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EFSR1 Mutationsnachweis in ctDNA mittels digitaler PCR
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Brustkrebs ist die haufigste Krebserkrankung bei Frauen mit etwa 70.550 Neuerkrankungen jahrlich. Zwei Drittel dieser Falle sind ER-positiv/HER2-negativ und konnen mit
endokrinen Therapien behandelt werden. Etwa 40% der Patientinnen entwickeln eine Resistenz gegen diese Therapien, oft aufgrund von Mutationen im ESR1-Gen (30-40%).
Neuere Therapien kdnnen das Tumorwachstum bei Vorliegen solcher Mutationen verlangsamen. 2023 wurde das Medikament ORSERDU® (Elacestrant) in Deutschland fur die
Behandlung von ER-positivem, HER2-negativem, lokal fortgeschrittenem oder metastasiertem Brustkrebs zugelassen, wenn eine endokrine Therapie nicht mehr wirksam ist und
eine ESR1-Mutation vorliegt. Die molekulargenetische Diagnostik auf ESR1-aktivierende Mutationen mittels Liquid Biopsy kann dabei helfen wichtige Therapieentscheidungen zu
treffen und das progressionsfreie Uberleben von Brustkrebspatientinnen zu verlangern.
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Methodenbeschreibung der digitalen PCR

Mechanismus der Digitalisierung einer PCR Hardwarekomponenten Signaldetektion
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Abb.1 : Digitalisierung einer PCR [Erstellt nach Vorlage von : https://www.thermofisher.com] Abb.2: Hardwarekomponenten [Erstellt nach Vorlage von : https://www.thermofisher.com] -
» Die Digitalisierung erfolgt durch die Verteilung der Einzeltemplates , , , |t i tan
P Reaktionsplatten mit 20.000 Micro Wells pro RSN A0 R

eines PCR-Ansatzes in mehrere tausend Micro Wells
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Ansatz » Nach Abschluss der PCR werden die ab- » Die Emissionssignale werden von einem
» QuantStudio Absolute Q Digital-PCR-System gespaltenen Fluorophore bei spezifischen Kamerasystem detektiert und von der Software
Wellenlangen zur Emission angeregt quantifiziert

Der Ostrogenrezeptor und seine Rolle bei Brustkrebs

Therapieentscheidung bei POD Resistenzausbildung bei Hormontherapie
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Vergleich zu einer Standardtherapie
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Abb.4 :ESMO Guidelines [Gennari et al., Annals of Oncology 2019] Abb.7: ESR1 wild-type vs. mutant [http://creativecommons.org]

Sicherheitsprofil aufwies.

Beispiele aus der Praxis

Praanalytik ctDNA Konzentrationen und Mutationsverteilung
) ESR1
» 3% 9.2 ml cfDNA Exact Rohrchen von Sarstedt. Target I
» Proben mussen aufgrund der begrenzten E380Q T :"‘r:t_"*“""““:“:" |
Haltbarkeit des Materials schnellstmoglich ins Labor L536H B In-frame indel 15\{;,\\1\“
und durfen nicht eingefroren werden. L536P %>
@
m m m  Bei der Blutentnahme nicht ziehen und Kanilen der FenmN L->36R E380Q ﬁ,ﬁw\‘m
GroRke G20 nutzen. D538G I
. o ) o Y537C 1= - : - _ 3.
» Die Qualitat des Materials ist der grofste limitier- N NTD DBD Hormone Receptor LBD
. ende Faktor der Methode. Falsche Lagerung oder eae . o0 o0 o0 s o o
:_:___.‘-- _______ g meChar“SChes SCheren der B|Utze||en kann daS Abb.9: Liste analysierter Varianten und deren Lokalisation auf dem ESR1 Gen [Bielo et al., ESMO 2024].
Material mit zellularer DNA verunreinigen und die P Spektrum der nachgewiesenen Mutationen des dPCR Assays und Position im ESR1 Gen.
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Abb.8: Abnahmesystem fiir die Prdanalytik

Vorteile der Methode
Hohe Sensitivitat und Spezifitat selbst bei Allelfrequenzen von 0.1%. . lI I
P Einfache, robuste Methode mit extrem schneller TAT von ca. 2 - -
Arbeitstagen nach Probeneingang im Labor. U e
P Absolute Quantifizierung der Wildtyp-Allele erlaubt Rickschlisse auf Koo A1 P 1 1 00 Ko P "DoEl mESEOn AT s
die jeweils erreichte Sensitivitat im Ansatz. » Die Anzahl der extrahierten ctDNA Kopien » Verteilung der nachgewiesenen
ist ein wichtiger Faktor fur die Sensitivitat. Mutationen in Patientenproben.

P Nicht invasiv und kosteneffizient; keine Budgetierung.
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