.3.1 NGS-Mutationen und deren histopathologischen Parameter

In Tabelle 35 wurden die histopathologischen Parameter, die Sequenzierungstiefe und die Allelfrequenz,
die "variant allele frequency" (VAF), der mutierten Proben, welche durch das Next-Generation-
Sequencing detektiert werden konnten, aufgefiihrt. 33% der mutierten Proben sind der Gruppe
»~HER2/neu* zuzuordnen. 56% sind Hormonrezeptor-positiv. Histologisch entsprechen alle Proben dem
,»1o special type“. Die Allelfrequenz betrug bei einer Probe mehr als 50% und bei einer weiteren knapp
weniger als 50%. Bei zwei Proben betrug sie circa 25%. Fiir die restlichen fiinf Proben befand sie sich

in einem Bereich zwischen 10% bis 20%.

Patient Intr. HER2 UICC Histo G Mut. VAF Tiefe
Subtyp

2 Luminal  Neg. IA NST 1 H1047R 25,6% 2142
A

El4 Luminal  Neg. IA NST 2 E547E 8,5% 165
A

El6 Luminal  Neg. IA NST 2 H1047R 19,2% 3378
A

E22 Luminal  Neg. A NST 3 H1047R 61,5% 231
B

E23 Luminal  Neg. A NST 3 E545K 27,6% 4728
B

E32 HER2 Pos. 1B NST 3 H1047R 47,7% 2013

E37 HER2 Pos. 1ic NST 3 Q546R 18,4% 2365

E45 Triple N Neg. A NST 2 E542K 16,0% 876
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E51 HER2 Pos. IIA NST 3 V344M, 9,6% 125
P466S 12,7% 71

Tabelle 35: NGS-Mutationen und deren histopathologische Parameter

4.4 Vergleich der DNA-Analyse Verfahren

Im Folgenden werden die Ergebnisse der verschiedenen Verfahren miteinander verglichen. Dazu
werden aus dem Patientinnen-Kollektiv fiir die Sequenzierung nach Sanger lediglich die Patientinnen
herangezogen, welche auch mit den beiden anderen Verfahren untersucht wurden. Zur besseren
Ubersicht wurden die Patientinnen nachtriiglich von ,,1¢ bis ,,20* nummeriert. Hinter den Nummern sind

in Klammern die urspriinglichen Laborbezeichnungen aufgefiihrt (vgl. 4.2.1.6, 4.2.2.2 und 4.2.2.3).

Patientin Sanger rt-PCR NGS Sequenzierungstiefe
1Q2) H1047R H1047R H1047R 2142
2 (E6) Wildtyp; Q546R Wildtyp 544
Exon 9 nicht
darstellbar
3 Wildtyp; Nicht auswertbar Wildtyp 151
Exon 9 nicht
darstellbar
4 Wildtyp; Wildtyp Wildtyp 100
Exon 9 nicht
darstellbar
5 Wildtyp; Wildtyp Wildtyp 275
Exon 9 nicht
darstellbar
6 (E14) E545G Q546R E547E 165
7 (E16) Wildtyp; H1047R H1047R 3378
Exon 9 nicht
darstellbar
8 (E22) Wildtyp; H1047R H1047R 231
Exon 9 nicht
darstellbar
9 (E23) Wildtyp E545K E545K 4728
10 Wildtyp Wildtyp Wildtyp 540
11 (E32) H1047R; H1047R H1047R 2013
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Exon 9 nicht
darstellbar

12 (E37) Wildtyp; Q546R Q546R 2365

Exon 9 nicht
darstellbar

13 Wildtyp Wildtyp Wildtyp 349

14 Wildtyp; Wildtyp Wildtyp 1185
Exon 9 nicht
darstellbar
15 Wildtyp; Wildtyp Wildtyp 1235
Exon 9 nicht
darstellbar
16 Wildtyp; Wildtyp Wildtyp 6849

Exon 9 nicht
darstellbar

17 (E45) Wildtyp Wildtyp E542K 876

18 Wildtyp; Wildtyp Wildtyp 959

Exon 9 nicht
darstellbar

19 (E51) Wildtyp; Wildtyp V344M 125

Exon 9 nicht P4665 n

darstellbar

20 Wildtyp; Wildtyp Wildtyp 420

Exon 9 nicht
darstellbar

Tabelle 36: Tabellarische Gegeniiberstellung der Ergebnisse der verschiedenen DNA-Analysen

Von den 20 untersuchten Patientinnen konnte bei 14 Proben mittels Sequenzierung nach Sanger nicht
das Exon 9 untersucht werden. Das entspricht einem Anteil 70%. Ansonsten konnten alle Proben mittels
Sanger Sequenzierung analysiert werden. Bei der Echtzeit-PCR konnte eine Probe nicht analysiert
werden. Mit der NGS konnten alle Patientinnen-Proben analysiert werden. Die Sequenzierungstiefen
der untersuchten Proben sind in circa 60 % zwischen 100 und 1000, in circa 40% tiber 1000 und in

einem Fall be1 71.
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Vergleich: Sequenzierung nach Sanger - rtPCR
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Abbildung 29: Vergleich Sequenzierung nach Sanger - rtPCR

In Abbildung 29 wurden die Ergebnisse von der Sequenzierung nach Sanger mit den Ergebnissen aus
der Echtzeit-PCR verglichen. Bei 13 Proben konnte exakt derselbe Mutationsstatus festgestellt werden.

Sieben Ergebnisse (35%) stimmten nicht {iberein.

Vergleich: Sequenzierung nach Sanger - NGS
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Abbildung 30: Vergleich Sequenzierung nach Sanger - NGS

In Abbildung 30 sind die Ergebnisse der Sequenzierung nach Sanger mit denen des Next-Generation-
Sequencing gegeniibergestellt. Bei 13 Proben konnte exakt derselbe Mutationsstatus festgestellt werden.

Bei sieben Proben stimmten die Ergebnisse nicht iiberein.
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Vergleich: NGS - rtPCR
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Abbildung 31: Vergleich NGS - rtPCR

Die Abbildung 31 zeigt den Vergleich der NGS und der Echtzeit-PCR. Hier stimmten 15 Ergebnisse

(75%) tiberein. In 25 Prozent der Félle haben die Verfahren ein unterschiedliches Ergebnis gezeigt.

Vergleich: Sequenzierung nach Sanger - rtPCR - NGS
12 11
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m Ubereinstimmend  m Nicht tibereinstimmend

Abbildung 32: Vergleich Sequenzierung nach Sanger - rtPCR - NGS

Abbildung 32 vergleicht alle verwendeten Verfahren miteinander. Bei elf Proben (55%) wurde dasselbe

Ergebnis ermittelt. Bei neun Proben (45%) ergaben die Verfahren unterschiedliche Ergebnisse.

4.4.1 Vierfeldertafel und Cohen‘s-Kappa

Um Aussagen unter anderem {iber Spezifitit, Sensitivitdt und Prazision der Sequenzierung nach Sanger

treffen zu konnen, wurden die Ergebnisse in der Vierfeldertafel (Tabelle 37) mit denen der NGS ins
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Verhiltnis gesetzt. Es wurde vorausgesetzt, dass die Ergebnisse des Next-Generation-Sequencing den
tatsdchlichen Mutationsstatus am exaktesten detektiert. Der positive priadiktive Wert ist bei 100%. Der
negative pradiktive Wert betrigt 64,7%. Die Sensitivitit der Sequenzierung nach Sanger lag in dieser

Arbeit bei 33%. Die Spezifitit liegt in dieser Arbeit fiir die Sequenzierung nach Sanger bei 100%.

Testgiitekriterien Sequenzierung nach

Sanger
(Test) Sanger
Mutiert ~ Wildtyp Sensitivitit 0,333
(positiv)  (Negativ)
~  Mutiert 3 6 Spezifitit 1
= utie
8 g Positiver pridiktiver Wert 1
7 = .
g Wildtyp 0 1 Negativer pradiktiver Wert 0,647

Tabelle 37: Vierfeldertafel und Testgiitekriterien Sequenzierung nach Sanger

Die Reliabilitit der Echtzeit-PCR und des NGS wurde mittels Cohen’s-Kappa [128] berechnet und
statistisch aufgezeigt. Es wurde der grundsitzlich ermittelten Mutationsstatus auf ,Mutiert und
,»Wildtyp* miteinander verglichen. Die Probe 3, welche in der Echtzeit-PCR nicht auszuwerten war,

wurde im Reliabilitdts-Vergleich immer als nicht iibereinstimmend gewertet.

Cohen’s Kappa, berechnet fiir die Echtzeit-PCR und das Next-Generation-Sequencing auf 20 Proben
(Tabelle 38) fiir die generelle Detektion einer Mutation, ergab einen Anteil von Kappa = 0,596
(aufgerundet 0,6) als Anteil der Ubereinstimmung, die iiber den Zufall hinaus geht. Das ist entspricht
nach Altman und Landis und Koch einer moderaten Reliabilitét (vgl. Tabelle 39).

NGS

Wildtyp  Mutiert

Echtzeit-  Wildtyp 9 2
PCR

Mutiert 2 7

Tabelle 38: Ubereinstimmungsmatrizes NGS und Echtzeit-PCR in Mutation/ Wildtyp
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Kappa Landis und Koch (1977) Altman (1991)
Ab 0,8 Fast perfekt Sehr gut
Ab 0,6 Substanziell Gut

Ab 0,4 Moderat Moderat
Ab 0,2 MaiBig Gering
0-0,2 Gering Mangelhaft
< 0,00 Mangelhaft -

Tabelle 39: Interpretation von Cohen's Kappa angepasst nach Landis und Koch [64] und Altman [3]
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5 Diskussion

Seit der Zulassung von Alpelisib im Jahr 2020, steht in der Therapie des Mammakarzinoms eine neue
Medikamentenklasse zur Verfiigung. Alpelisib ist in Kombination mit Fulvestrant fiir die Behandlung
postmenopausaler Frauen und Ménner mit Hormonrezeptor-positivem, HER2/neu-negativem, lokal
fortgeschrittenem oder metastasierendem Brustkrebs mit einer PIK3CA-Mutation nach Fortschreiten
der Erkrankung, unter endokriner Therapie als Monotherapie, indiziert [137]. Voraussetzung fiir eine
Therapie mit Alpelisib ist zusétzlich der Nachweis einer PIK3CA-Mutation aus einer Tumor- oder
Plasmaprobe [137]. Im Umkehrschluss bedeutet das, dass Patientinnen und Patienten fiir die Alpelisib
klinisch eine Option darstellt, die aber bei Diagnosestellung nicht auf eine PIK3CA-Mutation untersucht
wurden, nachtréglich auf eine PIK3CA-Mutation untersucht werden miissen. Initial war Ziel dieser
Arbeit, ausschlieBlich mittels Sequenzierung nach Sanger eine PIK3CA-Mutation aus iiber 10 Jahre
altem, asserviertem Tumormaterial zu detektieren, um so die Praktikabilitit dieser Methode fiir diesen
Einsatz in der Praxis zu untersuchen. Aufgrund Schwierigkeiten, welche im Folgenden diskutiert
werden, vor allem das Exon 9 zu untersuchen, wurden nachtriglich noch die Real-Time PCR und das
Next-Generation-Sequencing hinzugezogen. Diese werden im Folgenden miteinander verglichen und

bieten die Grundlage, um eine methodische Empfehlung fiir die Praxis zu geben.

5.1.1 Patientenkollektiv

Das betrachtete Kollektiv (n=59) umfasste lediglich Patientinnen, welche zum Zeitpunkt der
Gewebeentnahme systemisch noch unbehandelt waren, also keine neoadjuvante Chemotherapie
erhielten. Ein Vorteil des untersuchten Kollektivs ist, dass die vier intrinsischen Subtypen, Luminal A,
Luminal B, HER2-positiv und Triple-negativ, nahezu in gleicher Grofle reprisentiert sind. Dennoch
muss man sagen, dass die GroBe des Kollektivs im Vergleich zu Studien mit dhnlicher Fragestellung
und Thematik deutlich kleiner und somit weniger aussagefihig ist. Beispielsweise wurden bei Reinhardt
et al. [97] 1270 Patientenproben und bei Martinez-Saez et al. [74] 6338 Brustkrebspatientinnen, aus

zehn oOffentlich zugénglichen Studien, miteinander verglichen.

Da das Kollektiv aus Patientinnen bestand, welche systemisch noch nicht therapiert wurden, ist das
Tumorstadium der einzelnen Patientinnen {iberwiegend gering. Circa 80% sind den UICC-Stadien I-11
zuzuordnen. Die restlichen 20% gehoren dem UICC-Stadium III an. Insgesamt erfiillte keine der
Patientinnen zum Zeitpunkt der Probenentnahmen die Kriterien fiir eine Therapie mit Alpelisib. Ob es
daher sinnvoll ist, auf asserviertes Tumorgewebe zur Evaluation einer Therapie mit Alpelisib

zuriickzugreifen, wird im Folgenden diskutiert.
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5.2 Sequenzierung nach Sanger

5.2.1 Exon 7 und Exon 20

Ein Vorteil dieser Arbeit ist, dass auch Mutationen auf Exon 7 untersucht wurden. Denn da bis zu 80 %
der PIK3CA-Mutationen an Hotspots innerhalb der Helix- (E542K und E545K; Exon 9) und Kinase-
Doménen (H1047R; Exon 20) von p110a auftreten [81], konzentrieren sich viele Studien ausschlieBlich
auf diese beiden Exons (vgl. Tabelle 6). In der SOLAR 1 — Studie, auf welcher die Alpelsib Zulassung

basiert, wird aber ebenfalls das Exon 7 untersucht [101].

Insgesamt wiesen circa 10% der untersuchten Proben eine Mutation auf. Mutationen auf Exon 7
(C420R) traten bei 1,7% der Proben auf. Das Exon 20 war in 8,5% der Fille mutiert. Die Mutation
HI1047R trat dabei viermal auf. Das entspricht einem Anteil von 67%. Die Mutation H1047L wurde
einmal detektiert (16%). Bei Martinez-Saez et al. konnte bei insgesamt 36% der Proben eine Mutation
ermittelt werden. Die Arbeitsgruppe hat allerdings das gesamte Gen PIK3CA untersucht. H1047R
machte mit 35% den grofften Mutationsanteil aus. H/047L war bei 103 Proben mutiert. Das entspricht
einem Anteil von 4%. Die Mutation auf Exon 7 C420R hatte eine Mutationsfrequenz von 1,9 %.
Insgesamt kann man bei dem Vergleich feststellen, dass sich die Arbeiten in den Mutationstendenzen
nicht widersprechen. Beide Arbeiten ermittelten den groften Mutationsanteil bei H7047R (Exon 20).
Auch bei der Mutation C420R stimmen die Tendenzen {iberein. Die Mutation auf Exon 7 ist im

Vergleich zu den anderen selten.

Fiir die Amplifikation der untersuchten Genomfragmente, welche durch die konventionelle PCR nicht
auswertbar waren, wurde die Nested-PCR angewandt. Dazu wurde zusétzlich eine weitere Primer-
Kombination verwendet (vergleiche 3.1.5.2). Es konnte gezeigt werden, dass die Anwendung dieser
Methode zu einem deutlich besseren Ergebnis fiihrt. Die Sequenz auf Exon 7 konnte durch die Nested-
PCR bei 27 von 58 Patientinnen noch analysiert werden. Das entspricht einem Anteil von knapp 45%.
Zur Amplifikation des Exon 20 kam die verschachtelte PCR bei 21 von 59 Patientinnen zum Einsatz.

Das entspricht einem Anteil von circa 36%.
5.2.2 Exon9

Die Sequenzierung des Exon 9 ergab eine Mutationsfrequenz von knapp 14%. Also war in 14% der
analysierbaren Proben eine Mutation nachweisbar. Da von den insgesamt 59 Patientinnen, auch nach
der zweiten Amplifikation, nur 14 Proben auswertbar waren, ist dieses Ergebnis nur schwer in den
Kontext zu setzen. Die beiden detektierten Mutationen sind £545D und £545G. Nach Martinez-Saez et
al. [74], welche eine PIK3CA-Mutationsfrequenz von insgesamt 36% nachweisen konnten, lag der
Anteil der drei am hiaufigsten auftretenden Exon 9 Mutationen (E545K, E542K und Q546R) bei

zusammenfassend 29,3%. Somit ist das Exon 9 von circa jeder dritten Mutation betroffen.
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Zusammenfassend ist eine grofe Diskrepanz beziiglich Exon 9 von Martinez-Saez et al. zu den
Ergebnissen dieser Arbeit feststellbar. Die groite Schwierigkeit dieser Arbeit bestand darin, das Exon
9 korrekt zu sequenzieren. Wie in 4.2.2 aufgefiihrt, ist das Vorkommen des Pseudogens auf Chromosom
22 ein grofBer Storfaktor in der korrekten Amplifikation. Aber auch nach Modifizierung der Primerpaare
gelang es lediglich bei 14 von 59 Patientinnen, das Exon 9 darzustellen. Probenqualitit und Verarbeitung
konnen als Fehlerquelle nahezu ausgeschlossen werden, da die Exons 7 und 20 aus denselben Proben
und nach derselben Technik vom selben Team (sieche 3.2.1) im Labor verarbeitet wurden. Einen
erheblicheren Einfluss auf die Ergebnisse hatten vermutlich die Primerpaare, welche erstellt wurden,
um das Pseudogen auf Chromosom 22 zu umgehen. Zum einen war der GC-Gehalt beim Forwardprimer
mit 35% zu gering. Nach Chuang et al. [22] liegt der optimale Guanin-Cytosin-Gehalt bei 40-60%. Das
liegt unter anderem daran, dass GC-Bindungen thermodynamisch stabiler sind als AT-Bindungen. Zum
anderen war der ,,Annealing“-Temperatur Gradient der beiden Primer mit 6,2 °C zu groB3. Die
Schmelztemperatur ist der wichtigste Wert fiir die erfolgreiche Durchfiihrung einer PCR. Nach Chuang
et al. liegt die optimale Schmelztemperatur eines Primerpaares zwischen 50 °C und 62 °C. Am besten
funktionieren die Experimente, wenn die Schmelztemperaturdifferenz des Primerpaares nicht mehr als
5 °C betrigt. Optimalerweise betrdgt die Differenz 0 °C, da die Primer im Zuge des PCR-Versuch

Ablaufs in ein Rohrchen gegeben werden.

Um die Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung validieren, und Riickschliisse auf Methodik und
Aussagekraft treffen zu konnen, wurden in einem néichsten Schritt 20 Proben im Anschluss der
Sequenzierung nach Sanger mittels quantitativer Echtzeit-PCR und Next-Generation-Sequencing
amplifiziert und sequenziert. Im Folgenden werden die Ergebnisse der drei verschiedenen Methoden
miteinander verglichen und Inkongruenzen und Kongruenzen diskutiert. Bei der Zusammenstellung
dieses Kollektivs wurde auch darauf geachtet, dass die vier intrinsischen Untergruppen, nahezu

gleichstark vertreten sind.
5.3 Quantitative Echtzeit-PCR

In der Alpelisib-Zulassungsstudie SOLAR-1 erfolgte die molekulare Testung sowohl am Tumorgewebe,
als auch an Liquid Biopsies des Blutplasmas mithilfe eines Realtime-PCR basierten Assays der Firma
QIAGEN (therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit)[101,116]. Dieses Testverfahren bildet die 11 haufigsten
PIK3CA-Mutationen ab [94]. Das Kit, AmoyDx PIK3CA Mutation Detection Kit der Firma Amoy
Diagnostics Co., welches in dieser Arbeit verwendet wurde (vgl. 3.2.3.6) deckt dieselben Mutationen

ab.

Bei acht Proben konnte eine Mutation auf dem PIK3CA-Gen detektiert werden. Das entspricht in dem
betrachteten Kollektiv einem Anteil von 40%. Somit ist die Mutationsfrequenz im Vergleich zu den von

Martinez-Saez et al. [74] ermittelten 36% leicht erhoht, aber in der Tendenz {ibereinstimmend. Der
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Unterschied ist vermutlich vor allem auf die StichprobengroBendifferenz zuriickzufiihren. Die Mutation
,H1047R* auf Exon 20 wurde viermal nachgewiesen und machte somit 50% der Insgesamt-Mutationen
aus. Die Mutation ,,Q546R*“ auf Exon 9 wurde dreimal detektiert. Einmal konnte die Mutation ,,E545K*
auf Exon 9 analysiert werden. Auf Exon 7 wurde bei keiner Probe eine Mutation nachgewiesen. Auch
hier stimmen die Tendenzen mit Martinez-Saez et al. iiberein. Exon 20 und vor allem ,,H1047R* nimmt
den groften Anteil ein, das Exon 9 den zweitgroBten Anteil. Wobei auffillt, dass die in dieser Arbeit
dreimal detektierte Mutation ,,Q546R", die hier einen Anteil von circa 38% ausmacht, bei Martinez-
Saez et al. mit einem Mutationsanteil von 1,1% beschrieben wird. Martinez-Saez et al. konnten vor
allem ,,E545K* (17,5%) und ,,E542K* (10,7%) als vorrangiges Mutationsgeschehen auf Exon 9
detektieren. Grund hierfiir wird vor allem die Stichprobengrofendifferenz sein, da sich bei steigenden

Fallzahlen die haufigeren Mutationen statistisch durchsetzen.

Histopathologisch gehdren von den detektierten Mutationen circa 63% zu den luminalen intrinsischen
Typen (Luminal A & Luminal B). 37% gehoren der Gruppe ,,HER2/neu* zu. Auch diese Ergebnisse

decken sich in der Tendenz mit denen von Martinez-Saez et al. (vgl. 4.3.2.1)
5.4 Next-Generation-Sequencing

Durch das Next-Generation-Sequencing konnte bei neun von den 20 untersuchten Proben eine Mutation
auf dem PIK3CA-Gen detektiert werden. Das entspricht einer Mutationsfrequenz von 45% und ist damit
um neun Prozent hoher als bei Martinez-Saez et al. [74]. Hier ist, analog zu der Quantitativen-Echtzeit-PCR
(5.2.2), der Unterschied am ehesten auf die StichprobengroBendifferenz zuriickzufithren. Denn in Studien
mit kleineren Patientenkollektiven variiert die Gesamtmutationsfrequenz stark. So haben beispielsweise
Sudhakar et al. [117] in ihrer Studie mit 25 Patientinnen eine Mutationsfrequenz von 20% mittels PCR
detektiert. Als einziges, in dieser Arbeit verwendetes, Verfahren wurden durch das Next-Generation-
Sequencing die Mutationen ,,V344M* und ,,P466S* festgestellt. ,,V344M* kommt auf Exon 4 vor und wird
unter anderem bei Haley et al. [44] als auftretende Mutation bei Kolorektalen-Karzinomen beschrieben.
Auch in der Arbeit von Haley et al. wurde die Mutation mittels Next-Generation-Sequencing festgestellt.
,,P466S* liegt auf Exon 8. Insgesamt finden die Mutationen ,,V344M* und ,,P466S* wenig Erwidhnung in
der Literatur. Das American Association for Cancer Research (AACR) hat im Rahmen ihres GENIE
Projekts (Genomics, Evidence, Neoplasia, Information, Exchange) herausgefunden, dass V344M bei 0,04%
aller Brustkrebspatientinnen vorkommt [1]. Die Mutation ,,H1047R* auf Exon 20 machte mit 40% den
grofiten Anteil aus. Die Mutationen auf Exon 9 ,,ES47E%, | E545K*, ,,Q546R* und ,,E542K* haben
jeweils einen Anteil von 10%. Im Vergleich zu Martinez-Saez et al. decken sich diese Anteile [74]. Die
Mutation ,,ES547E* ist eine synonyme Mutation. Shen et al. konnten in ihrer Arbeit von 2022 allerdings
zeigen, dass synonyme Mutation, entgegen der etablierten Meinung, einen signifikanten Einfluss auf die
Fitness der Zelle hat. Mdgliche Griinde dafiir sind Anderungen in der Transkriptions- oder

Translationsrate sowie der mRNA-Stabilitat [111].
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Insgesamt konnten durch das NGS mit ,,V344M*, , P466S*“ und ,,E547E“ drei ,,Nicht-SOLAR-1-
Mutationen* detektiert werden. Bei 10 detektierten Mutation entspricht das einem Anteil von 30%.
Diese konnten also nicht in der zulassungsrelevanten SOLAR-1-Studie hinsichtlich einer Sensitivitit
gegeniiber Alpelisib untersucht werden. Auch Strohkamp et al. diskutieren dieses Problem und weisen
darauf hin, dass es weitere Daten bendtigt, um die klinische Relevanz der selteneren Nicht-SOLAR-1-
Mutationen besser abschitzen zu kdnnen. Sequenzierungen des gesamten PIK3CA-Gens mittels NGS

konnen diese Daten liefern [116].

Molekularpathologisch sind 56% der mutierten Proben Hormonrezeptor-positiv. Ein Drittel der
mutierten Proben stammt aus der Gruppe HER2/neu. Zu ,, Triple negative zéhlt eine mutierte Probe.
Histologisch entsprechen alle Proben (100%) dem ,,No-special-type®. Das istim Vergleich zu Martinez-
Saez et al. nicht iibereinstimmend, dort machte hormonrezeptorpositiver, HER2-negativer Brustkrebs
(Luminal A und Luminal B) den hochsten Anteil von PIK3CA-Mutationen aus, gefolgt von ,,HER2+
und TNBC-Brustkrebs. Obwohl die Mutationen bei HER2+ und TNBC seltener vorkommen, ist der
Anteil nicht zu vernachléssigen, und mehrere Studien, darunter auch klinische Zulassungsstudien wie
die von Sharma et al. [110], konzentrieren sich auf diese beiden Populationen [74]. Auch hier lassen

sich die Unterschiedene am ehesten mit der kleineren Stichprobengréf3e erkléren.

Die Sequenziertiefe ist ein MaB3 der Genauigkeit, mit der eine Variante detektiert wird, wenn sie
vorhanden ist. Fiir diagnostisch relevante Fragestellungen wird eine Sequenziertiefe von mehr als 20
Sequenzen pro Base in 100% der analysierten Regionen gefordert (Typ-A-Qualitét), sodass eine
Detektionsgenauigkeit von > 99% erreicht wird [11]. In dieser Arbeit ist bei jeder Probe die
Sequenzierungstiefe iiber 20. Somit ist hier von einem sehr sensitiven Verfahren auszugehen. Aus
diesem Grund wurde das NGS in dieser Arbeit als Referenz-Verfahren zur Sequenzierung nach Sanger

gewihlt.

5.4.1 Variant Allele Frequency

Die Variant Allele Frequency (VAF) bei den mutierten Proben betrégt iberwiegend weniger als 50%.
Das schlieBit in den allermeisten Fillen das Vorliegen einer Keimbahnvariante aus. Bei nur einer Probe
wurde ein VAF von iiber 50% ermittelt. Dies kann unter Beriicksichtigung der Ploidie auf das Vorliegen
einer Keimbahnsequenz hinweisen, ist dafiir aber nicht beweisend [66]. Vielmehr ist hier vermutlich ein
,loss of heterozygosity” (LOH) die Ursache [104]. Insgesamt handelt es sich also sehr wahrscheinlich
bei den Mutationen um erworbene, somatische Mutationen. Andere Arbeiten wie von Li et al. von 2006,
kamen durch den Vergleich von Tumor-, und Normalgewebe ebenfalls zu dem Schluss, dass es sich bei
den PIK3CA-Mutationen um somatische Mutationen handele [68]. Das Wissen, dass es sich beim
Mamma-Karzinom um somatische PIK3CA-Mutationen handelt, gibt dem Zeitpunkt der Testung und

dem Material aus dem getestet wird noch einmal eine hohere Relevanz (vgl. 5.7.1)
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5.5 Vergleich der DNA-Analyseverfahren

Was aus der Tabelle 9 und den Ergebnissen dieser Arbeit deutlich wird, ist, dass sich die
Mutationsfrequenzen fiir PIK3CA unter verschiedenen Arbeitsgruppen stark unterscheiden. Der Grund
dafir 1st vermutlich multifaktoriell. Individuelle Kohorten-Strukturen, unterschiedliche
Stichprobengrofen und auch verschiedene Mutationsanalyseverfahren erschweren eine objektive
Vergleichbarkeit. Daher werden Standardmethoden mit hoher Sensitivitdt und Spezifitit bendtigt, die
zuverlassige und vergleichbare Ergebnisse liefern, um die pradiktive und prognostische Bedeutung von
PIK3CA-Mutationen beim Mammakarzinom abschlieend zu untersuchen. Aus diesem Grund wurden

in dieser Arbeit drei verschiedene DNA-Analyseverfahren miteinander verglichen.

Die erste Methode zum Nachweis von PIK3CA-Mutationen war die Sanger-Sequenzierung. Vor allem
bei dem Versuch, das Exon 9 zu analysieren, entstanden gro3e Herausforderungen. Lediglich circa 25
Prozent (vgl. 4.1.5) der Proben konnten iiberhaupt auf eine Mutation auf Exon 9 untersucht werden. Bei
den restlichen 75% war eine Auswertung nicht moglich. Die Griinde hierfiir wurden in 5.2.2 diskutiert.
Ruiz et al. haben in ihrer Studie von 2007 50% der in Paraffin eingebetteten Proben mittels PCR
analysieren kénnen. 100% konnten dagegen in der Gruppe mit gefrorenen Proben sequenziert werden
[39]. Ruiz et al. konnten zeigen, dass die Art des Fixiermittels ein Hauptgrund fiir das Scheitern der
PCR ist. Es ist denkbar, dass das auch in dieser Arbeit ein Grund war. Grundsitzlich ist eine
Mutationsanalyse aus Formalin-fixiertem und in Paraffin-eingebettetem (FFPE)-Gewebe eine
Schwachstelle der Sequenzierung nach Sanger. Ming et al. beschreiben in Ihrer Arbeit eine Sensitivitét
von 20-50% fiir den Nachweis mutierter Zellen in FFPE-Gewebe. Zusétzlich ist eine subjektive

Interpretation schwer zu vermeiden, wenn das Signal-Rausch-Verhiltnis niedrig ist [82].

Das ARMS-Kit der Echtzeit-PCR hat viele Vorteile. Zum einen stellt es ein in sich geschlossenes
System dar. Dadurch wird es resistenter gegeniiber Kontaminationen. Zusétzlich geht es mit einer, im
Vergleich, schnelleren Durchlaufzeit einher, welche in einigen klinischen Situationen relevant sein
kann, und eine benutzerfreundliche, softwaregestiitzte Datenauswertung, die eine subjektive

Interpretation verhindert [82].

Thle et al. fithren in Threr Arbeit liber den Vergleich verschiedener Mutationsanalysemethoden mehrere
Gesichtspunkte iiber das NGS auf. Die Sequenzierung der néchsten Generation ermoglicht den
sensitiven und simultanen Nachweis verschiedener Mutationen in unterschiedlichen Genen in einem
Multiplex-Ansatz. Auf der anderen Seite zeichnet sich die NGS durch einen hohen Arbeitsaufwand mit
viel Hands-on-Zeit und hohen Kosten aus. Diese Nachteile wiirden nach Ihle et al. aber durch die
Multiplexing-Madglichkeiten, das breite Spektrum der entdeckten Mutationen und die hohe Sensitivitét
kompensiert. Verdffentlichungen wie die von Ross et al. zeigen ndmlich, dass fast 75% der

Genvariationen von Krebserkrankungen durch einen Ansatz, der nur Hotspot-Mutationen analysiert, wie
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es bei der Echtzeit-PCR der Falls ist, iibersehen werden konnten [50,100]. Deshalb ist es von grolem
Vorteil, wenn eine gesamte Sequenz untersucht werden kann und nicht nur einzelne Hotspots fokussiert
werden. Insgesamt ist aber nach Strohkamp et al. die bloe Analyse des PIK3CA-Status (ohne
zusétzliche BRCA 1/2-Anforderung) mittels NGS nicht kostendeckend darstellbar [116].

Wenn dieses Verfahren in der Zukunft routiniert eingesetzt werden soll, miissen unter anderem nach
Ihle et al. [50] noch einige Fragen einheitlich gekliart werden: Wo ist der Cut-off-Wert fiir eine
zuverldssige Mutation zu definieren, welches Mutationsspektrum ist zu melden, wie werden die
Ergebnisse validiert und wie werden die riesigen Datenmengen gehandhabt? Standardisierung und
Validierung des Testverfahrens und der Dateninterpretation und Kostensenkung sind die

Herausforderungen der Zukunft.
5.5.1 Vierfeldertafel und Cohen‘s-Kappa

Die Testgiitekriterien der Sequenzierung nach Sanger werden in dieser Arbeit in Relation zur NGS
berechnet. Die Next-Generation-Sequencing wird aufgrund ihrer hohen Sensitivitét als zuverldssige
Referenz genutzt. Der positive priadiktive Wert war in dieser Arbeit fiir die Sequenzierung nach Sanger
bei 100%. Zeigte die Sequenzierung nach Sanger in dieser Arbeit einen positiven Mutationsstatus auf,
lag in 100% der Fille eine Mutation vor. Zudem ist die Spezifitit der Sequenzierung nach Sanger in
dieser Arbeit bei 100%. Es wurden also keine falsch-positiven Ergebnisse erzeugt. Der negative
pradiktive Wert der Sequenzierung nach Sanger ist in dieser Arbeit bei 64,7%. Bei 35,3% lag eine
Mutation auf dem PIK3CA-Gen vor, obwohl die Sequenzierung nach Sanger den Wildtyp detektierte.
Die Sensitivitdt betrdgt 33,3%. Lediglich jede Dritte Patientin mit PIK3CA-Mutation wird durch die

Sequenzierung nach Sanger detektiert.

Um die verschiedenen Verfahren objektiv miteinander vergleichen zu kénnen, wurde die Inter-Rater-
Reliabilitdt berechnet. So kann verglichen werden, ob die verschiedenen Verfahren zuverldssig zu
denselben Ergebnissen kommen. Cohen’s Kappa ist hierbei ein MaB fiir die Ubereinstimmung zweier
Verfahren. Die Verfahren, die Ergebnisse liefern, werden hier zu den Ratern. Der Wert des Cohens-
Kappas kann dann nach Tabellen von A/tman, oder Landis und Koch (vgl. Tabelle 39) ausgewertet und

eingeordnet werden.

Vergleicht man das Next-Generation-Sequencing mit der Echtzeit-PCR mit einem Kappa von circa 0,0,
dann spricht das fiir eine knapp gute Reliabilitdt. Die beiden Verfahren kommen in einem guten und
zuverldssigen Verhéltnis zu demselben Ergebnis. Geht man davon aus, dass das Next-Generation-
Sequencing, aus den in 5.4 und 5.5 aufgefiihrten Argumenten die zuverldssigste Methode von denen
hier untersuchten ist, dann sprechen die Ergebnisse dafiir, dass die Echtzeit-PCR eine gute Alternative

ist, um die SOLAR-1-Mutationen zu detektieren. Sie ist kostengiinstiger und von der Durchfiihrung her
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schneller und unkomplizierter. Schaut man auf die sich unterscheidenden Ergebnisse von NGS und rt-
PCR (vgl. Tabelle 38), dann fallt auf, dass sich die Ergebnisse zweimal grundlegend unterscheiden. Bei
Probe 2 ermittelt die rt-PCR eine Mutation, die durch das NGS nicht bestétigt werden kann und bei
Probe 17 umgekehrt. Die Unstimmigkeiten aller anderen Proben, haben andere Griinde. Probe 3 konnte
beispielsweise durch die rt-PCR nicht analysiert werden. Bei Probe 6 zeigen beide Verfahren eine
Mutation auf Exon 9 an, allerdings zwei verschiedene Mutationen. Bei Probe 19 detektiert das NGS die
Mutationen ,,V344M* und ,,P466S*, die mittels dem hier verwendeten KIT nicht iiber die Echtzeit-PCR
analysiert werden konnen. Zusammengefasst kann man erkennen, dass die grundlegenden falschen und
widerspriichlichen Detektionen sich auf zwei von 20 Proben (10%) beschranken. Beriicksichtigt man
diese Resultate in der Cohens-Kappa Berechnung, kommt man auf ein Ergebnis von Cohen’s Kappa,
berechnet fiir die Echtzeit-PCR und das Next-Generation-Sequencing auf 20 Proben (Tabelle 43) fiir die
generelle Detektion einer Mutation, von Kappa = 0,798 (aufgerundet 0,8) als Anteil der
Ubereinstimmung, die iiber den Zufall hinausgeht. Das entspricht nach Altman knapp einer sehr guten

und nach Landis und Koch einer fast perfekten Reliabilitit (vgl. Tabelle 39).

NGS

Wildtyp  Mutiert

Echtzeit-  Wildtyp 11 1
PCR

Mutiert 1 7

Tabelle 40:Modifizierte und hypothetische Ubereinstimmungsmatrix NGS und Echtzeit-PCR in Mutation/ Wildtyp

5.5.2 Empfehlung fiir die Praxis

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass fiir eine PIK3CA-Mutationsanalyse aus Langzeit-asserviertem
Tumorgewebe zunichst die Sequenzierung nach Sanger verwendet werden sollte. Falls die
Sequenzierung nach Sanger den Wildtyp oder kein Ergebnis nachweist, sollte eine erneute Analyse
mittels NGS stattfinden. Detektiert die Sequenzierung nach Sanger eine Mutation, ist keine weitere
Analyse notwendig. Fiir die initiale Analyse bietet sich die Sanger Sequenzierung aufgrund der geringen
Kosten an. Weitere Vorteile sind hier die schnelle Bearbeitungszeit, da die Proben einzeln angesetzt
werden konnen und nicht fiir einen "grofen Lauf" gesammelt werden miissen. Dieses ist insbesondere
von Relevanz, wenn einzelne Proben sehr dringend auf eine PIK3CA-Mutation untersucht werden
miissen, um eine Therapie mit Alpelisib zu evaluieren. Abseits der ,,SOLAR-1 Mutationen* kénnen
durch die Sequenzierung nach Sanger zusitzlich noch weitere Mutationen auf dem PIK3CA-Gen
amplifiziert werden, welche fiir die Echtzeit-PCR nicht detektierbar und fiir die Alpelisib-Therapie

entscheidungsrelevant sind. Bei einer Spezifitdt von 100% ist nach positivem Mutationsnachweis keine
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weitere Analyse notwendig. Da die Sensitivitit bei 33,3% liegt, ist nach negativem Mutationsnachweis
eine weitere Analyse mittels NGS zu empfehlen. Das NGS und die Echtzeit-PCR haben zwar eine sehr
gute Reliabilitdt, und das NGS ist im Vergleich zur Real-Time-PCR teurer und zeitaufwendiger,
ermdglicht aber bei hoher Sensitivitit den gesamten Genbereich von PIK3CA abzudecken. In dieser
Arbeit umfasste die Gruppe der Nicht-SOLAR-1-Mutationen 30%. Strohkamp et al. ermittelten in einer
retrospektiven Auswertung von 104 Mammakarzinomen mittels NGS den PIK3CA-Status. Hier lag der
Anteil der Nicht-SOLAR-1-Mutationen bei 24%(116]. Klinisch wiirde das ein Ausbleiben der Alpelisib-
Therapie fiir circa ein Viertel der Patientinnen bedeuten, sollte die PIK3CA-Mutationsdiagnostik mit
der RT-PCR stattfinden. Diese Problematik beschreiben beispielsweise auch Lehmann et al. und Rugo
etal. [67,103].

Nachweis Wildtyp/ Erneute Analyse

Keine Analyse mittels NGS

moglich
PIK3CA-

Mutationsanalyse Sequenzierung

aus asserviertem nach Sanger

Tumorgewebe Keine weitere
Nachweis einer

PIK3CA-Mutation

Analyse

notwendig

Tabelle 41: Vorgehensempfehlung zur PIK3CA-Mutatationsanalyse aus Langzeit-asserviertem Tumorgewebe

5.5.3 Langzeitarchivierung

Die in dieser Arbeit untersuchten Proben sind in Formalin-fixierte und paraffin-eingebettete
Gewebeproben, welche im Zeitraum von 2006 bis 2011 angefallen sind. Somit weisen die Proben
Archivlagerungszeiten von 9 Jahren bis 14 Jahren auf. Die Langzeitarchivierung von FFPE-Blécken bei
Raumtemperatur ist aufgrund der Wartungs-, Platz- und Arbeitskosten kostengiinstiger als
beispielsweise die Lagerung von gefrorenem Gewebe bei extrem niedrigen Temperaturen und wird
somit hdufig zur Archivierung von Gewebeproben verwendet [62]. Es ist jedoch bekannt, dass
formalinfixierte Archivproben molekularbiologische Anwendungen erschweren, da die Makromolekiile
durch die Formalinfixierung irreversibel verdndert werden konnen [76] (siehe 5.5). Zusitzlich zu der
FFPE-Konservierung besteht die Moglichkeit einer potenziellen Variabilitdt in der
Proteinzusammensetzung und -gewinnung aufgrund der Lénge der Lagerungszeitrdume [9]. Kokkat et
al. konnten allerdings in ihrer Arbeit von 2013 zeigen, dass bei FFPE-Gewebe welches bis zu 12 Jahren
langzeitarchiviert wurde, die DNA quantitativ und qualitativ mit der DNA vergleichbar ist, die aus

FFPE-Blocken mit einer Lagerdauer von weniger als einem Jahr extrahiert wurde [62]. Auch in dieser
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Arbeit konnten mittels NGS alle, und mittels RT-PCR nahezu alle langzeitarchivierten Proben
ausgewertet werden. Die Schwierigkeiten bei der Auswertung der Proben mittels Sanger-Sequenzierung
sind daher am ehesten nicht hauptséchlich auf die Langzeitarchivierung an sich zuriickzufiihren (vgl.
5.5 und 5.2.2) und eine PIK3CA-Testung ist aus langzeitarchiviertem Tumorgewebe grundsitzlich
praktikabel. Nichtsdestotrotz sollte bei einer Testung auf eine PI3KCA-Mutation auf eine moglichst
aktuelle Biopsie zuriickgegriffen werden, da es zu einer metachronen PIK3CA Mutation, und als

Konsequenz zu einer ausbleibenden Therapie mit Alpelisib kommen kann (vgl. 5.7.1).

5.6 PIK3CA
5.6.1 Die prognostische Aussagekraft von PIK3CA

Durch Arbeiten wie Kang et al. [60] und Samuels et al. [106] aus den Jahren 2005 und 2004 kann es als
bewiesen gelten, dass eine Mutation in den Hotspots als Onkogen fungiert. Dariiber hinaus postulieren
Samuels et al. 2010, dass PIK3CA eines der am héufigsten mutierten Onkogene bei menschlichen
Krebserkrankungen ist [107]. Als Folge der Mutation steigt die Aktivitét der Lipidkinase und des PI3K-
Signalwegs. In der Konsequenz begiinstigt eine Mutation das Zellwachstum. Interessanterweise wurden
aber in der Arbeit von Reinhardt et al. [97] die hochsten Haufigkeiten von PIK3CA-Genmutationen in
Tumoren mit giinstigeren Prognosemerkmalen festgestellt. Dazu zdhlen niedrigere Gradings nach Elston
& Ellis (G1 und G2), Ostrogen- und Progesteronrezeptor-Positivitit, Wachstumsfaktor (HER2/neu)-
Negativitdt und eine intrinsische Zuordnung in die luminalen Gruppen. Bei Tumoren mit hoher
Risikobiologie (HER2-positive und Triple-negative Karzinome) ermittelten sowohl Reinhardt et al., als
auch Martinez-Saez et al. [74] die niedrigsten Raten an PIK3CA-Mutationen. Campbell et al. [17]
erkliren diesen Zusammenhang dadurch, dass die von der PIK3CA-Mutation abhédngige Aktivierung
von AKT den Ostrogenrezeptor Ostrogen-unabhiingig phosphoryliert und aktiviert, was zu einer
Estradiol-unabhingigen Transkriptionsaktivitit des Ostrogenrezeptors und in der Folge zu einem
bevorzugten Wachstum von ER-positivem Krebs fiihrt. Daher fordern mutierte PI3K wahrscheinlich
das ER-positive Krebswachstum und konnten die Uberreprisentation von PIK3CA-mutierten Tumoren
bei luminalem und gut differenziertem Brustkrebs erkldren [97]. Nach Ellis et. al [34] sind ungefahr 70
% der Brustkrebsfille Hormonrezeptor-positiv. Das ldsst sich in dieser Arbeit nicht iiberpriifen, da

das Patientenkollektiv gleiche Anteile der intrinsischen Subtypen aufwies.

Beziiglich der prognostischen Aussagekraft von Mutationen im PIK3CA-Gen unterscheiden sich die
Erkenntnisse verschiedener Arbeitsgruppen. Die Arbeitsgruppe um Dumont et al. [32] fand in ihrer
Studie aus 2012, nach Auswertung von 2587 Brustkrebsfillen, dass Patientinnen mit PIK3C-mutierten
Tumoren ein besseres klinisches Ergebnis haben als solche mit einem PIK3CA-Wildtyp. Sobhani et al.
dagegen ermittelten 2018 in einer Meta-Analyse von klinischen Studien mit 1929 Patientinnen einen
negativen Einfluss einer PIK3CA-Mutation auf die Prognose [112]. Reinhardt et al. konnten in ihrer

Arbeit aus 2022 gar keinen Zusammenhang zwischen einer Mutation und dem rezidivfreien Intervall
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oder dem Gesamtiiberleben ermitteln, erkléren sich aber diese Divergenz durch die Heterogenitét der
untersuchten Populationen in Bezug auf Stichprobengrofe, Untergruppen und Art der Behandlung.

Daher konnen Selektionsverzerrungen in diesen Analysen nicht ausgeschlossen werden [97].
5.6.2 Die pradiktive Aussagekraft von PIK3CA

Die préadiktive Aussagekraft von PIK3CA ist ebenfalls noch nicht eindeutig geklért. Es werden noch
weitere Studien bendtigt, um eindeutige Aussagen iiber beispielsweise PIK3CA-mutierten
Hormonrezeptor-positiven Brustkrebs und die Wirkung von Aromatasehemmern und Tamoxifen zu
treffen [97]. Stemke-Hale et al. fanden keinen Zusammenhang zwischen einer PIK3CA-Mutation und
der Wirkung von adjuvantem Tamoxifen [115]. Beelen et al. beschreiben in ihrer Arbeit von 2014 dafiir
sogar eine Tamoxifen-Resistenz [12]. Im Kontrast dazu kommen Kalinski et al. zu dem Ergebnis, dass
eine Mutation im PIK3CA Gen sogar die endokrine Sensitivitit erhdht , was in der Folge die kompetitive
Hemmung durch Tamoxifen begiinstigen wiirde. Grundsétzlich sind diese molekularphysiologischen
Mechanismen noch nicht vollstindig und ausreichend geklart. Reinhardt et al. fithren die Estradiol-
unabhéngigen Transkriptionsaktivitit des Ostrogenrezeptors als mdglich relevanten Mechanismus fiir
die Wirkung von Aromatase-Inhibitoren und Tamoxifen auf die luminalen Karzinome an. Sie verweisen
aber auch darauf, dass noch zahlreiche andere Mechanismen fiir diese Wechselwirkungen in Betracht
gezogen werden miissen [97]. So gibt es beispielsweise Hinweise darauf, dass Verdanderungen im PI3K-
Signalweg auf die Zusammensetzung des Tumormikroumfelds bei luminalem Brustkrebs, einschlieBlich

der Anziehung von CDS8-positiven T-Zellen, wirken [113].

Bei Patienten mit HER2-positivem Brustkrebs ist der Effekt von einer PIK3CA-Mutation ebenso unklar.
Reinhardt et al. beschreiben ihn als klein und nicht signifikant [97]. Bei Patientinnen mit triple-
negativem metastasiertem Brustkrebs wirkt sich eine PIK3CA-Mutation positiv auf das

Gesamtiiberleben aus. Zu diesem Ergebnis kamen Mosele et al. in 2020 [85].
5.6.3 Prognostische Aussagekraft von Exon 9 und 20

Es existieren Studien, die entgegen der urspriinglichen Meinung, die Exon 9- und Exon 20-Hotspot-
PIK3CA-Mutationen seien gleichermalien ,,gain-of-function* und transformierende Mutationen [134],
Unterschiede bei den fiir die PI3K-Aktivierung erforderlichen Proteinpartnern und ein unterschiedliches
tumorigenes Potenzial in Tiermodellen zwischen Exon 9- und Exon 20-Mutationen festgestellt haben
[87,135]. Nach Mukohara et al. hat eine Exon 20 Mutation eine insgesamt bessere Prognose als eine
Exon 9 Mutation [87]. Barbareschi et al. fanden 2007 heraus, dass im Vergleich zu Exon 20, eine
Mutation auf Exon 9 mit frithen Rezidiven und Tod assoziiert ist [10]. Auch Teran et al. unterstiitzen
diese Beobachtung [119]. Dariiber hinaus ergab eine weitere Studie, dass sich die Patientenmerkmale

(Alter zum Zeitpunkt der Diagnose, Menopausenstatus, histologisches Grading und
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Lymphknotenstatus) aufgrund der Lage der Mutation nicht unterscheiden. Die Studie kam aber auch zu
dem Ergebnis, dass auf Exon 9 mutierte Mammakarzinome eher zu Rezidiven neigen [2]. Loi et al.

beschreiben diese Tendenz ebenfalls, ermitteln dafiir aber keine statistische Signifikanz [70].

5.7 Alpelisib
5.71 SOLAR-1-Studie

Die SOLAR-1-Studie bildete die Grundlage fiir die Zulassung von Alpelisib. In der praktischen
Mutationsanalyse ergaben sich vereinzelte Fragestellungen, welche nicht vollumfassend von der Studie
adressiert werden. Grundsétzlich blieb offen, wann der richtige Zeitpunkt fiir eine Testung ist und aus
welchem Material eine Testung auf eine PIK3CA-Mutation stattfinden soll. In der SOLAR-1-Studie
wurden bei 92% der Patientinnen und Patienten, analog zu dieser Arbeit, der Mutationsstatus aus
Paraffin-eingebettetem Tumorgewebe bestimmt. Bei 8% wurden frische Biopsien entnommen [101]. Da
es sich bei der PIK3CA-Mutation um eine somatische Mutation handelt, besteht die theoretische
Moglichkeit einer Mutation nach Biopsieentnahme. Verldngert sich die Zeitspanne zwischen
Biopsieentnahme und Evaluation einer Alpelisib-Therapie steigt auch die Wahrscheinlichkeit einer
metachronen PIK3CA-Mutation. Somit steigt auch das Risiko einer unerkannten PIK3CA-Mutation und
als Konsequenz einer ausbleibenden Therapie mit Alpelisib. Dies ist vor allem der Fall bei Langzeit-
asserviertem Tumorgewebe. Die Zulassung von Alpelisib beinhaltet die "liquid biopsy" als Analyse-
Moglichkeit. In der SOLAR-1-Studie konnte nachgewiesen werden, dass verglichen mit solidem
Tumorgewebe der Nachweis einer PIK3CA-Mutation im Blutplasma als ein besserer Préadiktor fiir das
progressionsfreie Uberleben gilt [136]. Nach Strohkamp et al. sollte aber die Untersuchung des
Tumorgewebes nach Maoglichkeit einer "liquid biopsy" vorgezogen werden, da sich durch die
mikroskopische Quantifizierung des prozentualen Anteils der Tumorzellen im Gewebe ein falsch-
negatives Ergebnis, wie es als "Restrisiko" bei der "liquid biopsy" besteht, nahezu ausschlieBen ldsst
[116]. Es bleibt also unklar, wie mit den "liquid biopsies" zukiinftig umzugehen ist. Es bendtigt klare
Richtlinien und Handlungsempfehlungen, um die Vergleichbarkeit zu erhéhen und Grauzonen zu
minimieren. Dariliber hinaus benétigt es voraussichtlich noch eingehendere Studien, um dieses
grundsétzlich elegante "liquid biopsy" Verfahren in der Zukunft fest im klinischen Alltag zu etablieren
[118], auch vor dem Hintergrund der stetigen Weiterentwicklung dieses Verfahrens. Martinez-
Rodriguez et al. beschreiben beispielsweise extrazellulire Vesikel-DNA (EV-DNA) als wertvollen
Biomarker neben ctDNA (circulating Tumor DNA), der das Verstindnis verschiedener Analyte in der
,»liquid biopsy* bereichert und Strategien in der Prdzisionsonkologie fiir das Hormonrezeptor-positive

Her2/neu-negative fortgeschrittene oder metastasierte Mammakarzinom unterstiitzt [73].
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5.7.2 Marktriicknahme Alpelisib

In Kombination mit Fulvestrant erhielt Alpelisib im Juli 2020 von der Européischen Arzneimittelagentur
(EMA) die Zulassung zur Behandlung von postmenopausalen Patientinnen und von ménnlichen
Patienten mit Hormonrezeptor (HR)-positivem, HER2-negativem, lokal fortgeschrittenem oder
metastasiertem Mammakarzinom mit Nachweis einer PIK3CA-Mutation und nach Versagen der
antihormonellen Therapie. Die Firma NOVARTIS hat im April 2021 angekiindigt Alpelisib vom
deutschen Markt zu nehmen. Grund seien gescheiterte Preisverhandlungen mit den Krankenkassen.
2020 habe das Medikament iiber 70.000 Euro jéhrlich gekostet. Alpelisib ist weiterhin in der EU
zugelassen, muss aber aus dem Ausland importiert werden [144]. Dies bedeutet fiir die Patientinnen in
Deutschland einen erheblichen Mehraufwand und erhohten Leidensdruck, dadurch, dass trotz der

Zulassung ein Kosteniibernahmeantrag bei der Krankenkasse vor Therapiebeginn gestellt werden muss.

5.7.3 BYLieve-Studie

Die seit dem Jahre 2017 etablierte BYLieve-Studie baut auf die SOLAR-1-Studie auf. SOLAR-1
konzentrierte sich auf Patientinnen, deren Krankheit nach Abschluss oder wihrend einer adjuvanten
endokrinen Therapie wieder auftrat. Die Studie wurde abgeschlossen, bevor die Behandlung mit
CDK4/6-Inhibitoren als Standardtherapie in der Erstlinienbehandlung eingefiihrt wurde. Die Phase-2-
Studie BYLieve untersucht die Sicherheit und Wirksamkeit von Alpelisib in Kombination mit Letrozol
oder Fulvestrant bei Patientinnen mit PIK3CA-mutiertem, Hormonrezeptor-positivem, HER2-
negativem fortgeschrittenem Brustkrebs, die unter oder nach einer fritheren Therapie, einschlieBlich
eines CDK4/6-Hemmers, eine Progression erlitten haben. BYLieve zeigt, dass Alpelisib plus
Fulvestrant eine adédquate Behandlungsoption mit iiberschaubarer Vertréglichkeit fiir Patientinnen mit
Hormonrezeptor-positivem, HER2-negativem, PIK3CA-mutiertem fortgeschrittenem Brustkrebs in der
Post-CDK4/6-Inhibitor-plus-Aromatase-Inhibitor-Situation ist. Die in BYLieve beobachteten
verbesserten Sicherheitsergebnisse belegen, dass eine frithere CDKA4/6-Inhibitor-Exposition das
Sicherheitsprofil von Alpelisib plus Fulvestrant wahrscheinlich nicht beeintrachtigt und dass

unerwiinschte Ereignisse mit den derzeitigen Leitlinien im Allgemeinen beherrschbar sind [102].

5.7.4 PIK3CA als “target of therapy” — PI3K-Inhibitoren

Mehrere PI3K-Inhibitoren sind aktuell schon von der amerikanischen ,,Food and Drug Administration
(FDA) fiir verschieden Krebsarten zugelassen worden. Darunter Alpelisib, Idelalisib und Copanlisib
[55]. Idelalisib wird bei der Therapie von Non-Hodgkin-Lymphomen eingesetzt. Copanlisib kommt bei
der Therapie des follikuldren Lymphoms zum Einsatz. Je nach den anvisierten Isoformen von PI3Ks der
Klasse IA lassen sich PI3K-Inhibitoren in Pan-PI3K-Inhibitoren wie Buparlisib (BKM120) und
Pictilisib (GDC-0941), Isoformspezifische PI3K-Inhibitoren wie Taselisib (GDC-0032) und Alpelisib
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(BYL719) und Duale PI3K/mTOR-Inhibitoren wie BEZ235 einteilen. Nach den bisherigen Ergebnissen

klinischer Studien weisen diese isoformspezifischen PI3K-Inhibitoren im Vergleich zu den Pan-PI3K-

Inhibitoren eine bessere Vertrdglichkeit und eine hohere Wirksamkeit gegen Krebs auf. (Krop et al.,

2016; Baselga et al., 2017; André et al., 2019). Aus diesem Grund werden in Zukunft weitere spezifische
PI3K-Inhibitoren erwartet [30].

Wirkungsklasse

Substanz

Pan-PI3K Inhibitoren

pl10-
Isoformspezifische-
Inhibitoren

Duale PI3K/mTOR-
Inhibitoren

Buparlisib

XL-147

PX-866

PKI-587

Pictilisib (GDC-0941)

Wortmannin
LY?294002

Alpelisib

Taselisib (GDC-0032)
INK-1117

Idelalisib (CAL-101)

BEZ235
BGT226
PF-4691502
GDC-0980
XL-765

Tabelle 42: Ubersicht der Inhibitoren des PI3K/AKT/mTOR-Signalweges modifiziert nach Lux et al. [71]
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