Konsensus zur ESR7-Testung In
ctDNA beim fortgeschrittenen und
metastasierten Mammakarzinom

Einleitung

Am 27.5.2024 wurde auf Initiative der Firma STEMLINE ein Expertenpanel beauftragt, um mit
der rezenten Zulassung von Elacestrant einhergehende Herausforderungen in der Diagnostik
von Estrogenrezeptor 1 (ESR17)-Mutationen mittels ctDNA und formalinfixiertem (FFPE)
Gewebe zu diskutieren. Die Resultate der Diskussion werden in diesem Dokument mitsamt
anschlieRenden Fallbeispielen vermittelt.
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Zusammenfassung

- Die Sequenzierung von ESR7 im Rahmen des metastasierten Mammakarzinoms erfolgt
bevorzugt aus zirkulierender Tumor-DNA (ctDNA, ,Liquid Biopsy“), und nur
ausnahmsweise aus Gewebe.

- Die Haufigkeit von ESR1 Mutationen nimmt unter endokriner Therapie im Verlauf stark zu;
daher sollte das Probenmaterial (Liquid Biopsy) unbedingt rezent und im Kklinisch
gesicherten Progress nach Therapie entnommen werden. Bei eventueller Testung von
FFPE-Gewebe ist eine Probe aus der rezenten, progredienten Tumorlasion anzustreben.

- Die Testung (und ggf. Testwiederholungen) sollten nur bei unmittelbarer klinischer
Konsequenz (Therapie) erfolgen.

- Eine Gewebeuntersuchung des Primartumors ist nicht sinnvoll.

- Negative ESR1-Resultate aus Gewebe stellen ein positives ESR7-Resultat aus ctDNA
nicht infrage. Ebenso stellen negative ESR7-Resultate aus ctDNA ein positives ESR17-
Resultat aus FFPE-Gewebe nicht infrage. Es gilt immer das positive Testresultat.

Inhalte der Diskussion

Klinische Relevanz

Aktivierende (Liganden-unabhangige) ESR1 Mutationen in Mammakarzinomen sind eine
haufige Ursache fiir erworbene Therapieresistenz im Rahmen einer endokrinen Therapie! und
in metastasierten Mammakarzinomen signifikant angereichert>*°. Die Guidelines der ESMO
und NCCN empfehlen bei progressiver metastasierter Erkrankung nach Erstlinientherapie eine
molekulare Testung um die weitere Therapie festzulegen (u.a. ESR1, PIK3CA, AKT1, PTEN,
BRCA1/2, PALB2)>®. Bei Vorliegen einer aktivierenden ESR1 Mutation kann eine Therapie mit
dem ER-a Antagonisten Elacestrant angeboten werden®.

Zeitpunkt der Untersuchung

Um einen moglichst hohen Informationswert des ESR1 Mutationsnachweises sicherzustellen,
sollte die Testung mittels ctDNA Analyse im klinischen Progress erfolgen. Einerseits entstehen
ESR1 Mutationen haufig infolge einer vorangehenden endokrinen Therapie und werden im
Krankheitsverlauf dadurch wesentlich haufiger detektiert® (Abbildung 1). Andererseits wird



davon ausgegangen, dass die Tumorlast mit der Konzentration von ctDNA im Blut korreliert
und bei progressiver Erkrankung eine héhere Abgabe von ctDNA in die Blutbahn zu erwarten
ist0.

Das Auftreten einer ESR1 Mutation geht dem klinisch sichtbaren Progress voraus, welcher
somit prinzipiell anhand einer ctDNA Analyse vorzeitig detektiert werden kénnte!!. Jedoch ist
eine wiederholte Testung von ctDNA, oder eine Therapieanderung auf Basis eines
Neuauftretens einer ESR7 Mutation, abseits eines klinisch manifesten Progresses kein
Standardvorgehen, sondemn erst Gegenstand aktueller Studien'?. Eine ESR1 Testung ohne
unmittelbare therapeutische Konsequenz wird daher aus Kostengriinden nicht empfohlen.

Testumfang

In der Zulassungsstudie fiir Elacestrant (EMERALD?*®) wurde der Test Guardant360® CDx
verwendet (Guardant Health, CA, USA), der samtliche Missense-Veranderungen der ESR1
Ligandenbindungsdomane detektiert (NM_001122742, Codons 310-547). Aufgrund der
deutlichen Hotspot-Charakteristik der Mutationsverteilung in ESR1 ist die Untersuchung dieser
gesamten Region nicht zwingend erforderlich, jedoch winschenswert. Es sollten zumindest
die Veranderungen E380Q, L536H, L536P, Y537S, Y537N, Y537C, D538G untersucht werden.
Strukturelle Varianten (u.a. Fusionen) und Amplifikationen von ESR1 gelten nicht als Indikation
fur eine Therapie mit Elacestrant und mussen daher bei entsprechender Fragestellung nicht
untersucht werden.

Die Untersuchung weiterer im metastasierten Mammakarzinom haufig mutierter und klinisch
relevanter Gene (z.B. AKT1, PIK3CA, PTEN, BRCA1/2, PALB2) kann sinnvoll sein, wenn
bisher keine andere molekulare Testung der Erkrankung erfolgt ist (siehe z. B. Empfehlungen
der ESMO®14). Bei einem negativen Ergebnis der Testung von ESR1 kann das Vorliegen von
somatischen Veranderungen in anderen Genen oder eine errechnete Schatzung des ctDNA
Gehalts die Beurteilung der Reprasentativitat der Probe unterstiitzen. Diese Ergebnisse sind
jedoch nicht zur ESR1 Analyse fir eine Elacestrant Therapie erforderlich. Des Weiteren sollte
darauf geachtet werden, potenzielle Keimbahnvarianten nicht irrtimlich als Beweis fir die
Erfassung von ctDNA in der Probe fehlzuinterpretieren.

Interpretation

Technisch valide Testresultate sollen an einem Institut flr Pathologie hinsichtlich ihrer
Pathogenitat bzw. Onkogenitat beurteilt und anhand eines flinfstufigen Systems (nach ACMG?*®
oder ClinGen/CGC/VICC®) klassifiziert werden (pathogen bzw. onkogen; wahrscheinlich
pathogen bzw. wahrscheinlich onkogen; Varianten unklarer Signifikanz; vermutlich benigne;
benigne).

Es muss davon ausgegangen werden, dass pathogene/onkogene und wahrscheinlich
pathogene/onkogene Varianten eine idente Behandlungsindikation fir Patienten bewirken.
Varianten, die mit einem Funktionsverlust des ESR1 Gens einhergehen (z.B. Nonsense-,
Frameshift-, inaktivierende Splice-site Alterationen), sowie Fusionen und Amplifikationen von
ESR1 sind keine Indikationen flr eine Therapie mit Elacestrant.

Varianten unklarer Signifikanz sowie wahrscheinlich benigne und benigne Veranderungen
sollten nicht als Therapieindikation angesehen werden. Insbesondere ist in uneindeutigen
Fallen eine Diskussion der Testresultate in einem interdisziplinaren molekularen Tumorboard
sinnvoll. Entsprechend der Empfehlung der AMP/ASCO/CAP sollten benigne und
wahrscheinlich benigne Veranderungen nicht in der Diagnose angefiihrt werden?’.

Stellenwert von ctDNA vs. Gewebe

Von den Zulassungsbehorden EMA und FDA wurde folgend der Zulassungsstudie
(EMERALD?®*3) eine Testung von ctDNA im klinischen Progress als Grundlage fur die
Medikationsgabe gefordert. Die Untersuchung von Gewebeproben wird in den



entsprechenden Texten jedoch nicht diskutiert. Die Fachinformation des Préparats Orserdu®
(Deutsche Version, Fachinformation, Anhang 1, 4.2%?) spezifiziert unter ,Dosierung und Art der
Anwendung®: ,Patienten [...] sollten fir eine Behandlung mit Orserdu® ausgewahlt werden,
wenn in den Plasmaproben eine aktivierende ESR1 Mutation vorliegt [...]°. Aktuelle
Empfehlungen von ASCO*8, NCCN*°, und AGO? zum metastasierten Mammakarzinom halten
jedoch auch die Mdglichkeit zur ESR1 Testung aus Gewebe fest, wobei laut ASCO-
Empfehlung ctDNA das Material der ersten Wahl ist. Dieser Meinung schlie3t sich das
Panel an. Fur Details zur diagnostischen Praxis siehe auch Fallbeispiele am Textende. Eine
Gewebsuntersuchung anstelle einer ctDNA Analyse ist jedoch ausschlie3lich aus einer
rezenten, d.h. im Rahmen des aktuellen klinischen Progresses enthnommenen Probe (z.B.
einer neu aufgetretenen Metastase) sinnvoll (s. Beispiel 5 unten). Fir eine ESR1 Analytik aus
FFPE-Material zusétzlich zu einer bereits negativen ESR1 ctDNA Analyse ist das rezenteste
Material zu wahlen, idealerweise wiederum aus dem aktuellen Progress (s.a. Beispiel 2,3
unten). Eine Untersuchung des Priméartumors ist hingegen in Anbetracht der Dynamik der
ESR1 Mutationen im Behandlungsverlauf absolut ungeeignet.

Eine Reversion einer ESR1 Mutation zu einem ESR71 Wildtyp im Krankheitsverlauf ist
unwahrscheinlich; entsprechende Falle oder Berichte sind dem Panel zum Zeitpunkt der
Diskussion nicht bekannt. Daher ist nach Detektion einer pathogenen/onkogenen oder
wahrscheinlich pathogenen/onkogenen ESR7 Mutation in ctDNA oder im Gewebe (z.B. im
Rahmen einer friheren Testung mittels Multigenpanels) eine erneute Untersuchung von ESR1
nicht erforderlich. In diesem Kontext ware das Risiko falsch-negativer bzw. nicht
reprasentativer Resultate des ctDNA Tests hoher als der Informationswert.

Im Fall einer negativen Untersuchung von ctDNA kann die Reprasentativitat der Probe
hinterfragt werden (aufgrund mangelnder Evidenz fir die grundsatzliche Erfassung von Tumor-
DNA in der Probe). Eine weiterfilhrende Gewebsuntersuchung (ggf. mit frischer
Probenentnahme) kann jedoch nicht als Standardvorgehen empfohlen werden, da dies nicht
dem Verfahren der Zulassungsstudie® entspricht, und die Sensitivitat der Untersuchung von
ctDNA in diesem Kontext nach einer rezenten Metaanlyse?' (16 Studien, 2744 Proben) als
zumindest gleichwertig einzustufen ist. Hier war die ESR1 Mutationsrate aus ctDNA numerisch
héher - 26% vs. 21% - der Unterschied war jedoch statistisch nicht signifikant. Die rezente
ASCO-Empfehlung zur ESR1 Testung'® beurteilt die ctDNA hingegen als eindeutig sensitiver'®
und als Material der ersten Wahl. Diese Einschatzung beruht insbesondere auf den
Ergebnissen der prospektiven plasmaMATCH Studie?® (siehe dort supplementary Figure S1).
Hier zeigte sich in der Subgruppe mit paarweise vorhandenen Analysen von ctDNA und
rezentem Gewebe (n=39, Gewebsentnahme maximal 60 Tage vor ctDNA Abnahme) kein
einziger Fall mit zusatzlichem Informationsgewinn durch Gewebe, im Gegensatz zu ca. 20 %
zusatzlichen ESR1 Mutationen in ctDNA. Bei Einschluss auch alteren Materials in der
Vergleichsanalyse (insgesamt n=77) vergroRerte sich der Vorteil der ctDNA Analytik weiter.
Hier zeigte lediglich ein singularer Fall zeigte ausschlieBlich in der Gewebsanalyse eine ESR1
Mutation.

Allgemeine Argumente fir die Untersuchung von ctDNA sind ein geringeres Risiko fur
Patientinnen im Rahmen der Probenentnahme, die Erfassung von ctDNA aus multiplen und
heterogenen metastatischen La&sionen, sowie die Schonung eines oft sparlichen
Biopsiematerials fur exklusiv FFPE-basierte Analytik. Argumente fur die Untersuchung von
FFPE-Gewebe sind die relativ kosteneffiziente Analytik weiterer Targets im Rahmen eines
Multigenpanels (evtl. mit Fusionen, TMB, MSI) fur Therapietargets mitunter auch tber die
zugelassenen Standardtherapielinien hinaus), sowie ein histologisch verifizierter
Tumorzellgehalt mit hierdurch gesicherter Reprasentativitat der Analytik.

Testwiederholungen

Laut Empfehlung der ASCO*® kann Patientinnen — sofern bisher keine ESR7 Mutation
nachgewiesen wurde - bei jedem Progress eine erneute Testung angeboten werden. Ebenso
kann bei uneindeutigen Testresultaten mit unmittelbarer klinischer Konsequenz (z. B.
detektierte Veranderungen unterhalb der formalen Nachweisgrenze des Tests) eine



Testwiederholung empfohlen werden. Aus biologischer Sicht kdnnte ein niedrig-positives
Testresultat unterhalb der Nachweisgrenze einen aufkommenden Tumorklon (,emerging
clone®) beschreiben. Aus technischer Sicht konnte es sich jedoch alternativ um ein
Hintergrundsignal (d. h. ein falsch positives Resultat) handeln. Dieser Umstand muss klar im
Befund dargestellt werden, um Fehlinterpretationen vorzubeugen. Formulierungsvorschlag:
,ES wurde eine onkogene Variante in ESR1 unterhalb der formalen Nachweisgrenze
detektiert. Dies geht mit einem héheren Risiko eines falsch positiven Resultats einher, kdnnte
jedoch auch einen aufkommenden Tumorklon mit sehr geringer Allelfrequenz anzeigen. Das
Ergebnis ist somit als hinweisend, jedoch nicht beweisend fiir das Vorliegen einer
aktivierenden ESR1 Variante zu werten. Bei entsprechender klinischer Konsequenz wird
eine Wiederholung der Untersuchung mit frischem Probenmaterial zu einem klinisch
akkordierten Zeitpunkt empfohlen.*

Testwiederholungen ohne unmittelbare klinische Konsequenz werden hingegen selbst bei
uneindeutigen Testresultaten nicht empfohlen. In solchen Féllen soll die Untersuchung nur
unmittelbar vor einer klinischen Entscheidung wiederholt werden.

Dokumentation der Ergebnisse

Durch entsprechende Dokumentation soll sichergestellt werden, dass lokale Tumorboards
eine prazise Zusammenfassung aller relevanten Befunde durch das lokale Institut far
Pathologie erhalten. Es muss daher sichergestellt werden, dass Ergebnisse einer
Untersuchung von ctDNA (insbesondere bei extern durchgefihrten Untersuchungen) dem
lokalen Institut fir Pathologie zur Verfligung stehen.

Die Interpretation der ctDNA Untersuchung sollte in Zusammenschau mit vorangehenden
histologischen Befunden erfolgen. Es ist notwendig, dass nachfolgende histologischen
Untersuchungen in Zusammenschau aller bisherigen, molekularen Untersuchungen
interpretiert werden kénnen. Zu diesem Zweck empfiehlt sich bei externen Befunden eine
zusammenfassende Interpretation im System der lokalen Pathologie. Diese Interpretation
sollte grundsatzlich die aktuellen histologischen und molekularen Befunde mitberiicksichtigen.
Es wird empfohlen, externe Befunde in urspringlicher Form zumindest als Anhang in den
Befund zu Ubernehmen. Hierdurch wird der Verlust von kritischen Informationen vermieden.
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Abbildung 1: Zunahme der Haufigkeit von aktivierenden ESR1 Mutationen mit fortgeschrittenem Mammakarzinom.
Adaptiert aus Jeselsohn et al. °



Fallbeispiele
Beispiel 1:

Situation: Es wurde eine technisch valide Untersuchung von ESR1 in ctDNA durchgefuhrt und
eine pathogene (aktivierende) ESR1 Variante detektiert.

Frage: Ist eine zusatzliche Testung von Gewebe (aus rezentem Progress oder vorher
gewonnenem Material) erforderlich?

Antwort: Nein; eine Bestatigung aus Gewebe ist nicht informativ (da eine technisch valide
ESR1 Mutation in der ctDNA hierdurch nicht infrage gestellt werden sollte), daher ohne
klinische Konsequenz und aus Kostengriinden nicht empfohlen.

Beispiel 2:

Situation: Es wurde eine technisch valide Untersuchung von ESR7 in ctDNA durchgefiihrt und
keine Varianten/Mutationen im Befund berichtet.

Frage: Ist ein falsch-negatives Ergebnis aufgrund eines Tumors mit geringer Absonderung von
DNA ins Blut (,non-shedder”) méglich, bzw. ist die Untersuchung von ctDNA reprasentativ?

Antwort: Die Mdglichkeit falsch-negativer Ergebnisse aufgrund unzureichender
Reprasentativitat ist eine immanente Herausforderung in der Untersuchung von ctDNA, sollte
jedoch bei technisch valider Testung keine Anderung der Befundinterpretation bewirken. Eine
zusatzliche Testung einer rezenten Gewebeprobe ist nach klinischem Ermessen madglich,
jedoch mit hoher Wahrscheinlich nicht zusatzlich informativ und stellt somit kein
Standardvorgehen dar.

Beispiel 3:
Situation: Es wurde eine technisch valide Untersuchung von ESR1 in ctDNA durchgefiihrt und

eine pathogene (aktivierende) ESR1 Variante mit einer Allelfrequenz unterhalb der validierten
Nachweisgrenze detektiert.

Frage: Sollte die Veranderung im Befund berichtet werden?

Antwort: Ja. Allerdings ist explizit auf ein Resultat unterhalb der definierten Nachweisgrenze
hinzuweisen und klar zu kommunizieren, dass es sich nicht um einen validen
Mutationsnachweis handelt (,Hinweisend, jedoch nicht beweisend®, s. auch gesamter
Formulierungsvorschlag unter ,Testwiederholungen® oben). Eine Kommentierung, wie weit
unterhalb der Nachweisgrenze das erbrachte Resultat liegt, kann zur Orientierung fir den/die
Klinikerln evtl. sinnvoll sein.

Frage: Sollte die Untersuchung aus ctDNA wiederholt werden, und gegebenenfalls wann?

Antwort: Bei uneindeutigen Testresultaten richtet sich das Vorgehen nach der klinischen
Konsequenz bzw. Dringlichkeit, abhangig wu.a. von zwischenzeitlichen, anderen
Therapieoptionen (evtl. diesbeztiglich Rucksprache mit der Klinik zu Gberlegen). Sollte es sich
um einen aufkommenden Tumorklon handeln, ist die Wahrscheinlichkeit eines positiven ctDNA
Nachweises zu einem spateren Zeitpunkt hoher (sofern zwischenzeitlich keine effektive
Therapie erfolgt). Eine ctDNA Re-testung im nachsten Progress wird haufig als geeigneter
Zeitpunkt hierflr betrachtet. Begriindung: Hoéherer ctDNA Gehalt und therapierelevanter
Zeitpunkt.

Frage: Sollte die Untersuchung aus FFPE-Gewebe wiederholt werden?

Antwort: Dies ist nur bei unmittelbarer klinischer Konsequenz sinnvoll (s. Antwort zur ctDNA
Testwiederholung oben). Insbesondere bei rezentem FFPE-Material ist die Wahrscheinlichkeit
eines zusatzlichen Informationsgewinnes aus Tumorgewebe hdher einzuschatzen als bei



einer unmittelbaren Wiederholung aus ctDNA, da die Wahrscheinlichkeit flr einen identen
ctDNA Befund hoch ist. Allerdings ist die Wahrscheinlichkeit eines weiteren
Informationsgewinns bei Vorliegen eines validen, negativen ctDNA-Resultats insgesamt sehr
gering. Sollte eine Gewebsuntersuchung angestrebt werden, sollte unbedingt das rezenteste
Material — idealerweise aus aktuellem Progress unter Therapie — verwendet werden
(vorhandenes, extramurales Material mitbedenken). Material aus der Primarlasion ist nicht
zielfuhrend.

Beispiel 4:

Situation: Es liegt bereits aus einer technischen validen Gewebsuntersuchung ein Nachweis
einer pathogenen (aktivierenden) ESR1 Mutation vor.

Frage: Muss eine bestatigende Untersuchung von ctDNA durchgefiihrt werden?

Antwort: Nein; ein Verlust einer bereits angeeigneten ESR 71 Mutation ist sehr unwahrscheinlich
(das Risiko einer falsch-negativen ctDNA Testung ist jedoch weiterhin relevant), daher ist kein
Informationsgewinn zu erwarten und eine bestatigende Untersuchung nicht 6konomisch.

Anmerkung: In Osterreich wurde zum Zeitpunkt der Diskussion (05/2024) noch nicht formal
geklart, ob obligat eine ctDNA-Untersuchung fir eine Kostentibernahme von Elacestrant beim
zustandigen Chefarzt/arztin beigebracht werden muss. In Einzelfallen wurde von einer
chefarztlichen Ablehnung bei ESR1 Mutationsnachweis aus Tumorgewebe berichtet. Die
vorliegenden Konsensusempfehlungen haben zum Ziel zu einem tumorbiologisch sinnvollen
und 6konomischen Testvorgehen beizutragen. Es ist mdglich, dass sich die Situation in
Osterreich an diesbezlgliche Uberlegungen aus Nachbarlandern (z. B. Schweiz) orientieren
wird, mit genereller, problemloser Kostenlibernahme bei Testung von ctDNA wie auch FFPE.
Eine denkbare Hilfestellung beim Ansuchen auf Kostenibernahme besteht in einer
gegebenenfalls kontextabhangigen Kommentierung: Formulierungsvorschlag: ,Diese
Mutation wurde bei Patientinnen im Rahmen der Zulassungsstudie fur Elacestrant (EMERALD,
NCT03778931) beobachtet”.

Beispiel 5:
Situation: Es soll eine Untersuchung von ESR1 durchgefiihrt werden. Rezent enthnommenes

Gewebe aus dem aktuellen Progress (z. B. Biopsie einer Lebermetastase) ist vorhanden;
eine Blutabnahme ist ebenso mdglich.

Frage: Sollte die Untersuchung von ESR1T in ctDNA (Blut) oder in dem rezenten Gewebe
erfolgen?

Antwort: Diese Situation wird an unterschiedlichen Zentren unterschiedlich gehandhabt, wobei
in diesem Fall nach Ansicht des Expertenpanels sowohl ctDNA- als auch FFPE-Analytik
vertretbar sind (s.o., ,Stellenwert von ctDNA vs. Gewebe®; auf die deutlichen Vorteile der
ctDNA in der plasmaMATCH Studie?® sei nochmals hingewiesen). Bei entsprechenden
Ressourcen kann im Falle eines negativen Ergebnisses aus ctDNA oder FFPE-Gewebe eine
Zweitanalyse aus der jeweils anderen Probenart durchgefiuhrt werden, wobei der Mehrwert
einer Zweitanalyse im Allgemeinen sehr gering ist. Die Konkordanz der ESR1 Detektionsraten
zwischen ctDNA und Gewebeanalytik aus rezentem Progress ist im Allgemeinen hoch?!; ein
Nachweis einer ESR1 Mutation in jeweils nur einer der beiden Probenarten ist aber prinzipiell
moglich, entsprechende Ereignisse wurden im Einzelfall von Panelteilnehmern berichtet.
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Ja

ER+, HER2-, lokal fortgeschrittenes oder
metastasiertes Mammakarzinom mit Progression
nach endokriner Therapie und CDK 4/6 Inhibitor

v

ESR1-Testung

v

Testung anderer therapierelevanter Gene (u.a. PIK3CA, AKT1,
PTEN, BRCA1/2, PALB2) bereits erfolgt?
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Einzelgentestung Multigen-Paneltestung
erwagen (ESR1) erwagen

v v

Allgemein: ctDNA (, Liquid Biopsy“) ist 1.Wahl bei ESR1 Testung
4 )
Falls Gewebe aus aktuellem Progress verfligbar kann
Untersuchung von ctDNA vs. FFPE-Gewebe erwogen werden
. J

v

-

Onkogene bzw. wahrscheinlich onkogene ESR1-Mutation
detektiert?
(haufig: E380Q, L536H, L536P, L536R, Y537S, Y537N, Y537C,
D538G bzw. S463P, P535H, L536Q)
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Nein

Molekulares Target gemaR
Zulassungskriterien fur

Elacestrant

Testung aus alternativem, rezentem Material (

Re-testung von ESR1 zu einem klinisch akkordierten Zeitpunkt, z.B.:

Neue Therapielinie und Progression (z.B. nach 3 Monaten), ggf.
FFPE vs. ctDNA)




