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Um zur nachsten Folie zu gelangen und um die Darstellung aller Animationen zu gewahrleisten, klicken
Sie bitte in die ,,Hauptfolie” und nicht in die Gliederung!
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Falls sich dieses Icon auf den Folien befindet, sehen Sie unter ,Anhdange” die entsprechenden Inhalte.
Die ,,Anhange” finden Sie oben rechts.

v

Falls sich dieses links dargestellte Icon auf den Folien befindet, sehen Sie unter , Notizen“ die
entsprechenden Foliennotizen des/der Referenten_in hinterlegt. Sie finden die ,Notizen” oben rechts.
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Befindet sich neben einer Grafik, einer Tabelle o. a. das links dargestellte Lupen-Symbol, so erscheint
per Klick auf das entsprechende Objekt eine vergroBBerte Ansicht bzw. eine Animation!
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Praambel

Die onlinebasierte Fortbildung richtet sich insbesondere an arztliche Mitarbeitende aus zertifizierten Brustkrebszentren und
Gynakologischen Krebszentren, die eine Kooperation mit einem Zentrum fir familiaren Brust- und Eierstockkrebs anstreben oder
bereits abgeschlossen haben. Als Teilnehmende an der onlinebasierten Fortbildung erhalten Sie alle relevanten Informationen und
Lerninhalte, die fiir Ihre Kooperation und lhre aktive Beteiligung an der Aufklarung zur genetischen Untersuchung lhrer Patientinnen
und Patienten notig sind.

Die onlinebasierte Fortbildung besteht aus zwei Teilen: aus Online-Vortragen sowie einer Hospitation in einem Zentrum fir familiaren
Brust- und Eierstockkrebs. Im Anschluss an die Vortrage bieten wir Ihnen eine kurze Wissensabfrage an, bei der eine Rate von 70 %
richtiger Antworten erforderlich ist. Nach erfolgreicher Teilnahme an den Vortragen und der Wissensabfrage wird lhnen innerhalb
weniger Tage eine Bestatigung an lhre E-Mail-Adresse zugesandt. Bitte bringen Sie diese Bestatigung sowie das Formular zum
Hospitationsnachweis (auf der Lernplattform zu finden) zur Hospitation in dem Zentrum fir familidren Brust- und Eierstockkrebs mit,
mit dem lhre Klinik einen Kooperationsvertrag abschlieBen mochte bzw. bereits abgeschlossen hat. Die Terminabstimmung fur die
Hospitationen konnen Sie selbst flexibel vornehmen (Kontaktdaten der Zentren finden Sie auf der Lernplattform). Im Anschluss an die
Hospitation kénnen Sie sich dann mit dem unterschriebenen und eingescannten Dokument ,,Hospitationsnachweis” bei der Deutschen
Krebsgesellschaft e. V. melden, um das finale Zertifikat zu erhalten, das 2 Jahre giiltig ist (Kontaktdaten auf der Lernplattform).

Das Vorliegen eines glltigen Zertifikats bei mindestens einer arztlichen Mitarbeiterin bzw. einem arztlichen Mitarbeiter ist eine der
Voraussetzungen flir den Abschluss bzw. die Aufrechterhaltung eines Kooperationsvertrages mit einem Zentrum fiir familiaren Brust-
und Eierstockkrebs .

Wir hoffen, dass IThnen unser neues Lernformat gefallt und wiinschen Ihnen eine interessante Fortbildung und viel Erfolg!
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Lernziele

Nach erfolgreicher Absolvierung dieses Lernmoduls...

° ..kennen Sie Varianten mit unklarer Signifikanz (VUS) und deren Haufigkeiten.
* ...kennen Sie das Klassifikationssystem fiir die Beurteilung von Varianten.

* ...kennen Sie die wichtigsten Verfahren zur Evaluation von Sequenzvarianten und die Limitationen von
in silico Vorhersageprogrammen sowie die Bedeutung des Recall-Systems fur die Patientlnnen und
Patienten.

* ...konnen Sie darauf basierend einen genetischen Befund klinisch bewerten.




Panelanalysen ermoglichen die Untersuchung von vielen Genen
fuhren jedoch zu einer hohen Anzahl an VUS

' — . | mm * Die Next Generation Sequencing (NGS)-Verfahren

erlauben die massive parallele Untersuchung von
vielen Bereichen des Genomes.

® Viele Sequenzvarianten werden identifiziert.
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* Nicht alle Varianten sind eindeutig klassifizierbar
(Variante mit unklarer Signifikanz, VUS).
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- » Bis dahin haben VUS keine klinischen Konsequenzen!
VUS neutral pathogen

SERVIER Medical Art




Panelanalysen fuhren zu einer hohen VUS-Quote

~30%
~24%
~20%
VUS

Class 3

<5%

VUS

Class 3
BRCA1/2 I | BRCA1/2 + 8 Kerngene I

Die Anzahl der identifizierten VUS und damit der
Aufwand fur die Beurteilung steigt im Vergleich zur
Untersuchung einzelner Gene.

Je getestetem Gen sind etwa 1 - 2 % der
Patientinnen und Patienten betroffen.

Bereits die Paneltestung von 10 Genen fihrt zu
einem VUS-Befund bei jeder flinften Frau.

D.h. 20 % aller Frauen, bei denen eine TruRisk-
Genpaneltestung durchgefiihrt wird, erhalten einen
unklaren Genbefund!

Quelle: Hauke et al., 2018.



Zahl der VUS steigt mit Zahl der untersuchten Gene

30 7 -#-pathogene Varianten

25 - --VUS
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Durch die Hinzunahme weiterer, weniger gut
charakterisierter Gene, steigt die Zahl der durch
einen VUS-Befund betroffenen Familien deutlich an.

Die Zahl der identifizierten klinisch relevanten
Veranderungen steigt hingegen kaum noch.

Dies liegt darin begriindet, dass alle weiteren noch
zu identifizierenden Risikogene vermutlich sehr
selten mutiert sind.

Quelle: Modifiziert nach Maxwell et al., 2016.



Varianten mit unklarer Signifikanz (VUS)

° Bei VUS handelt es sich meist um Missense-Varianten (seltener um Duplikationen oder Veranderungen, welche das
SpleiBen beeinflussen kdnnten).

° Dabei hat der Austausch eines Nukleotids auf DNA-Ebene den Austausch einer einzelnen Aminosaure auf
Proteinebene zur Folge.

°* Wahrend Frameshift oder Nonsense-Varianten zur Einfiihrung eines Stopp-Codons und somit zu einem verkiirzten

Protein fUhren, was einen Funktionsverlust sehr wahrscheinlich macht, ist der Effekt eines Aminosaureaustauschs auf
die Funktion des Proteins nur sehr schwer vorhersagbar.

DNA AGG AGG AAG TCT TCT

Wlldtyp Protein Ar\g Ar‘g Lys Ser  Ser

vAs
—_ -'-4L!)> Funktionelles Protein
» v A

AGG AGG A G TCT TCT v A, BRCAI Missense-Variante

DNA
: —> «(?)> c.1841A>C, p.(Lys614Thr)
Protein | Arg Arg Thr |Ser Ser P Y A Auswirkung unklar

Variante

v A ¢ BRCAI Nonsense-Variante
—> <@ .1840A>T, p.(Lys614Ter)
<N _
y Funktionsverlust

DNA AGG AGG AG TCT TCT
Protein |Arg | Arg/| Ter




Varianten mit unklarer Signifikanz (VUS)

*  Meist kommen die einzelnen Varianten nur sehr selten vor und wurden daher in der Literatur nicht oder nur bei sehr
wenigen Patientinnen und Patienten beschrieben.

* Daher fehlen oft weitere Informationen zur Klassifikation.
° Fur eine Klassifikation sind vielfach aufwendige Analysen notwendig.
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* Die funktionelle Charakterisierung von VUS ist daher eine zentrale Herausforderung in der genetischen Analyse, die
jedes Labor leisten bzw. veranlassen sollte, welches genetische Untersuchungen durchfihrt.

° Auch ist eine Vereinheitlichung der Klassifizierung, Nomenklatur und Bewertungsrichtlinien fur die klinische
Interpretation notwendig.




Variantenklassifizierung am Beispiel des Internationel Agency for Research on Cancer (IARC)
5-Klassen-Systems

1 nicht pathogen nein

2 wahrscheinlich nicht pathogen | nein

3 unklare Signifikanz nein, weitere Analysen notig
4 wahrscheinlich pathogen ja

5 pathogen ja

International hat sich ein 5-Klassen-System durchgesetzt, welches in Anlehnung an das BI-RADS-System
vom |IARC entwickelt wurde (Plon et al., 2008) und nun den meisten Bewertungsrichtlinien zugrunde liegt.

Quelle: Plon et al., 2008.



Fir die Bewertung von Varianten steht eine Vielzahl von
Informationen zur Verfligung, die unterschiedlich gewichtet werden

Frequenzin
geeigneten
Kontrollen

In silico
Vorhersage

atenbankeintrage
nd Publikationen

Verlust der
Heterozygotie

Funktionelle
Analysen

Quelle: Modifiziert nach Calo et al., 2010.



Bewertungsrichtlinien ACMG

° 2015 veroffentlichten das American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) und die Vereinigung fur
molekulare Pathologie (Association for Molecular Pathology, AMG) ihre liberarbeiteten Richtlinien zur Bewertung
von Sequenzvarianten.

* Diese sind praktisch auf die meisten Gene anzuwenden.

* Sie werden bereits in den meisten gendiagnostischen Laboren verwendet.

° Anpassungen an genspezifische Besonderheiten sind notwendig.

Quelle: Richards et al., 2015.



Genspezifische Bewertungsrichtlinien: Beispiel ENIGMA

° Fir die gut untersuchten Gene BRCA1/2 hat das ENIGMA-Konsortium (Evidence-based Network for the Interpretation
of Germline Mutant Alleles) genspezifische Bewertungsrichtlinien erarbeitet.

* Ziel: Einheitliche Klassifizierung aller Keimbahnvarianten in BRCA1 und BRCA2

° Eigene genspezifische Bewertungsrichtlinien basieren auf dem von Goldgar et al. entwickelten ,,multifactorial
likelihood model”.

* Viele der zur Verfugung stehenden Informationen werden in einem Algorithmus zusammengefuhrt.

* Insbesondere Informationen aus Segregationsanalysen, der Familiengeschichte, Tumoreigenschaften und ,,co-
occurrence”“-Analysen und die Ergebnisse von in silico Vorhersageprogrammen werden verwendet.

* Klassifizierte Varianten werden in die frei zugangliche ClinVar-Datenbank eingespeist.

VARIANT "TCLASSIFICATION

ENIGMA CiinVar GinGen

BREASTACANCER! GENES

Quelle: enigmaconsortium.org.



Bewertungsrichtlinien des Deutschen Konsortium Familiarer
Brust- und Eierstockkrebs

* Basierend auf den Richtlinien des ENIGMA-Konsortiums fur BRCA1/2 und den ACMG-Richtlinien hat das
Expertengremium des Deutschen Konsortiums Familidrer Brust- und Eierstockkrebs (DK-FBREK) fur die
Variantenbewertung (VUS-Task-Force) eigene Richtlinien fiir die Klassifizierung von Sequenzvarianten in den
bekannten Risikogenen fiir Brust- und Eierstockkrebs erstellt.

* Besonderheiten wurden durch die Berticksichtigung der von den ClinGen-Expertengruppen angepassten,
genspezifischen Kriterien berticksichtigt.

* Die Anwendung dieser Richtlinien soll zu Vereinheitlichung der Variantenbewertung innerhalb des DK-FBREK
beitragen. Im August 2023 wurden nun die genspezifischen ACMG-Richtlinien fir BRCA1 und BRCA2
veroffentlicht, welche im DK-FBREK Anwendung finden und nochmals zu einer Verbesserung und
Vereinheitlichung der Variantenbewertung fihren werden.

Quelle: Wappenschmidt, B. et al., 2020; Hauke, J. et al., 2021.



Multifaktorielle Klassifizierung von Varianten

Tumor Hist

Mutationstyp

Analysen

Verlust der
Heterozygotie und Publikatione

Die Beurteilung von
Varianten sollte immer
auf allen verfiigbaren
Informationen beruhen.
Widerspriichliche Daten
haben zur Folge, dass
Varianten oft nicht
eindeutig klassifiziert
werden konnen.

Quelle: Deutsches Konsortium Familiarer Brust- und Eierstockkrebs.



Umgang mit VUS im Deutschen Konsortium Familiarer Brust- und Eierstockkrebs

* Das Vorliegen einer VUS stellt per se keine Indikation
fur prophylaktische Mallnahmen dar.

*  Weiteres Vorgehen und klinische Konsequenzen
sollten in gemeinsamen Gendiagnostikboards von
Arztinnen/Arzten und Analytikerinnen/Analytikern
besprochen werden.

Munster

o Dusseldorf

* Evtl. weitere Untersuchungen z.B. Linienklarungen,
Segregationsuntersuchungen und funktionelle
Untersuchungen im Rahmen der Wissen
generierenden Versorgung.

* Die von den behandelnden Zentren vorgenommen
Manchen Bewertungen werden in eine Zentrale Datenbank
TUM@®LMU .

eingegeben.

Quelle: Deutsches Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockkrebs.



Umgang mit VUS im Deutschen Konsortium Familiarer Brust- und Eierstockkrebs

Hamburg

Greifswald
3

Hannover

Loy
)
Minster

o Dusseldorf

°® WUrzk
‘ ° .Erlangen )
Heidelberg
Rege%sburg
Tublngsn
Ulm. Miinchen

TUM @8LMU

® Freiburg

*  Meldung an das Expertengremium (VUS-Task-
Force)

FORCE

° Variantenbewertungen werden tberprift, diese
kdnnen sich andern, die Neubewertungen
werden in der Datenbank hinterlegt.

Quelle: Deutsches Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockkrebs.
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Beispiel eines Recall-Systems

e Wirzburg

.Erlangen

Die behandelnden Zentren werden Gber die
Umklassifizierungen informiert und die betroffenen
Patientinnen und Patienten kdnnen durch die Zentren
liber die Neueinschitzung und ggf. Anderung der
klinischen Empfehlungen informiert werden.

Dieses Recall-System ist eine wichtige Saule der
Wissen generierenden Versorgung in den Zentren des
DK-FBREK.

Es wird durch eine Forderung der Deutschen
Krebshilfe im Prioritatenprogamm ,Translationale
Forschung” unterstitzt.

Quelle: Deutsches Konsortium Familiarer Brust- und Eierstockkrebs.



Das interaktive Datenbank-Tool ,,HerediVar” fiir eine verbesserte, automatisierte
und vernetzte Variantenklassifizierung

Recall System

HerediCaRe

e —
Stammbaumdaten

_ Klinische Daten | - LRs aus Co-occurence

Follow-up Daten

| Varianten J

ClinVar
7 BRCA Exchange

FLOSSIES

NOmAD
LOVD RSy

CLASSIFICATION

ENIGMA

BREAST”CANCER/ GENES

Schnittstelle fur

tl automatisierten
Datenaustausch

FreiverfligbareDaten

Funktionelle Daten -

‘ Cosegregation/Co-occurrence -

Varianten & Klassifikationen

HerediVar Webinterface

Segregationsanalysen

Funktionelle
Analysen

»
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5 @ Klassifizierung

von Varianten

@ad

Priorisierung

t l von Varianten

VUS-Task-Force

Die Klassifizierung von VUS
wird durch bioinformatische
Analysemethoden verbessert.

Das Expertengremium, die
VUS-Task-Force, bleibt die
Voraussetzung fir eine
zuverlassige Klassifizierung von
VUS.

Die interaktive Datenbank
“HerediVar” beschleunigt die
Arbeit der VUS-Task-Force,es
kann auf genomweite
Datensatze ausgeweitet
werden und ermoglicht einen
Austausch der Daten mit
anderen Datenbanken und
Registern.

Quelle: Deutsches Konsortium Familidrer Brust- und Eierstockkrebs.



Zusammenfassung

* Bei der Paneldiagnostik ist die Bewertung der VUS mit zunehmender Genzahl eine zentrale Herausforderungen
fir die Gendiagnostik.

* VUS sollten zur weiteren Evaluation in Datenbanken dokumentiert werden.

* VUS werden vom Expertengremium des DK-FBREK ,VUS-Task-Force®, nach dem aktuellen Stand der
Wissenschaft Uberprift und bewertet.

® Einheitliche Bewertungsrichtlinien und Nomenklatur sind die Voraussetzung fiir eine standardisierte
Variantenklassifizierung.

* Der Nachweis einer VUS stellt keine Indikation fir klinische MalRnahmen dar!

° Ein Recall System sollte angeboten werden, damit Patientinnen/Patienten und Arztinnen/Arzten Gber
Reklassifizierungen informiert werden kdnnen und die Behandlung/Betreuung ggf. angepasst werden kann.
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Impressum

Die onlinebasierte Fortbildung ,Familiarer Brust- und Eierstockkrebs” wurde — mit Forderung des Bundesministeriums
flir Gesundheit aufgrund eines Beschlusses des Deutschen Bundestages durch die Bundesregierung — durch die DKG e.
V. und das Deutsche Konsortium Familiarer Brust- und Eierstockkrebs (Projektleitung: PD Dr. Wesselmann, DKG e. V. und
Prof. Dr. Rita Schmutzler, Koordinatorin Deutsches Konsortium Familiarer Brust- und Eierstockkrebs) konzipiert.

Die Inhalte des Curriculums wurden durch die Arbeitsgemeinschaft Curriculum des Deutschen Konsortiums entwickelt,
basierend auf den Vorarbeiten am Zentrum Familiarer Brust- und Eierstockkrebs der Uniklinik K6In unter der Leitung
von Prof. Dr. Rita Schmutzler und Prof. Dr. Kerstin Rhiem.

© Schulungsinhalte: Universitatsklinikum Koln, UKK (fir das Deutsche Konsortium Familiarer Brust- und Eierstockkrebs, DK)
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