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Einleitung

Das Prostatakarzinom (PCA) istin Deutsch-
land mit jahrlich ca. 78.000 Neudiagnosen
der héufigste solide Tumor des Mannes [1].
Auch wenn sich initial < 10% der Patien-
ten mit einem primdr metastasierten PCA
prasentieren, entwickeln bis 40 % aller Pa-
tienten nach lokaler Therapie Metastasen
[2]. In der Situation des systemisch metas-
tasierten hormonsensitiven PCA (mHSPC)
stellt die Androgendeprivation (ADT) in
Kombination mit einem modernen Andro-
genrezeptorbiosyntheseinhibitor (ARI) bei
geringer Metastasenlast oder in Kombina-
tion miteinem ARlund Docetaxel beihoher
Metastasenlast und Eignung fiir Docetaxel
dieleitlinienbasierte Therapie der Wahl dar
[3, 4]. Lediglich bei Patienten mit geringer
Metastasenlast sollte zusatzlich zur syste-
mischen Therapie eine lokale Therapie des
Primarius addiert werden [5-7]. Trotz einer
hohen Ansprechrate werden alle Patien-
ten mit einem mHSPC ein kastrationsre-
sistentes PCA (CRPC) entwickeln, das trotz
dermodernen Behandlungsmdglichkeiten
durch molekulare Ansatze oder die Radio-
ligandentherapie durch einen aggressiven

Verlauf und eine limitierte Uberlebenszeit
charakterisiert ist.

Somatische Mutationen der Karzinom-
zellen fiihren zu Funktionsveranderungen
spezifischer Gene oder Signaltransdukti-
onskaskaden, die in die molekulare Patho-
genese, Metastasierung und Resistenzent-
wicklung involviert sind [8]. Die Identifi-
kation solcher genomischer Alterationen
kann dazubeitragen, die Mechanismender
Tumorprogression zu verstehen und inno-
vative Therapieoptionen zu entwickeln.

Verschiedene Wege der molekularen
Diagnostik beim mHPSC und noch mehr
beim mCRPC haben zu der Identifikation
von Treibermutationen gefiihrt, die in den
Prozess der Progression involviert sind und
zum Teil bereits therapeutisch gezielt an-
gegangen werden kénnen [9, 10]. Jedoch
ist die molekulare Diagnostik des mHSPC
bzw. des mCRPC in der klinischen Routi-
ne herausfordernd, da das zur Verfiigung
stehende Material meist limitiert und ar-
chiviert ist und die wenigsten Patienten in
der klinischen Routine eine Biopsie pro-
gedienter Metastasen erhalten [9, 10].

Esist die Zielsetzung unserer retrospek-
tiven Analyse, die MAglichkeiten der mole-
kularen Diagnostik einer Panelanalyse von
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Zusammenfassung

verschiedenen Mutationen in Metastasen-
gewebe auf der Basis des modernen ,next
generation sequencing” (NGS) und der sich
daraus potenziell ergebenden therapeuti-
schen Konsequenzen im klinischen Alltag
aufzuzeigen.

Patienten und Methodik

Eswurden 311 Patienten miteinem mCRPC
ausunserer Datenbankidentifiziert, beide-
nen zwischen 2018 und 2023 eine moleku-
larpathologische Untersuchung zur Iden-
tifikation therapierbarer Mutationen aus
frisch gewonnenen Biopsien progredienter
Metastasen bzw. archivierter, paraffin-ein-
gebetteter radikaler Prostatektomie- oder
Biopsieprdparate durchgefiihrt wurde.

Alle Patienten erfiillten die Kriterien der
EAU-Leitlinien zur Definition eines mCRPC
[4]. Bei allen Patienten erfolgte zur Iden-
tifikation progredienter und mdglicher
biopsierbarer Metastasen eine konventio-
nelle Bildgebung mittels eines Compu-
tertomografie(CT)-Thorax, Abdomen und
Becken sowie eine molekulare Bildge-
bung mit einem %Ga-PSMA oder einem
18F-1007-PSMA-PET/CT  (Positronenem-
missionstomografie). Die Frage nach einer
mdoglichen CT-gestiitzten Biopsie progre-
dienter Metastasen wurde interdisziplinar
mit den interventionellen Radiologen der
Klinik diskutiert. Waren die Metastasen
unabhédngig von ihrer Lokalisation bi-
opsierbar, wurden 1-3 Stanzzylinder in
Lokalandsthesie unter stationdren bzw.
ambulanten Bedingungen entnommen.
Im Falle eines negativen bildgebenden Be-
funds oder nicht biopsierbarer Metastasen
wurde archiviertes Gewebe, meist in Form
von radikalen Prostatektomiepraparaten,
analysiert.

Das Material wurde vor weiterer Aufar-
beitung durch einen erfahrenen Uropatho-
logen befundet, um die tumortragenden
Areale fiir die nachfolgende Mikrodissek-
tion zu markieren.

DNA-Extraktion aus archiviertem
Gewebe

Von dem archivierten Material wurden 10-
mm-Schnitte angefertigt und der tumor-
tragende Anteil wurde von einem Uropa-
thologen markiert. Der markierte Bereich
wurde mit einem Skalpell vom Glastra-

(mCRPQ).

Schliisselworter

Einleitung: Die Leitlinien fordern nach Versagen der systemischen Ersttherapie des
metastasierten hormonsensitiven Prostatakarzinoms (mHSPC) eine molekulare Analyse
zur Identifikation therapierbarer Mutationen. Wir berichten tiber unsere Ergebnisse der
molekularen Diagnostik bei Patienten mit metastasiertem kastrationsresistenten PCA

Patienten und Methodik: 311 Patienten mit mCRPC erhielten eine molekulare Pane-
lanalyse von archivierten Prostatektomiepradparaten oder Computertomografie(CT)-
gestlitzten Biopsien progredienter Metastasen mittels standardisiertem NGS-Verfahren
eines Panels von 18 spezifischen Mutationen bzw. dem TSO500-Panel.

Ergebnisse: Unabhdngig vom Entnahmeort hatten 299/311 (96 %) der Biopsien
einen ausreichenden DNA-Gehalt fiir das NGS. NGS erfolgte aus Prostata (31 %),
Lymphknoten (26 %), viszeralen (17 %) und ossaren (18 %) Metastasen. Bei 223 (75 %)
bzw. 76 (25 %) Patienten wurden aktivierende/inhibierende bzw. keine Mutationen
identifiziert. Am haufigsten fanden sich Mutationen der HRD-Gene (BRCA 1/2, ATM,
CDK12, CHEK2, FANCA, Rad51C) sowie des p53 mit jeweils 22 %. Die Mehrzahl der
p53Mutationen waren inaktivierend, in 3 Fillen wurde eine Gain-of-function-Mutation
identifiziert. Mutationen der HRD-Gene inklusive eines positiven HRD-Scores waren in
>50% pathogen, so dass PARP-Inhibitoren eingesetzt werden konnten. Aktivierende
Androgenrezeptor — sowie inaktivierende PTEN/aktivierende PIC3Ca-Mutationen
fanden sich bei 42 (14 %) bzw. 24 (8 %) Patienten. Aufgrund der spezifischen AR-
Mutationen wurde eine Therapieumstellung bei 14 Patienten vorgenommen.
Mutationen der Mismatch-repair-deficiency-Gene/MSI-high lagen in 3 Féllen vor,

so dass Pembrolizumab appliziert werden konnte. Die Addition des TSO500-Panels
identifizierte nur bei 4,5 % der Patienten zusatzliche Mutationen, bei nur 2% der
Patienten hatte diese eine therapeutische Implikation gehabt.

Schlussfolgerungen: Eine NGS-Analyse beim mCRPC zeigt bei einem Drittel der
Patienten Mutationen auf, die bereits jetzt zielgerichtet therapierbar sind. Eine
fundierte Analyse der HRD-Gene sowie von AR-Mutationen sollte nach Versagen der
Erstlinientherapie erfolgen. Eine ausgedehnte molekulare Analyse empfiehlt sich nach
Versagen der sequentiellen Standardtherapie. Die molekulare Analyse mittels des
TSO500-Panels ist nur in wenigen Fallen zielfiihrend.

Androgendeprivation - PARP-Inhibitoren - Kastrationsresistentes Prostatakarzinom -
Personalisierte Medizin - Zielgerichtete Therapie - Molekulare Diagnostik

ger abgekratzt und in ein 1,5-ml-R6hrchen
Uberflihrt. Fiir die Extraktion wurde das
QiAamp DNA FFPE Advanced Kit (Qiagen,
Hilden, Deutschland) nach Herstelleranga-
ben verwendet. Nach Lésung der DNA von
der Qiagen-Saule wurde die Quantifizie-
rung sowie die Kontrolle der Reinheit mit-
tels NanoDrop (Thermo Fisher Scientific,
Langerwehe, Deutschland) durchgefiihrt.
Um eine mdgliche Degradierung der DNA
auszuschlieBen, wurden die DNA-Proben
stichpunktartig in einem 1 9%-Agarose-Gel
geladen.

Molekulare Analyse aus Biopsien

Im Falle von CT-gestiitzten Biopsien wur-
den 1-3 Gewebeproben aus der Zielldsion
entnommen, in Kochsalzlésung asserviert
und unmittelbar in das Institut fiir Patho-
logie verbracht, nach einem standardisier-

ten Protokoll aufgearbeitet und analysiert
(s. unten).

»Gene panel analysis by parallel
sequencing”

Mit dem Qubit dsDNA HS Assay (Thermo
Fisher Scientific) auf dem Qubit 2.0 Fluo-
rometer (Thermo Fisher Scientific) wurden
40ng DNA quantifiziert und nachfolgend
auf dem Covaris E220 Focused-ultrasonica-
tor (Woburn, MA, USA) mit der 8 microTU-
BE-50 Strip AFA Fiber V2 entsprechend des
Herstellermanuals ,sheared”. Die Behand-
lungszeit der Proben ist optimiert fiir FFPE-
Material und das Setting ist wie folgt: Peak
Incident Power (W): 75; Duty Factor: 15 %;
Cycles per Burst: 500; Treatment Time (s):
360; Temperature (°C): 7; Water Level: 6. Fiir
die DNA library Praparation und die Anrei-
cherung wurde der TruSight Oncology 500
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_f Retrospektive unizentrische Studie
ppQ Patientenkollektiv
N =311 mCRPC Patienten
Mutationsanalyse aus Biopsien
progredienter Metastasen (68%) oder
archiviertem Gewebe (32%)
Ergebnis 1
Entnahmeort n % DNA informativ*
Lymphknoten 82 264 78 (95.1%)
Prostata 98 315 93 (94.9%)
Knochen 57 183 48 (84.2%)
Leber 38 122 36 (94.7%)
Lunge 14 4.5 12 (85.7%)
andere 22 7.1 20(90.1%)
Gesamt 311 100 299 (96.1%)

Entnahmeort der Biopsie; *ausreichende DNA - Menge zur
molekularpathologischen Analyse
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Kit (Ilumina) entsprechend des Hersteller-
manuals verwendet. Die Libraries wurden
nach Anreicherung quantifiziert, gepoolt
und auf einem NextSeq 500 (lllumina, San
Diego, CA, USA) sequenziert.

Die Qualitdt der NextSeq 500 (lllumi-
na)-Sequenzen wurde auf dem Illumina
Sequencing Analysis Viewer (Illumina) be-
urteilt. Die Sequenzierungsdaten wurden
mit der TruSight Oncology 500 Local App
Version 1.3.0.39 (lllumina) analysiert. Ne-
ben den reinen Mutationsdaten konnten
der Mikrosatellitenstatus sowie die ,tumor
mutational burden” analysiert werden.

Expressionsanalyse

Die Differentialexpression der selektierten
Gene auf RNA-Ebene wurde mittels der An-
wendung eines kommerziellen NanoString
Panel (NanoString Technologies, Inc., Se-
attle, WA, USA) durchgefiihrt. Die isolierte
mRNA wurde mit einem Set von genspe-
zifischen und fluoreszenzmarkierten Gen-
sonden fiir 18 h bei 65 °C hybridisiert. Die
Hybridisationsprodukte wurden weiter auf
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Wie haufig finden wir mutierbare Mutationen beim mCRPC?

Haufigkeit der verschiedenen Mutationen und Auswirkungen auf eine
potentielle zielgerichtete Therapie

= Eine NGS-Analyse beim mCRPCzeigt bei einem Drittel der Patienten Mutationen auf, die
bereits jetzt zielgerichtet therapierbar sind. Eine fundierte Analyse der HRD-Gene sowie von
AR-Mutationen sollte nach Versagen der Erstlinientherapie erfolgen. Eine ausgedehnte
molekulare Analyse empfiehlt sich nach Versagen der sequentiellen Standardtherapie.
Die molekulare Analyse mittels des TSO500 Panels ist nur in wenigen Féllen zielfiihrend.

Zielparameter

@& Haufigkeit von therapierbaren
Mutationen mittels NGS-Analyse eines
Panels von 18 PCA-spezifischen Genen

Beobachtungszeitraum

AN

2018-2023
Ergebnis 2

Mutation N (%) Zielgerichtete Therapie

Wildtyp 76 (25.3) keine

P53 Verlust 63(22.1) Undruggable

P53 gain-of-function 3(1.5) PARPi

BRCAness-assoziierte Gene 66 (22.1) PARPi

AR - Mutation 42(14.1) ARTA, etc

PIK3CA/PTEN 24(8.0) Ipatasertib

Wnt Pathway 15(5.0)  Undruggable

MSH6/MSlhigh 5(1.7) Pembrolizumab

Andere 5(1.7) variabel

Die Urologie

einem nCounter PrepStation (NanoString
Technologies, Inc.) prapariert, bevor die-
se in die entsprechenden Cartridges gela-
den wurden. Das digitale Z&hlen der Fluo-
reszenzsignale erfolgte auf dem nCoun-
ter Digital Analyzer. Nachfolgend wurde
die Datenanalyse inklusive der erforderli-
chen Statistik mit der nsolver 3.0 Software
und dem zugehdrigen Advanced Analysis
2.0 Package durchgefiihrt. Die Normalisie-
rung der Proben erfolgt mittels Analyse der
in dem Panel inkludierten Housekeeping-
Gene.

Die Mutationsanalyse erfolgte initi-
al mittels NGS [22] in einem von uns
zusammengestellten ,Prostatakarzinom-
panel” von 18 Multiplex PCR Amplikons
(AR, ATM, AURKA/MYC, BRCA 1/2, CDK12,
CTNNB1, DLL3, ETS family, FOXA1, FOX01,
MED12, PIK3CA, PTEN, RAD51C, TP53,
Wnt-Pathway), deren Generierung mit
einem GeneRead DNAseq Custom Panel
V2 (Qiagen) durchgefiihrt wurde. Das Pa-
nel wurde generiert, um die haufigsten,
potenziell therapierbaren Mutationen in
einer Analyse nachweisen zu kdnnen. Zu-

dem haben wir den MSI-Status und den
HRD-Score berechnet (s.unten). Ab 2023
fihren wir in ausgewdhlten Féllen die
NGS-Analyse mittels des TSO500-Panels
durch. Fiir die Library-Erstellung wurden
GeneRead DNA Library | Core, GeneRead
DNA | Amp Kits sowie NEXTflex-96 DNA
Barcode Adapter verwendet.

Die Analyse der Defizienz der homo-
logen Rekombinationsreparatur (HRD)
erfolgt tiber die Kombination von BRCA 1-
und BRCA 2-Mutationen sowie dem HRD-
Score (Genomic ScarScore GSS) mittels des
HANDLE HRD Focus Panels (Halo-shape
Annealing und Defer-Ligation Enrichment,
AmoyDx). Zur gezielten Erfassung von
Varianten und HRD-Score wurde mittels
Molecular Inversion Probe (MIP)-Technolo-
gie eine Parallelsequenzierungsbibliothek
hergestellt. Die Sequenzierung wurde auf
dem NextSeq (Illuma) durchgefiihrt. Die
anschlieBende Datenauswertung erfolg-
te mit dem ANDAS Server (AmoyDx). Die
Datenauswertung erfolgte mit den folgen-
den Schwellenwerten: Tumorzellgehalt >
30 %, GScore positiv bei > 50, HRD positiv:
GScore bei = 50 oder BRCA 1/2-Kategorie-
4/5 Mutation.

Zudem fiihrten wir neben der NGS-ba-
sierten Analyse des Mikrosatellitenstatus
(MSlhigh) die immunhistochemische Ex-
pressionsanalyse der Mismatch-repair-Ge-
ne MSH2, MSH6, PMS2 und MLH1 durch.

Basierend auf den molekularen Alte-
rationen der NGS-Analyse wurden die
folgenden Datenbanken gesichtet, um
bereits beschriebene mutationsbasier-
te Therapieoptionen anderer Tumoren
zu identifizieren: OncoKB (http://oncokb.
org), Clin Var (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/clinvar/), JAX-CKB (https://ckb.jax.
org), COSMIC (https://cancer.sanger.ac.uk/
cosmic) sowie My Cancer Genome (https://
www.mycancergenome.org).

Ergebnisse

Es wurden Gewebeproben unterschiedli-
cher Lokalisationen von 311 Patienten mit
einem mCRPC zur weitergehenden mo-
lekularpathologischen Analyse gewonnen
(@ Tab. 1). Bei 82 Proben handelte es sich
um archiviertes Material, 229 Proben wur-
den durch Biopsie progredienter Metasta-
sen gewonnen. Alle Biopsien wurden CT-
gestiitzt unter Lokalandsthesie durchge-
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Tab.1 Entnahmeort der Biopsie

Entnahmeort n % DNA informativ® (%)
Lymphknoten 82 264 78(95,1)

Prostata 98 31,5 93(94,9)

Knochen 57 18,3 48 (84,2)

Leber 38 12,2 36 (94,7)

Lunge 14 45 12 (85,7)

Andere 22 7,1 20(90,1)

Gesamt 311 100 299 (96,1)
°Ausreichende DNA-Menge zur molekularpathologischen Analyse

fihrt und bei keinem der 229 Patienten
kam es zu signifikanten interventionsbe-
dingten Komplikationen. 299/311 (96 %)
der Proben wiesen unabhangig vom Ent-
nahmeort eine ausreichende DNA-Menge
zur weitergehenden Analyse auf.

Das mediane Alter der Patienten betrug
70,3 (45-89) Jahre.

Die mediane Serumkonzentration
fir PSA und Testosteron betrug 98,7
(14,3-1897) ng/ml bzw. 26,5 (12-36,5)
ng/dl.

Die Patientencharakteristika inklusive
der Vortherapien und des Zeitpunktes der
molekularen Testung sind in @ Tab. 2 dar-
gestellt (B3 Tab. 3).

Ergebnisse der NGS-Analyse

Insgesamt wiesen 157 (50,5 %) Patienten
keine Mutationen bzw. nicht therapierba-
re Mutationen auf, wéhrend sich bei 154
(49,5 %) Patienten Mutationen fanden, die
prinzipiell einer zielgerichteten Therapie
zugefiihrt werden kdnnten (@ Tab. 4).

Beim Vergleich der durch die NGS-Ana-
lyse unseres ,hauseigenen” PCA-Panels er-
mittelten Mutationen gegeniiber der NGS
mit dem TSO500-Panel wird deutlich, dass
der informative Zugewinn gering ist. Mit
dem TSO500-Panel haben wir nur bei 4,5 %
der Patienten eine zusdtzliche Mutation
diagnostiziert, die wiederum bei 2% der
Patienten eine therapeutische Implikation
nach sich gezogen hitte.

BRCAness-Gene

Eine Mutation der BRCAness-Gene wur-
de bei 66 (22,1%) Patienten nachgewie-
sen, ein positiver HRD-Score wurde bei
weiteren 8 (2,7 %) Patienten identifiziert.
Am haufigsten fanden sich Mutationen fiir
ATM sowie BRCA 1/2 (B Tab. 5), wahrend

die Mutationen anderer HRD-Gene bis auf
RAD51C eher selten waren. Es wurden
34 unterschiedliche Mutationen identifi-
ziert, von denen 17 (50 %) pathogen wa-
ren und damit einer zielgerichteten The-
rapie zugdnglich waren. Unter diesen the-
rapierbaren Mutationen haben wir n=7
identifiziert, die in den von uns genutzten
Datenbanken unbekannt waren, jedoch in
allen Fallen zu einer inaktivierenden Trun-
kierung von ATM oder BRCA 1/2 fiihrten.
Da alle in dieser Region bisher beschriebe-
nen trunkierenden Mutationen pathogen
waren, sind wir davon ausgegangen, dass
auch fiir diese von uns beschriebenen Mu-
tationen eine PARP-Inhibitortherapie Er-
folg versprechend sein kénnte. 7 (10,6 %)
Patienten wiesen eine bisher unbekannte
Mutation auf, so dass deren Funktion und
somit Zuganglichkeit fiir eine zielgerichte-
te Therapie unklar ist. 6 (9,1 %) Patienten
zeigten eine Mutation unklarer Signifikanz,
die keiner weitergehenden Therapie zuge-
fiihrt werden kann.

Mit einem PARP-Inhibitor wurden
12/17 Patienten mit einer BRCA 1/2 Mu-
tation therapiert. Es wurde ein PSA-
Ansprechen in 67% (8/12) der Patienten
erzielt; das mediane progressionsfreie
Intervall bis zum erneuten PSA-Anstieg
betrug 9,8 (2,3-27,4) Monate.

Mit Olaparib wurden 5/8 Patienten
mit einem positiven HRD-Score behandelt
und zeigten ein PSA-Ansprechen > 50%
in 80% sowie ein biochemisches rezi-
divfreies Uberleben von 10,4 (5,2-28,1)
Monaten.

Androgenrezeptormutationen

Mutationen des AR fanden sich bei 42
(14,1 %) Patienten. Alle Mutationen waren
dabei in der ligandenbindenden Domane
(LBD) lokalisiert und hatten unterschiedli-

Tab.2 Patientencharakteristika
Parameter n (%)
Medianes Alter (Jahre) 70,3 (45-89)

Medianes PSA (ng/ml) 98,7
(14,3-1897)

26,5(12,0-36,5)

Medianes Testosteron

(ng/dl)

ECOG Performance Status

ECOG1 140 (45,0)
ECOG2 155 (49,8)
ECOG3 016 (5,1)
Lokaltherapie (RT/RPE) 224 (72,0)
De-novo-Metastasierung | 087 (18,0)

Initiales Stadium bei Metastasierung

M1la 031(10)
M1b 140 (45)
M1c 047 (15)
Kombination 093 (30)
Vortherapie

Gruppe 1 26 (8,4)
Gruppe 2 21(6,8)
Gruppe 3 15 (4,8)
Gruppe 4" 208 (66,9)
Gruppe 52 -

Gruppe 1 ADT > Docetaxel > ARTA > Caba-
zitaxel, Gruppe 2 ADT > ARTA > Docetaxel >
(Cabazitaxel, Gruppe 3 wie 1+ 2+ Radium
223, Gruppe 4 ADT + ARTA > Docetaxel +
""Lu-PSMA, Gruppe 5 ADT + ARTA > Doceta-
xel

“Testung bereits nach Versagen ADT + ARTA

che therapeutische Implikationen zur Fol-
ge (@ Tab. 6). 5 Patienten wiesen multiple
Mutationen in der LBD des AR auf und
weitere 3 Patienten zeigten neben der
AR-Mutationen begleitende Alterationen
zusétzlicher Gene (@ Tab. 7). Die iberwie-
gende Mehrzahl der Mutationen waren
solche, die eine Resistenz gegen die klas-
sischen nicht steroidalen Antiandrogene
wie Bicalutamid oder Flutamid bzw. eine
Resistenz gegen Abirateron induzierten.
Nur eine Mutation (V716M) bedingt ei-
ne agonistische Wirkung von Darolutamid,
wahrend die anderen Mutationen meist
zu einer agonistischen bzw. partiell ago-
nistischen Wirkung von Apalutamid bzw.
Enzalutamid fiihrten. Die Mutation T878A
ist von daher interessant, da diese zu ei-
ner agonistischen Wirkung von Prednison
fiihrt, aber eine antagonistische Wirkung
von Dexamethason induziert.

Es erfolgte bei 12 Patienten mit einer
AR-Mutation L702H und W742L eine Um-
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Tab.3 Funktion, Mutationen und Therapiemdglichkeiten der am héufigsten diagnostizierten Mutationen in der retrospektiven Analyse

Gen

Funktion

Mutation Therapie

P53

Tumorsuppressorgen; Regulation des Zellzyklus; Induktion der
Apoptose; DNA-Reparatur

Aktuell keine spe-
zifische Medikation
verfligbar

BRCAness-Gene

BRCA 1/2 Tumorsuppressorgen; Reparatur von DNA-Doppelbriichen - PARP-Inhibitor
ATM Kodiert die Serin-Proteinkinase ATM; Induktion von Signalkaska- - PARP-Inhibitor
den zur Synthese von DNA-Reparaturproteinen
RAD51C Tumorsuppressorgen; Reparatur von DNA-Doppelbriichen - PARP-Inhibitor; Cispla-
(BRCA3) tin-basierte Chemo-
therapie
Androgenre- | Transkriptionsfaktor fiir die Auspragung des mannlichen Phanotyps
zeptor Uberexpression kann zu Androgenresistenz und Proliferation von Tumorzellen fiihren
L702H Resistenz gegen Bicalutamid, Abirateron PCA-Proliferation trotz AR-Blockade | Apalutamid, Daro-
lutamid, Enzalutamid
T878A Resistenz gegen Apa, Bic, Enza, Flu; Prednison als partieller Agonist | PCA-Proliferation trotz AR-Blockade | Abi+ Dexamethason;
Darolutamid
p.875Y APA und Enza als Agonist; Ostradiol als Agonist PCA-Proliferation trotz AR-Blockade | Darolutamid
pV716M Darolutamid als Agonist PCA-Proliferation trotz AR-Blockade | Abi+ Pred.; Enzalu-
tamid
W742W/L Resistenz gegen Bic, Flu PCA-Proliferation trotz AR-Blockade | Apalutamid, Daro-
lutamid, Enzalutamid
F877L Apa und Enza als partielle Agonisten PCA-Proliferation trotz AR-Blockade | Bicalutamid, Daro-
lutamid
T878S Apa, Bic, Enza, Flu als partielle Antagonisten PCA-Proliferation trotz AR-Blockade | Abi+ Pred; Daro-
lutamid
PIK3Ca Intrazelluldre Regulation von Wachstum, Proliferation und Meta- Hemmung der Apoptose, Aktivie- Ipatasertib
bolismus rung der Proteintranslation, Steige-
rung der Proliferation
PTEN Tumorsuppressorgen UberschieBendes Zellwachstum Keine zielgerichtete
Aktivierung der Apoptose Therapieoption
Wnt-Gene Essentieller Signaltransduktionsweg fiir die Embryogenese Inhibierung des TSG APC > intrazel- | Keine zielgerichtete
luldres B-Catenin?t = Zellwachstum Therapie verfiigbar
MSH6 Bildet mit MSH2 einen Mismatch-Reparaturkomplex, der an fehler- | Vermehrung von Zellen trotz fehler- | Pembrolizumab
hafte Basenpaare der DNA bindet hafter DNA = Krebs, Lynch Syndrom
MSI-high Auftreten neuer Allele innerhalb kurzer, repetitiver DNA-Sequen- Bei Defekten der MMR-Gene hdu- Pembrolizumab

zen (Mikrosatelliten) und die daraus resultierenden Langenveran-
derungen als Folge defekter DNA-Reparaturproteine

fen sich die Mutationen in den
DANN-Strangen = Krebs

Tab.4 Haufigkeit der verschiedenen Mutationen und Auswirkungen auf eine potenzielle ziel-

stellung auf Apalutamid oder Enzalutamid.

Es wurde ein PSA-Ansprechen bei 9 Pa-

tienten fir im Mittel 6,5 (3-15) Monate

erreicht. Eine Umstellung auf Darolutamid

ist aufgrund der Zulassungssituation bei

keinem Patienten vorgenommen worden.
Bei 2 Patienten mit einer T878A-Mutation

wurde eine Umstellung auf Dexamethason

vorgenommen. Beide Patienten erreichten

eine PSA-Reduktion > 50 % fiir 6 und 8 Mo-

gerichtete Therapie

Mutation n (%) Zielgerichtete Therapie
Wildtyp 76 (25,4) Keine

P53-Verlust 66 (22,1) Undruggable

BRCAness 66(22,1) PARPi

AR-Mutation 42(14,1) ARTA etc.

PIK3CA/PTEN 24(8,0) Ipatasertib

Wnt Pathway 15(5,0) Undruggable
MSH6/MSI-high 5(1,7) Pembrolizumab

Andere (s.@ Tab. 9) 5(1,7) QTab.3

nate.
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P53-Mutationen

Mutationen des p53-Tumorsuppressor-
gens wiesen 66 (22,1%) Patienten auf,
von denen 90% in der DNA-bindenden



Tab.5 Mutationen und therapeutische Implikationen der BRCAness-Gene

Gen Exon Mutation NG Change-Protein | NG Allelfrequenz Funktion
ATM 17 C.2480A> G p.K827R 90,97 Bisher unbekannt
21 ¢3153+3G>T ¢3153+3G>T 8,23 Mutation in Splice site, Funktion unbekannt
24 ¢.3575delA K1191Rfs3 32,52 Trunkierend = pathogen
26 €.3925G>A p.A1309T 49,98 Mutation uS
29 c4424A>G p.Y1475C 51,03 Mutation uS
39 ¢.5890A>G p.K1964E 64,73 Mutation uS
41 c.6067G> A p.G2023R 35,83 Mutation uS
7 ¢.800C>T p.12671 32,99 Bisher unbekannt
7 ¢.828A>C p.K276N 15,49 Bisher unbekannt
BRCA 1 1 ¢.3700_3704 p.V1234Qfs8 45,75 Pathogen, Kat 5
16 c4676-1G>A pA676-1G> A 11,94 Pathogen, Kat 5
2 €.65_69delAG p.E23Vfs17 85,13 Pathogen, Kat 5
BRCA 2 10 ¢.1241dup p.L414FFs7 34,35 Unbekannt, aber trunkiert > pathogen
10 c1273G>T p.E425 22,31 Unbekannt, aber trunkiert = pathogen
11 ¢.2100delA p.700FFs30 76 Pathogen, Kat 4
1 €.2957_2958insA p.N986Kfs2 28,89 Pathogen, Kat 5
1 €.3847_3848delGT p.V1283Kfs2 79,39 Pathogen, Kat 5
1 ¢.3680delA p.N128Ifs6 38,43 Pathogen, Kat 5
1 €.3962_4066delinsTAAA | p.D1321Vfs6 47,47 Unbekannt, aber trunkiert > pathogen
1 €.6486_6489delACAA p.K2162Nfs5 18,61 Pathogen, Kat 5
13 ¢.7007+2T>A ¢.7007+2T>A 58,21 Pathogen, Kat 5
17 c.7883T>C p.12628T 69,28 Kategorie 3
25 €.9284A>G p.D3095G 77,89 Kategorie 3
c241T>A p.F811 53,74 Kategorie 3
4 ¢.347_349delinsT p.S116lgs7 15,01 Unbekannt, aber trunkiert > pathogen
CDK12 c469G>T p.(Glu175TER) 15,54 Trunkiert = pathogen
14 c4267G>A p.A1423T 46,4 Bisher unbekannt
CHEK1 7 c.767del p.T226Hfs14 10,7 Trunkiert = pathogen
CHEK2 - - - - -
FANCA 22 ¢.1916T>C p.Val639Ala 44,2 Bisher unbekannt
RAD51C 2 c.262C>A p.L88M 11,24 Bisher unbekannt
5 ¢.730A>G p.1244V 50,3 MuS
5 c748C>T p.H250Y 43,26 Bisher unbekannt
5 ¢.790G> A p.G264S 33,63 Mus
HRD-Score | 95,1-175,2 (positiv > 50) Pathogen

fett therapeutischer Effekt von PARPi gesichert, kursiv Therapieeffekt von PARPi wahrscheinlich, MuS Mutation unbekannter Signifikanz

Doméne gelegen waren (@Tab. 7). Na-
hezu alle diese Mutationen resultieren in
einem Funktionsverlust des p53, wahrend
3 Mutationen in den Exons 5-8 mit einem
sog. ,gain of function” assoziiert waren.
Eine Mutation fand sich in der Oligome-
risationsdomane in Exon 10 und fihrt zu
einem Funktionsverlust. 2 weitere Muta-
tionen waren in den fiir die Funktion des
Tumorsuppressorgens bedeutungslosen
Exons 4 bzw. 11 lokalisiert.

Fiir die Mutationen in der DNA-binden-
den Doméne stehen aktuell keine spezi-
fischen therapeutischen Ansétze zur Ver-

fligung. Fiir die Patienten mit einer Gain-
of-function-Mutation kdnnten theoretisch
PARP-Inhibitoren eingesetzt werden. Auf-
grund der Ablehnung eines Kosteniiber-
nahmeantrages haben wir diesen Ansatz
bei unseren Patienten jedoch nicht um-
setzen konnen.

PIK3CA/PTEN

Mutationen im PIK3CA-Pathway bzw. ein
Verlust von PTEN wurde bei 19 Patienten
identifiziert. Hier handelte es sich in der
liberwiegenden Mehrzahl um aktivieren-

de Mutationen des PIK3Ca bzw. um einen

Funktionsverlust von PTEN (@ Tab. 8).

Es erfolgte keine gezielte Therapie mit

dem AKT-Inhibitor Ipatasertib.

Wnt-Pathway

Aktivierende Mutationen im Wnt-Pathway
fanden sich bei 12 Patienten, wobei akti-
vierende Mutationen fiir CTNNB1 im Vor-
dergrund stehen (@ Tab. 8).

Bei fehlenden Therapieoptionen konn-
te keine zielgerichtete Therapie eingeleitet
worden.
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Tab.6 AR-Mutationen und deren therapeutische Implikation
Gen Mutation NG Change-Protein NG Allelfre- Funktion
quenz
AR ¢.1382_1417del p.G461_G473 94,07 Unbekannt
c.2105T>A p.L702H 14,7 Resistenz nach Bic, Abi; Apa, Enza, Daro als Antagonist
€2623C>T p.875Y 14,12 Apa, Enza als Agonist, Ostradiol aktiviert, Darolutamid als
Antagonist
¢.2632A>G p.T878A 69,34 Apa, Bic, Enza, Flu als partieller Agonist, Abi + Pred als Ago-
nist, Darolutamid als Antagonist, Abi + Dexa als Antagonist
¢.2671G>C p.D891H 90,97 Unbekannt
€2395C>G p.Q799E 99,93 Unbekannt
c2146G> A pV716M 51,69 Darolutamid als Agonist; Resistenz Abi und Bica; Enza als
Antagonist
¢1937C>A p.A646D 100 Funktionsverlust
- W742W/L - Resistenz nach Bic, Flu; Apa, Enza, Daro als Antagonist
- F877L - Apa, Enza part. Agonist, Bic, Daro als Antagonist
- T878S - Apa, Bic, Enza, Flu als part. Agonisten
AR-Fusion AR:NLGN1 chrX:66931466:chr3:17320306 | — Unbekannt, in der Literatur zeigen Fusionen Resistenzen zu
allen ARTA
AR, multipel | ¢.2105T>A p.L702H 24,04 Resistenz Bic, ABi
€2623C>T p.875Y 23,4 Apa, Enza als Agonist, Daro als Antagonist
c2105T>A p.L702H 3,16 Resistenz Bic, Abi
c.2623C>T p.874Y 4,49 Apa, Enza Agonist, Daro Antagonist
- - - Apa, Bic, Enza, Flu als partieller Agonist
C2632A>G p.T878A 49,79 Abi + Pred als Agonist Darolutamid als Antagonist Abi +
Dexa als Antagonist
€2623C>T p.875Y 88,27 Apa, Enza als Agonist, Daro als Antagonist
AR-V7 - - Resistenz gegen Abi, Enza
¢2105T>A p.L702H 48,15 Resistenz Bic, Abi, Steroide
€2632A>G p.T878A 47,51 Apa, Enza als Agonist, Daro als Antagonist

Seltene Mutationen

Insgesamt 27 Patienten zeigten selteneiso-
lierte Mutationen einzelner Gene oder ei-
ne Kombination von seltenen Mutationen
(@ Tab.9). Zielfihrend wurde bei 3 Patien-
ten eine Therapie mit Pembrolizumab bei
MSI-high bzw. MSH6-Verlust eingeleitet,
die ein PSA-Ansprechen>50% induzier-
te, das fiir 4, 6 und 8 Monate anhielt.
Mehrfachmutationen wiesen 9 (3,1 %)
Patienten in 3 (n=4) bzw. 4 (n=>5) ver-
schiedenen Genen auf (@ Tab. 7). Von den
31 nachgewiesenen Mutationen ware fiir
17 (54,8%) potenziell eine zielgerichtete
Therapie denkbar, die wir jedoch nur bei
Patient 7 umgesetzt haben. Die Kombi-
nation von Pembrolizumab und Olaparib
resultierte in einem medianen progressi-
onsfreien Uberleben von 17,5 Monaten.
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Diskussion

Die Kombination einer Androgendepriva-
tion mit einem AR stellt die Therapie der
Wahl des mHSPC dar [3, 4]. Bei Eignung
der Patienten fiir eine Docetaxel-Thera-
pie sollte die Triple-Therapie durch die
Addition von Abirateron/Prednison oder
Darolutamid insbesondere bei hoher Me-
tastasenlast angewendet werden. [12, 13].
Trotzdes erheblichen Benefits in Bezug auf
das radiologische progressionsfreie Uber-
leben (rPFS) und das Gesamtiiberleben
werden auch in Deutschland noch immer
nur ca. 40% der mHSPC-Patienten leitli-
niengerecht behandelt [14]. Mehr als der
Hélfte der Patienten wird eine der lebens-
verlangernden Therapien aus nicht nach-
vollziehbaren Griinden vorenthalten.
Trotz eines initial guten therapeuti-
schen Ansprechens entwickeln nahezu
alle mHSPC-Patienten eine Resistenz auf
die alleinige oder kombinierte Hormon-
therapie, so dass nachfolgende Zweit-

und Drittlinientherapien mit alternativem
Wirkmechanismus (zytotoxische oder Ra-
dioligandentherapie,  PARP-Inhibitoren)
eingesetzt werden, um ein erneutes An-
sprechen zu induzieren [2]. Letztendlich
ist keine der innovativen Therapien ku-
rativ oder von langer Wirkdauer, so dass
es sinnvoll erscheint, mit den modernen
Methoden der molekularpathologischen
Diagnostik friihzeitig Treibermutationen
zu identifizieren, die in den Prozess der
Resistenzentwicklung und Tumorprogres-
sion involviert sind und die eventuell
durch eine zielgerichtete medikamentdse
Therapie inhibiert werden konnen [10].
Die Uberwiegende Mehrzahl der Pa-
tienten entwickelt die Androgenresistenz
bereits im Progress nach der ersten kombi-
nierten Hormontherapie [15]. In dieser Si-
tuation besteht eine Zulassung fiir die An-
wendung von PARP-Inhibitoren bei Nach-
weis einer BRCA 1/2-Mutation [16]. Auch
wenn die PARP-Inhibitoren auf dem Boden
der aktuellen Zulassungssituation auch bei



Tab.7 Mutationen des p53-Gens
Gen | Exon | Mutation NG Chan- NG Allelfre- | Funktion
ge-Protein quenz
P53 | 4 c.2480A > p.K827R 90,97 Bisher unbekannt
G
5 3153+ 3153+ 8,23 Mutation in Splice site, Funktion
3G>T 3G>T unbekannt
- ¢396G>C | p.K132N 5,09 Nicht funktionelles Protein
6 ¢584T>C | p195T 18,61 Nicht funktionelles Protein
7" c742C>T | p.R248W 85,07 ,Gain of function”, Resistenz gegen-
liber Chemotherapie
- ¢763A>T | p.l255F 52 Funktionsverlust
- c743G>A | p.R248Q 63,2 Nicht funktionelles Protein
8 c916C>T | p.R306? 50,49 Trunkiertes Protein, wahrscheinlich
Funktionsverlust
- c817C>T | p.R273H 86,79 ,Gain of function”, dadurch Inakti-
vierung von ATM
10 ¢.1009C>T | p.R337C 51,7 Nicht funktionelles Protein
17 c488A>G | p.Tyr163Cys | 45,6 Nicht funktionelles Protein
°Diese Mutation wurde bei 2 Patienten identifiziert

fehlendem Nachweis einer BRCA-Mutation
angewendet werden kdnnen, zeigen die
Subgruppenanalysen der Studien einen
klinisch relevanten Benefit letztendlich nur
fiir die Patienten mit Mutationen der BRCA-
Gene [18, 19]. Wir favorisieren deshalb, die
molekulare Testung bereits beim ersten
Ubergang des mHSPC in das mCRPC, spa-
testens jedoch nach Versagen der ersten
Zweitlinientherapie.

Die Ergebnisse unserer retrospektiven
Analyse zeigen, dass eine molekulare Tes-
tung von Gewebeproben aus archiviertem
Material oder frisch gewonnenen Biopsi-
enprogredienter Metastasen unproblema-
tisch nach interdisziplindrer Diskussion in
den klinischen Alltag integriert werden
kann. Wir kdnnen zeigen, dass bei zwei
Dritteln der Patienten Metastasen vorlie-
gen, die meist CT-gestiitzt, seltener sono-
graphisch gestiitzt biopsiert werden kon-
nen und bei denen unabhdngig von der
Lokalisation der Metastasen in 85 % (Kno-
chen) bis 95 % (Weichteilmetastasen) aus-
reichende DNA-Mengen zur molekularen
Analyse extrahieren werden kdnnen. Ge-
rade beziiglich der hohen Verwertbarkeit
auch der Biopsien aus ossdren Metasta-
sen spielen die modernen Methoden des
Jnext generation sequencing” (NGS) auf-
grund der gegeniiber friheren Techniken
zur validen Auswertung deutlich geringe-
ren Menge an DNA eine entscheidende
Rolle [10]. Wir favorisieren beziiglich der

Mutationsanalyse eine Biopsie aus den in
der bildgebenden Diagnostik nachweisba-
ren progredienten Metastasen, da sich hier
am ehesten die fiir die Progression verant-
wortlichen somatischen Mutationen de-
tektieren lassen. Auf das archivierte Ge-
webe greifen wir nur dann zuriick, wenn
die Metastasen nicht biopsierbar sind bzw.
keine ausreichende DNA-Menge aus der
Biopsie extrahiert werden kann. In diesem
Zusammenhang konnten Hussain et al.
[11] zeigen, dass die Ausbeute der NGS
umso hoher ist, je besser das zur Unter-
suchung zur Verfiigung stehende Bioma-
terial ist und stiitzen damit unsere Stra-
tegie der Biopsie progredienter Metasta-
sen. Als Alternative zur molekularen Ana-
lyse von Gewebeproben steht prinzipiell
auch zirkulierende Tumor-DNA (ctDNA) zur
Verfiigung. Diesbeziiglich konnte in einer
Auswertung der PROfound-Studie gezeigt
werden, dass nur eine geringe Konkordanz
von 27 % beziiglich des Vorliegens von ho-
mozygoten Deletionen fiir BRCA und ATM
zwischen ctDNA und Gewebe vorhanden
ist, wahrend sich eine hohe Konkordanz fiir
Nonsense-, Splice- und Frameshift-Muta-
tionen zeigte [21]. Wir favorisieren aus die-
sem Grund derzeit weiterhin die NGS-Ana-
lyse aus Gewebeproben biopsierter Metas-
tasen.

Wir haben mit unserer retrospektiven
Analyse auch zeigen kdnnen, dass ein
beziiglich der hdufigsten beim mCRPC

vorkommenden Mutationen zusammen-
gestelltes Panel in nahezu 50 % der Patien-
ten eine therapierbare Mutation erkennt
und dass die generelle Anwendung ei-
nes TSO500-Panels nicht zielfiihrend und
kostenorientiert ist. Nur bei einer minima-
len Anzahl von Patienten kdnnen durch
das ausgedehnte TSO500-Panel zusatzli-
che potenziell therapierbare Mutationen
identifiziert werden.

Beziiglich der identifizierten Mutatio-
nen waren Alterationen der BRCAness-Ge-
ne, des p53 Tumorsupressorgens und des
Androgenrezeptors mit 22 % bzw. 14 % am
haufigsten nachweisbar und decken sich
mit den Daten anderer klinischer Studi-
en [10, 11, 15, 21, 30]. Die iiberwiegende
Mehrzahl der Mutationen des p53 kann
aktuell noch nicht therapiert werden bzw.
die theoretisch zur Verfligung stehende
Therapieoption mit wee-1 Kinase-Inhibi-
toren ist aufgrund der hohen therapieas-
soziierten Toxizitaten noch nicht in den
klinischen Alltag integriert. [23]. Nur die
3 von uns beschriebenen Mutationen mit
dem ,gain of function” kdnnten prinzi-
piell therapeutisch genutzt werden. Die
Mutationen p53Ff248W sowie p53R273H fijh-
ren zu Konformationsverdnderungen des
p53 mit einem daraus resultierenden Ver-
lust der Tumorsuppressoraktivitat [24]. In
praklinischen Untersuchungen konnte ge-
zeigt werden, dass diese beiden Muta-
tionen nach Schadigung der DNA durch
y-Strahlung zu einer Verlagerung des MRN-
Komplex an die Position der geschadigten
DNA fiihrt und dadurch eine Inaktivierung
des ATM mit konsekutiver genetischer In-
stabilitdt bedingt. In dieser klinischen sel-
tenen Situation kdnnte ein PARP-Inhibitor
ein therapeutisches Ansprechen erzielen.
Des Weiteren sind die beschriebenen GOF-
Mutationen mit einem verkiirzten Uber-
leben bei verschiedenen Tumorentitaten
sowie mit einer Chemoresistenz gegen-
tiber Zystostatika durch eine Induktion von
CYP3A4 assoziiert [25].

Fiir die Mutationen der BRCAness-Ge-
ne und der AR-Mutationen stehen klinisch
anwendbare Therapieoptionen zur Verfi-
gung [16-20, 26]. Niraparib, Olaparib, Ru-
cabarib und Talazoparib haben in prospek-
tiv randomisierten Studien eine klinisch
bedeutsame therapeutische Wirksamkeit
entfaltet, wenngleich besondere Aspek-
te der Wirksamkeit beriicksichtigt werden
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Tab.8 Mutationen des PIK3CA und des Wnt-Pathways
Gen Exon | Mutation NG Chan- NG Allel- Funktion
ge-Protein frequenz
PIK3CA €.263G>A p.R88Q 11,88 Wahrscheinlich aktivierend
¢1571G>A | p.R524K 4,95 Funktion unbekannt
10 c1633G>A | p.E545K 23,83 Aktivierend
PTEN 5 ¢.405DUP p.C136Mfsx 44 | 60,77 Trunkiertes Protein
¢.752G>C p.G251A 14,03 Funktion unbekannt
€923G>A p.R308H 14,79 Funktion unbekannt
Wnt-Pathway
CTNNB1 | 3 ¢.100G> A p.G34R 18,41 Andere Mutationen in dem
Codon sind aktivierend
3 c101G>A p.34E 23,28 Aktivierend
3 ¢110C>G p.537C 25,57 Aktivierend
3 c133T>C p.545P 31,84 Aktivierend
3 c94G>A p.D32N 55 Aktivierend
3 C94G>T p.D32Y 8,77 Wahrscheinlich aktivierend

missen [16-20, 26]. In der PROfound-Stu-
die war der signifikante Benefit von Olapa-
rib nurfiir die Patienten mit einer BRCA 1/2-
oder ATM-Mutation nachweisbar, jedoch
nicht flir die Patienten mit anderen Muta-
tionen [16]. In der TRITON-Studie wurde
gezeigt, dass Rucaparib nur bei Patien-
ten mit einer BRCA 1/2-Mutation einen
Benefit erzielt, nicht jedoch in der ATM-
Subgruppe [26]. Die TALAPRO-Studie zeig-
te eine hohe objektive Ansprechrate von
81,5, 81,8 und 70% fur Mutationen von
BRCA 1/2, ATM bzw. CDK12, wahrend Mu-
tationen von PALB-2 und CHECK2 nur mit
einer Ansprechrate von 33% bzw. 50%
assoziiert waren [20]. In der Magnitude-
Studie hingegen wurde ein Benefit in Be-
zug auf das rPFS sowohl fiir die BRCA-
Gruppe als auch fiir die Gruppe mit ande-
ren Mutationen der HRR-Gene dokumen-
tiert [17]. Diese Daten der verschiedenen
Studien verdeutlichen, dass im klinischen
Alltag eine fundierte molekulare Analyse
der gesamten Bandbreite der BRCA-Ge-
ne erforderlich ist, um eine individuelle
Entscheidung fiir den einen oder anderen
PARP-Inhibitor zu treffen.

Beim Ovarialkarzinom und auch beim
Mammakarzinom hat sich neben der Tes-
tung auf eine Mutation von BRCA 1/2
der HRD-Score als allgemeiner Parame-
ter der Defizienz einer homologen Re-
kombination durchgesetzt. Der HRD-Score
(,homologous recombination deficiency”)
setzt sich aus drei unabhdngigen Mar-
kern (,loss of heterozygosity” [LOH], ,large
scale state transitions” [LST] und ,telo-
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meric allelic imblance” [TAI]) zusammen
und kennzeichnet eine gestorte homolo-
ge Rekombination, die ein positives An-
sprechen auf PARP-Inhibitoren signalisiert
[27]. Um zwischen HRD-Positivitat bzw.
HRD-Negativitdt zu unterscheiden, wer-
den in der Labordiagnostik klinisch va-
lidierte Schwellenwerte fiir die jeweiligen
HRD-Scores definiert. Wie in unserer Stu-
die gezeigt, konnen eine Vielzahl von in-
aktivierenden Mutationen der HRD-Gene
beim mCRPC durch NGS-Verfahren identi-
fiziert werden. Beim Ovarialkarzinom wur-
de fiir Olaparib die Zulassung bei positi-
vem HRD-Score ausgesprochen, nachdem
sich dhnlich fiir BRCA 1/2 Mutationen ein
erheblicher Uberlebensbenefit darstellen
lie [28]. Auch wenn es beim Prostatakar-
zinom noch keine entsprechenden klini-
schen Studien zum HRD-Score gibt, ha-
ben wir diesen Marker in die routinemagi-
ge molekulare Analyse integriert. Patien-
ten mit positivem HRD-Score, aber fehlen-
der BRCA 1/2-Mutation werden mit einem
PARP-Inhibitor behandelt.

Die molekulare Analyse des Androgen-
rezeptors (AR) erbrachte bei 14 % der Pati-
enten Mutationen mit therapeutischer Im-
plikation. Die Mutationen des AR sind als
ein durch die vorhergehende ADT in Kom-
bination mit ARIs induzierter Resistenz-
mechanismus anzusehen, der sich bei der
Mehrzahl der von uns untersuchten Pa-
tienten schon nach der antihormonellen
Erstlinientherapie entwickelt [15, 30-32].
So haben wir keine signifikanten Differen-
zen in der Haufigkeit und der Art der AR-

Mutationen bei Patienten identifiziert, die
unmittelbar nach Versagen der Erstlinien-
therapie oder erst nach Versagen auch ei-
ner Drittlinientherapie molekular getestet
worden sind. Alle Mutation wurden in der
LBD des AR identifiziert und wirken sich
dahingehend aus, dass die eingesetzten
AR-blockierenden Medikamente teils als
totale oder als partielle Agonisten wirken
und somit den Progress der Erkrankung
beschleunigen (B Tab. 6). Bei den meisten
AR-Mutationen wirken die klassischen ARIs
Abirateron, Apalutamid bzw. Enzalutamid
agonistisch, wahrend Darolutamid als An-
tagonist in diesen Situationen eingesetzt
werden kann [30, 32]. Nur bei der AR-
Mutation V716M wirkt Darolumatid ago-
nistisch und die anderen ARI sind ant-
agonistisch wirksam [29]. Andere Muta-
tionen (L702H, W742L, T878A) induzieren
einen promiskuitiven AR, der unter Predni-
son/Prednisolon eine Proliferationsstimu-
lation bewirkt, wahrend die Applikation
von Dexamethason eine Proliferationsin-
hibierunginduziert. Diese Daten verdeutli-
chen aus unserer Sicht, dass eine fundierte
molekulare Analyse des AR nach Versagen
der initialen antihormonellen Kombinati-
onstherapie erworbene Resistenzmecha-
nismen aufzeigen kann, die durch eine
einfache Umstellung der ARI-Komponen-
te oder im Falle von Abirateron/Prednison
mit dem Ersatz des Prednison durch Dexa-
methason ein weitergehendes therapeu-
tisches Ansprechen induzieren kann. Aus
den Daten der hier vorliegenden Arbeit
sowie aus den bereits publizierten Daten
mochten wir deshalb empfehlen, eine mo-
lekulare Analyse auf das Vorliegen von AR-
Mutationen sowie Mutationen der HRD-
Gene nach Versagen der Erstlinienthera-
pie in den klinischen Alltag zu integrie-
ren. Wir gehen aktuell so vor, dass wir bei
entsprechender AR-Mutation eine Umstel-
lung der Therapie vornehmen und dadurch
noch ein mittleres therapeutisches pro-
gressionsfreies Intervall von 6-8 Monaten
induzieren kdnnen.

In unserem molekularen PCA-Panel
haben wir die Untersuchung auf eine
Mikrosatelliteninstabilitdit  (MSI)  sowie
den Verlust der Mismatch-repair-Gene
(MMR) MLH1, MSH6, MSH, MSH2, PMS2
integriert, da sich aus dieser einfachen
immunhistochemischen Analyse wichti-
ge therapeutische Implikationen fiir eine



Tab.9 Mehrfachmutationen und potenzielle therapeutische Implikationen
Mutation Wirkung Therap. Implikation
ARL702H+ Resistenz Bicalutamid ARTA + Ipatasertib
CDK12+ Zellzyklusproliferationt SR-4835 (DDR-Proteine|) +
PTEN + p53 PARPi
TRPMS/ERG+ | CHEK2 = Antigenprdasentationt, STING path- | PD-LT Inhibitor (Glioblastom)
CHEK2 way Aktivierung und PD-L1 Expression?t
APC+ Kolorektale Karzinome Statine
p53+ Zellzyklus?t Undruggable
DNMT3A + Prognostisch bei AML = Chemoresistenz 5-Azacytidin
AR:NLGN1 NLGN1 = Schizophrenie, Autismus Undruggable
NKX3-1+ TSG = PCA Initiierung, CRPC Undruggable
PIK3CA+ Aktivierung AKT Pathway -
- Zellzyklus?t Ipatasertib
HDAC2 + Haufig in MSI-high CRC evtl. Pembrolizumab
CHEK 1 Zellzyklusprogression Undruggable
BMP1+ Mesenchymzelle > Osteoblast Undruggable
CHEKT+2+ Zellzyklusprogression evtl. PD-L1 Inhibitor
PTEN + Zellteilung, -wachstum, -differenzierung Undruggable
p53 Zellzyklusprogression Undruggable
HNF1a+ Transkriptionsfaktor Gemcitabin
RNF43 + Regulation Wnt-Pathway, CRC, Endometri- | Assoziation mit

umkarzinom BRAFV600™> z.B. Encora-

fenib-Cetuximab

SF3B1 Splicing-Faktor RNA-Synthese, DNA-Repara- | PARPi

tur
BRCA 2+ DNA-Reparatur PARPi
MSH®6 + DNA-Stabilitat Pembrolizumab
PMS2 DNA-Stabilitat Pembrolizumab
PIK3CA + Regulation Wachstum Ipatasertib
PTEN + Proliferation und Stoffwechsel -
- Regulation Zellteilung, -wachstum, -diffe- -

renzierung
ARL702H Zellulére Kontrolle Prostata Apa, Daro, Enza
B-Catenin+ Transkriptionsfaktor Undruggable
PIK3CA + Regulation Wachstum Ipatasertib
p53+ Proliferation, -stoffwechsel Zellzykluspro- -

gression
MSH6 DNA-Stabilitat Pembrolizumab
kursiv in der Literatur beschriebenes Medikament zur zielgerichteten Therapie, fett keine Therapie
verflighar

geringe Anzahl von Patienten ergeben
konnten. Zirka 2% der von uns geteste-
ten Patienten zeigten eine entsprechende
Mutation, was sich mit den Daten der Li-
teratur deckt, in der diese Alterationen in
3-5% der mCRPC-Patienten beschrieben
werden [33]. Lediglich beim duktalen PCA
wird eine Mutationsfrequenz von bis zu
40% angegeben, so dass bei diesen Pati-
enten ein generelles Screening bereits bei
Erstdiagnose Uberlegt werden kann [34].
Sowohl fiir die Situation der MSI-high als
auch fiir den Verlust der MMR-Gene kann

Pembrolizumab als therapeutische Option
appliziert werden, wenn keine anderen
vertretbaren Moglichkeiten bestehen. Ein
therapeutisches Ansprechen ist bei >50 %
der Patienten zu erwarten [35]. Auch in
unserem Patientenkollektiv zeigte sich ein
PSA-Ansprechen bei 2 von 3 Patienten fiir
ein mittleres Zeitintervall von 6 Monaten.
Auch wenn der Verlust der MMR bzw. eine
MSI-high nur bei knapp 2% der Patien-
ten nachweisbar war, sollte die einfache
Untersuchung in das diagnostische Ar-
mentarium zumindest nach Versagen der

Zweit- oder Drittlinientherapie integriert
werden.

Eine Mutation fiir PIK3CA bzw. einen
Verlust von PTEN wiesen 8% der Patien-
ten auf, die uns weiterhin vor eine thera-
peutische Herausforderung stellt. Prinzipi-
ell kdnnte hier die Therapie mit dem AKT-
Inhibitor Ipatasertib im Sinne einer Off-la-
bel-Anwendung erwogen werden. Jedoch
zeigen die Daten der IPATential150-Studie
ein marginales Ansprechen bei hoher the-
rapieassoziierter Nebenwirkungsrate [36].
In die prospektiv randomisierte klinische
Phase-lll-Studie wurden 1101 Patienten
mit einem mCRPC in die beiden Thera-
piearme Abirateron/Prednison plus Ipata-
sertib vs. Abirateron/Prednison mit dem
Ziel der Verbesserung des rPFS randomi-
siert. Nach einem medianen Follow-up von
19 Monaten (0-33) war ein statistisch sig-
nifikanter, klinisch jedoch moderater Be-
nefit im rPFS von 16,5 vs. 18,5 Monaten
(HR 0,77, 95%-Cl 0,61-0,98, p=0,034) zu
verzeichnen. Jedoch zeigten sich in der
Gruppe der Kombinationstherapie > Grad-
3-Nebenwirkungen in 70% vs. 39% so-
wie eine deutlich hohere Rate an friih-
zeitigem Therapieabbruch von 21% ge-
geniiber 5%. Auch zeigen die aktualisier-
ten Daten bei ldngerem Follow-up keinen
Benefit des Gesamtiiberlebens, so dass
sich derzeit fiir Patienten mit einer Ak-
tivierung des PIK3CA/AKT-Pathways bzw.
einem PTEN-Verlust keine wirklich guten
Therapiemdglichkeiten ergeben. Es kénn-
te lediglich im Sinne einer Off-label-An-
wendung die Kombination von Ipatasertib
mit einem anderen ARTA in Abhangigkeit
des AR-Mutationsstatus individuell ange-
wendet werden. Zu diesem Ansatz zeigt
eine aktuelle Phase-Ib-Studie der Kombi-
nation Ipatasertib (4x400mg/Tag) plus
Darolutamid (2 x 600 mg/Tag) eine mini-
male Interaktion der beiden Medikamen-
te, eine Ratean > Grad-3-Nebenwirkungen
und friihzeitigen Therapieabbriichen bei
nur 14% bzw. 7% der Patienten [37]. Wir
haben keine Erfahrungen in der Anwen-
dung von Ipatasertib und waren aufgrund
der beschriebenen Datenlage eher zuriick-
haltend in der Anwendung dieser Thera-
pieoption.

Mutationen im Wnt-Pathway zeigten
5% unserer Patienten, die aktuell aufgrund
fehlender medikamentdser Ansatzpunkte
zwar noch nicht therapeutisch genutzt

Die Urologie 3-2025 265



Originalien

werden konnen, die aber Hinweise auf
mdogliche Resistenzmechanismen gegen-
Uber ARI geben. So konnte in verschie-
denen Studien gezeigt werden, dass die
Aktivierung des Wnt-Pathways zu einer Re-
sistenz gegeniiber Abirateron fiihrt und
somit zur individuellen Therapieplanung
genutzt werden konnte [38].

Fazit fiir die Praxis

—~ Die molekulare Analyse mittels NGS-Tech-
nik bei 311 mCRPC-Patienten zeigt, dass
unabhdngig von der Lokalisation der
Gewebeproben eine DNA-Ausbeute von
85-95 % erreicht werden kann.

= In dem gesamten Kollektiv wiesen nur
25% der Patienten einen Wildtyp auf,
wahrend sich bei 75 % Mutationen unter-
schiedlicher klinischer Relevanz zeigten.

= Knapp 50% der Patienten wiesen Muta-
tionen auf, die sich therapeutisch durch
eine Umstellung der ADT, durch die Addi-
tion eines PARP-Inhibitors oder durch die
zusatzliche Anwendung eines AKT-Inhi-
bitors bzw. eines PD-L1-Inhibitors nutzen
lieBen.

- Eine erste Analyse der AR- und der BRCA-
Mutationen sollte nach Versagen der Erst-
linientherapie erfolgen, da sich unmittel-
bare Therapieoptionen mit bereits zuge-
lassenen Medikamenten ergeben.

- Eine ausgedehnte Panelanalyse empfiehlt
sich nach Versagen der Zweit- oder Drittli-
nientherapie.

- Seltene Mutationen oder Kombinatio-
nen von Mutationen sollten zur weiteren
Therapieplanung immer in einem mole-
kularen Tumorboard diskutiert werden.

Korrespondenzadresse

Univ.-Prof. Dr. med. Axel Heidenreich

Klinik fur Urologie, Uro-Onkologie, roboter-
assistierte und spezielle urologische Chirurgie,
Uniklinik K6In

Kerpener Str. 62, 50927 KdIn, Deutschland
axel.heidenreich@uk-koeln.de

Funding. Open Access funding enabled and organi-
zed by Projekt DEAL.

Datenverfiigbarkeit. Die erhobenen Datensatze
konnen auf begriindete Anfrage in anonymisierter
Form beim korrespondierenden Autor angefordert
werden. Die Daten befinden sich auf einem Daten-
speicher an der Klinik fiir Urologie der Uniklinik KoIn.

266  Die Urologie 3 - 2025

Einhaltung ethischer Richtlinien

Interessenkonflikt. O.Steenbock, P. Paffenholz,
C.Rieger, J. Heidenreich, D. Pfister, M. von Brandenstein
und A.Heidenreich gebenan, dass kein Interessenkon-
flikt besteht.

Alle beschriebenen Untersuchungen am Menschen
oderan menschlichem Gewebe wurden mit Zustim-
mung der zustdndigen Ethikkommission, im Einklang
mit nationalem Recht sowie gemaR der Deklaration
von Helsinkivon 1975 (in der aktuellen, liberarbeiteten
Fassung) durchgefiihrt. Ein positives Ethikvotum liegt
vor (19-1274,21-1155,23-1124). Von allen beteiligten
Patient/-innen liegt eine Einverstandniserkldrung vor.

Open Access. Dieser Artikel wird unter der Creative
Commons Namensnennung 4.0 International Lizenz
verdffentlicht, welche die Nutzung, Vervielfaltigung,
Bearbeitung, Verbreitung und Wiedergabe in jegli-
chem Medium und Format erlaubt, sofern Sie den/die
urspriinglichen Autor(en) und die Quelle ordnungsge-
maf nennen, einen Link zur Creative Commons Lizenz
beifiigen und angeben, ob Anderungen vorgenom-
men wurden. Die in diesem Artikel enthaltenen Bilder
und sonstiges Drittmaterial unterliegen ebenfalls der
genannten Creative Commons Lizenz, sofern sich aus
der Abbildungslegende nichts anderes ergibt. Sofern
das betreffende Material nicht unter der genannten
Creative Commons Lizenz steht und die betreffende
Handlung nicht nach gesetzlichen Vorschriften erlaubt
ist, ist fiir die oben aufgefiihrten Weiterverwendun-
gen des Materials die Einwilligung des jeweiligen
Rechteinhabers einzuholen. Weitere Details zur Lizenz
entnehmen Sie bitte der Lizenzinformation auf http://
creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.de.

Literatur

—_

. https://www.krebsdaten.de

James ND, Tannock |, N'Dow J et al (2024) Commis-

sion on prostate cancer: planning for the surge in

cases. Lancet. Lancet403(10437):1683-1722

. Hussain M, Fizazi K, Shore ND et al (2024)
Metastatic Hormone Sensitive Prostate Cancer
and Combination Treatment Outcomes: A Review.
JAMA Oncol 10(6):807-820

. (2024) access: Sept 1. https://www.
Leitlinienprogramm-onkologie.de/leitlinien/
prostatkarzinom

. (2024) access: Sept 1. https://www.uroweb.org/

guidelines/prostate-cancer

Parker CC, James ND, Brawley CD et al (20189) Sys-

temic Therapy for Advanced or Metastatic Prostate

cancer: Evaluation of Drug Efficacy (STAMPEDE)

investigators. Radiotherapy to the primary tumour

for newly diagnosed, metastatic prostate cancer

(STAMPEDE): arandomised controlled phase 3 trial.

Lancet392(10162):2353-2366

. Heidenreich A, Fossati N, Pfister D et al (2018)

Cytoreductive Radical Prostatectomy in Men with

Prostate Cancer and Skeletal Metastases. Eur Urol

1:46-53

Rajwa P, Robesti D, Chaloupka M et al (2024)

Outcomes of Cytoreductive Radical Prostatectomy

for Oligometastatic Prostate Cancer on Prostate-

specific Membrane Antigen Positron Emission

Tomography: Results of a Multicenter European

Study. Eur. Urol Oncol 7:721-734

. Sekhoacha M, Riet K, Motloung P, Gumenku L,
Adegoke A, Mashele S (2022) Prostate Cancer Re-

N

w

N

w

o

~N

®

Nel

19.

2

o

21.

2

N

23

24,

view: Genetics, Diagnosis, Treatment Options, and
Alternative Approaches. Molecules 27(17):5730

. Beltran H, Yelensky R, Frampton GM et al (2022)

Targeted next-generationsequencing ofadvanced
prostate cancer identifies potential therapeutic
targets and disease heterogeneity. Eur Urol
63(5):920-926

. Hussain M, Corcoran C, Sibilla C et al Tumor

Genomic Testing for )4,000 Men with Metastatic
Castration-resistant Prostate Cancer in the Phase
Il Trial PROfound (Olaparib). Clin Cancer Res
28(8):1518-1530

. Fizazi K, Foulon S, Carles J et al (2022) Abiraterone

plus prednisone added to androgen deprivation
therapy and docetaxel in de novo metastatic
castration-sensitive prostate cancer (PEACE-1):
a multicentre, open-label, randomised, phase
3 study with a 2 2 factorial design. Lancet
399:1695-1707

. Smith MR, Hussain M, Saad F et al (2022)

Darolutamide and Survival in Metastatic, Hor-
mone-Sensitive Prostate Cancer. N Engl J Med
386(12):1132-1142

. Goebell PJ, Raina R, Chen S, Rege S, Shah R,

Grossman JP, Waldeck AR (2024) Real-world
treatment of metastatic hormone-sensitive
prostate cancerinthe USA, Europe and Asia. Future
Oncol 20(14):903-918

. Steinkamp MP, O'Mahony OA, Brogley M et al

(2009) Treatment-dependent androgen receptor
mutations in prostate cancer exploit multiple
mechanisms to evade therapy. Cancer Res
69:4434-4442

. de Bono J, Mateo J, Fizazi K et al (2020) Olaparib for

Metastatic Castration-Resistant Prostate Cancer.
NEnglJMed382:2091-2102

. ChiKN, Sandhu S, Smith MR et al (2023) Niraparib

plus abiraterone acetate with prednisone in
patients with metastatic castration-resistant
prostate cancer and homologous recombination
repair gene alterations: second interim analysis of
the randomized phase Il MAGNITUDE trial. Ann
Oncol 34:772-782

. de Bono JS, Mehra N, Scagliotti GV et al

(2021) Talazoparib monotherapy in metastatic
castration-resistant prostate cancer with DNA
repair alterations (TALAPRO-1): an open-label,
phase 2 trial. Lancet Oncol 22:1250-1264

Saad F, Clarke NW, Oya M et al (2023) Olaparib
plus abiraterone versus placebo plus abiraterone
in metastatic castration resistant prostate cancer
(PROpel): final prespecified overall survival results
ofarandomised, double-blind, phase 3 trial. Lancet
Oncol 24:1094-1108

. AgarwalN, Azad AA, Carles Jetal (2023) Talazoparib

plusenzalutamide inmen with first-line metastatic
castration-resistant prostate cancer (TALAPRO-2):
a randomised, placebo-controlled, phase 3 trial.
Lancet402:291-303

Chi KN, Barnicle A, Sibilla C et al (2023) Detection
of BRCA1, BRCA2, and ATM Alterations in
Matched Tumor Tissue and Circulating Tumor
DNA in Patients with Prostate Cancer Screened in
PROfound. Clin Cancer Res 29:81-91

. Beltran H, Yelensky R, Frampton GM et al (2013)

Targeted next-generationsequencing ofadvanced
prostate cancer identifies potential therapeutic
targets and disease heterogeneity. Eur Urol
63:920-926

. Kong A, MehannaH (2021) Wee 1 inhibitor: clinical

development. CurrOncol Rep 23:107

Song H, Hollstein M, Xu Y (2007) p53 gain-of-
function cancer mutants induce geneticinstability
byinactivating ATM. Nature 9:573-580


http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.de
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.de
https://www.krebsdaten.de
https://www.Leitlinienprogramm-onkologie.de/leitlinien/prostatkarzinom
https://www.Leitlinienprogramm-onkologie.de/leitlinien/prostatkarzinom
https://www.Leitlinienprogramm-onkologie.de/leitlinien/prostatkarzinom
https://www.uroweb.org/guidelines/prostate-cancer
https://www.uroweb.org/guidelines/prostate-cancer

Abstract

25.

26.

27.

28.

29.

30.

3

=

32.

33.

34,

35.

36.

3

~N

38.

Xu J, Wang J, Qian J et al (2014) Unequal
prognostic potemtials of. Gain-of-function Mutat
Hum Cancers Assoc With Drug-metabolizing
Activity Cell Death Dis; 5(e1108):53

Fizazi K, Piulats JM, Reaume MN et al (2023)
Rucaparib or Physician’s Choice in Metastatic
Prostate Cancer.N EnglJ Med 388:719-732

Ali U, Vungarala S, Tiriveedhi V (2024) Genomic
Features of Homologous Recombination Defi-
ciency in Breast Cancer: Impact on Testing and
Immunotherapy. Genes (basel) 15(2):162

Harter P, Mouret-Reynier MA, Pignata S et al
(2022) Efficacy of maintenance olaparib plus
bevacizumab according to clinical risk in patients
with newly diagnosed, advanced ovarian cancerin
the phase Il PAOLA-1/ENGOT-ov25 trial. Gynecol
Oncol 164:254-264

Feng Z, Shao D, Cai Y et al (2023) Homologous
recombination deficiency status predicts response
to platinum-based chemotherapy in Chinese pa-
tients with high-grade serous ovarian carcinoma.
JOvarianRes 16:53

LiY,Yang R, HenzlerCMetal (2020) Diverse AR Gene
Rearrangements Mediate Resistance to Androgen
Receptor Inhibitors in Metastatic Prostate Cancer.
ClinCancerRes 26:1965-1976

. Yoshida S, Kajiwara D, Seki M et al (2024) TAS3681,

an androgen receptor antagonist, prevents
drug resistance driven by aberrant androgen
receptor signaling in prostate cancer. Mol Oncol
18:1980-2000

Reichert ZR, Hussain M (2016) Androgen Receptor
and Beyond, Targeting Androgen Signaling in
Castration-Resistant Prostate Cancer. Cancer J
22:326-329

Graham LS, Schweizer MT (2022) Mismatch repair
deficiency and clinical implications in prostate
cancer.Prostate 1:37-544

Graham LS, Montgomery B, Cheng HH et al (2020)
Mismatch repair deficiency in metastatic prostate
cancer: Response to PD-1 blockade and standard
therapies. PLoSONE 15:€233260
Schweizer MT, Cheng HH, Tretiakova MSetal (2016)
Mismatch repair deficiency may be common
in ductal adenocarcinoma of the prostate.
Oncotarget 13;7(50):82504-82510 (Dec)
Sweeney C, Bracarda S, Sternberg CN et al (2021)
Ipatasertib plus abiraterone and prednisolone in
metastatic castration resistant prostate cancer.
IPATential, Bd. 150. a multicentre, randomised,
double-blind, phase, S131-142

. Sutaria DS, Rasuo G, Harris A, Johnson R, Miles D,

Gallo JD, Sane R (2022) Drug-Drug Interaction
Study to Evaluate the Pharmacokinetics, Safety,
and Tolerability of Ipatasertib in Combination with
Darolutamide in Patients with Advanced Prostate
Cancer.Pharmaceutics 14:2101

Wang C, Chen Q, Xu H (2021) Wnt/beta-catenin
signal transduction pathway in prostate cancer
and associated drug resistance. Discov. Oncol
12(1):40

Hinweis des Verlags. Der Verlag bleibt in Hinblick
auf geografische Zuordnungen und Gebietsbezeich-
nungen in verdffentlichten Karten und Instituts-
adressen neutral.

Next generation sequencing (NGS)-based molecular panel analysis for
metastatic prostate cancer: how often can we detect druggable
mutations? NGS for metastatic adenocarcinoma of the prostate

Introduction: Prostate cancer guidelines recommend molecular analysis of biomaterial
following resistance to first-line systemic therapy in order to identify druggable
mutations. We report on our results of molecular analysis of tissue specimens via next
generation sequencing (NGS) in men with metastatic castration resistant prostate
cancer (mCRPC).

Patients and methods: In all, 311 mCRPC patients underwent NGS analysis from
biopsy samples of progressive metastatic lesions or archival radical prostatectomy
specimens. NGS analysis was either performed using a panel of 18 prostate cancer-
specific amplicons or via the TS0500 panel.

Results: Of the 311 biopsies, 299 (96%) revealed sufficient DNA content for NGS
analysis independent on the specimen origin. Biopsies were taken from prostate (31%),
lymph nodes (26%), visceral (17%) or osseous (18%) metastases. In 223 (75%) and 76
(25%) patients activating/inhibiting and no mutations were identified, respectively.
Most frequently, mutations of HRD genes including a positive HRD score and p53
were identified in 22% of patients each. About 50% of HRD gene mutations were
pathogenic and treatment with PARP inhibitors was initiated. Although the majority of
p53 alterations were inactivating mutations, 3 patients demonstrated gain-of-function
mutations resulting in an inactivation of ATM. Activating androgen receptor mutations
and inactivating PTEN mutations were identified in 42 (14%) and 24 (8%) patients,
respectively. Specific AR mutations resulted in a switch of hormonal therapy. Mutations
of mismatch repair deficiency genes/MSI high were identified in 5 patients resulting
in the administration of pembrolizumab. Addition of the TSO 500 panel identified
additional mutations in 4.5% of patients and only 2% of the total cohort would have
benefitted from this large panel with the identification of druggable mutations.
Conclusion: Druggable mutations were identified in one third of mCRPC patients using
an 18 amplicon-panel analyzed via NGS. Based on our data, molecular analysis of AR
mutations or mutations of the HRD genes should be performed following progression
after first-line hormonal therapy. A more extensive molecular analysis seems to be
useful following progression to the standard sequential hormonal, cytotoxicand
radioligand therapies. Use of the expensive TSO 500 panel seems to be of additional
therapeutic value in only a minority of patients.

Keywords
Androgen deprivation - PARP inhibitors - Castration resistant prostate neoplasms - Personalized
medicine - Targeted therapy - Molecular diagnostics
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