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1 Einleitung / Ziel der Dissertation

1.1 Hintergrund

Brustkrebs ist der haufigste bdsartige Tumor der Frau.(1) Die Zahl der Neuerkrankungen lag
laut Robert-Koch-Institut im Jahr 2022 bei rund 74.500, wahrend die Zahl der Sterbefalle
aufgrund der Krebserkrankung im selben Jahr bei rund 18.500 Fallen lag. Die relative 5-
Jahres-Uberlebensrate lag bei 88%.(1)

Inzwischen ist bekannt, dass es sich bei Brustkrebs um heterogene Erkrankungen handelt, die
sich durch unterschiedliche klinische und molekularpathologische Eigenschaften
auszeichnen.(2) Die Basis fir eine erfolgreiche Behandlung der Krebserkrankung liegt hierbei
in einer genauen Bestimmung und Subtypisierung des Tumorgewebes um darauf abgestimmt

eine individuelle Therapie zu ermdglichen.

1.2 Zielsetzung und Forschungsfrage

Ziel dieser Arbeit war die Evaluation eines Risikoscores zur Prognoseabschatzung hinsichtlich
des Auftretens eines Fernrezidivs in Patientinnen mit friihen hormonrezeptorpositiven, HER2-
negativen Mammakarzinomen.

Der Score basiert auf der quantitativen Analyse der 4 Marker des in vitro diagnostischen Tests
MammaTyper® ESR1, PGR, ERBB2, und MKI67 in Kombination mit klinisch-pathologischen
Faktoren, wie Zahl der befallenen Lymphknoten und Tumorgréi3e.

Eingeschlossen wurden nur Proben von Patientinnen, die neben der operativen Therapie
(Mastektomie oder brusterhaltende Therapie) adjuvant ausschlieBlich endokrin behandelt
wurden.

Der zugrunde liegende und von dem biotechnologischen Unternehmen BioNTech Diagnostics
GmbH entwickelte Test MammaTyper® ist ein in-vitro diagnostischer Test zur quantitativen
Analyse des mRNA-Expressionsstatus der Gene ERBB2, ESR1, PGR und MKI67 mittels
Reverser Transkription und quantitativer Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (RT-gPCR).(3)
Der Test ermdglicht so die Subtypisierung des Tumors gemaf der St. Gallen-Klassifikation
von 2013 in Luminal A-like, Luminal B-like (HER2 negativ), Luminal B-like (HER2 positiv),
HER2-positiv (nicht-luminal) und Triple negativ (ductal), die mit jeweils spezifischen
Therapieempfehlungen einhergehen.(3, 4)

Bisher erfolgte die Beurteilung des Tumorgewebes in erster Linie mittels semi-quantitativer
immunhistochemischer  Verfahren.  Aufgrund methodischer  Einschréankungen der
Immunhistochemie unterliegt dieses Verfahren zur Beurteilung der Expression der Biomarker
auf Proteinebene einer groRen Variabilitat innerhalb aber auch zwischen unterschiedlichen

Laboren und Untersuchern.(5) Durch die Verwendung eines quantitativen Verfahrens wie der

1



RT-gPCR erméglicht MammaTyper® eine zuverlassige und reproduzierbare Bestimmung der
Expressionsstarke der vier Biomarker und kénnte somit auch die molekulare Subtypisierung

optimieren.(6, 7)



2 Literaturdiskussion
2.1 Epidemiologie

Gemal Robert Koch-Institut handelt es sich mit einer Inzidenz von 74.500 im Jahr 2022 beim
Mamma-Karzinom um die haufigste Krebserkrankung der Frau in Deutschland.(1) Dies
entspricht einem Lebenszeitrisiko von circa 14 % an Brustkrebs zu erkranken. Damit ist das
Mammakarzinom vor dem kolorektalen- und Lungenkarzinom die haufigste Tumorerkrankung
der Frau.(1) Durch die flachendeckende Einfihrung der Screeningprogramme sind die
Inzidenzen in den jeweiligen Regionen bzw. Bundeslandern in Deutschland ab 2005 initial
deutlich angestiegen, da deutlich mehr Tumore in friiheren Stadien diagnostiziert werden
konnten, sind seit dem Jahr 2009 allerdings wieder riicklaufig und liegen aktuell nur leicht Gber
den Inzidenzen vor Einflhrung des flachendeckenden Screenings.(8) GemaR Katalanic et al.
erkranken in den Jahrgangen ab 2005 inzwischen ca. 25 % weniger Frauen an
fortgeschrittenem Brustkrebs als vor Einfihrung des Screenings.(8)

Dies wirkt sich ebenfalls auf die Brustkrebssterblichkeit aus, die sich in den Screening-
Gruppen seit 2008 riicklaufig zeigt.(8) Zum Screening eingeladen werden in Deutschland alle
Frauen im Alter von 50 - 69 Jahren. Die Annahme in der Bevolkerung ist hingegen nur maRig
mit einer Teilnahmequote von durchschnittlich, seit der vollstdndigen Umsetzung im Jahr 2009,
nur 50%.(9)

Die Reduktion der Brustkrebssterblichkeit, sowie die Zunahme des relativen Uberlebens ist
neben der verbesserten und somit haufig friheren Diagnostik, bedingt durch das
beispielsweise seit 2005 eingeflhrte flachendeckende Screeningprogramm, auflerdem auf
verbesserte therapeutische Méglichkeiten zurtickzufihren.(8)

Die Prognose wird neben klinisch-pathologischen Faktoren mafgeblich durch das Stadium bei
Diagnose und der biologischen Eigenschaften des Tumors bestimmt. Inzwischen ist
hinreichend bekannt, dass es sich bei Brustkrebs um heterogene Erkrankungen handelt, die
sich sowohl hinsichtlich ihrer Biologie und somit Behandlungsoptionen, als auch ihrer

Prognose deutlich unterscheiden.(2)



2022

Frauen
Neuerkrankungen 74.500
Sterbefalle 18.527
5-Jahres-Pravalenz 315.000

relative 5-Jahres-Uberlebensrate 88 %

Tabelle 1 Epidemiologie des Mammakarzinoms der Frau im Jahr 2022, in Anlehnung an (1)

2.2 Risikofaktoren und Pathogenese

Wie bei vielen anderen Krebsarten ist auch die Atiologie von Brustkrebs multifaktoriell.(10) Die
Entstehung eines Mammakarzinoms wird sowohl durch intrinsische als auch extrinsische
Faktoren beeinflusst.(10) Neben genetischen Risikofaktoren spielen auch hormonelle
Einwirkungen und Lebensstil eine wichtige Rolle in der Krebsentstehung. Neben dem
Geschlecht stellt der wohl wichtigste und nicht beeinflussbare Risikofaktor das Alter dar.(11)
Die Brustkrebsinzidenz nimmt mit steigendem Alter stetig zu und verdoppelt sich bis zur
Menopause nahezu alle 10 Jahre.(12) AuRerdem gibt es deutliche geographische
Unterschiede bezlglich der Inzidenz von Brustkrebserkrankungen. Die Inzidenzen in
westlichen Landern liegen teilweise um das Funffache Uber den Inzidenzen in ferndstlichen
Landern.(12) Studien an Einwanderern, die aus Landern mit niedrigeren, in Lander mit hohen
Inzidenzen migrieren und nach ein bis zwei Generationen ein vergleichbares Lebenszeitrisiko
fur das Auftreten eines Mammakarzinoms aufweisen wie die einheimische Bevdlkerung, sind
ein Hinweis, dass Umweltfaktoren offenbar eine gréfkere Bedeutung zukommen.(13)

Neben der exogenen Zufuhr von Hormonen, besonders in der Postmenopause, mittels
Hormonersatztherapie spielen auch nicht beeinflussbare hormonelle Faktoren, wie frihe
Menarche oder spate Menopause, sowie die Anzahl und Zeitpunkte der Graviditaten eine
bedeutende Rolle.(12)

Auch Adipositas und ein erhohter Korperfettanteil stellen einen unabhangigen Risikofaktor fur
das Auftreten von Brustkrebs dar.(14) Eine mogliche Erklarung hierfir ist die endogene
Produktion von Ostrogenen durch das Enzym Aromatase, das zu einem hohen Anteil im
Korperfettgewebe vorkommt.(15) Allerdings ist gemaR Yang et al. Ubergewicht auch ein
unabhangiger Risikofaktor flr die Entwicklung von triple-negativen Mammakarzinomen. Somit
kdnnten auch andere Mechanismen fiur die beobachtete Risikoerhdhung mit verantwortlich
sein.(16) Hierbei spielen unter anderem Entziindungsprozesse eine wichtige Rolle, wobei
unter anderem vermehrt entziindungsférdernde Botenstoffe wie TNFa und IL-6 ausgeschittet

werden.(15)



In ihrer Ubersichtsarbeit zeigten Shaikh et al., dass auch Lebensstileinflisse wie
beispielsweise die Ernahrung und hier im speziellen die Einhaltung einer mediterranen Diat
zur Risikoreduktion der Entwicklung eines Mammakarzinoms beziehungsweise auch der
Bildung eines Rezidivs beitragen kénnen.(17)

Gemal Mahdavi et al. gehen nur circa 5-10% der Mammakarzinome auf genetische Faktoren
zurtick.(18) Zu den wichtigsten genetischen Mutationen zahlen Keimbahnmutationen in den
BRCA1 und BRCAZ2 -Genen.(18) Weitere Mutationen, die ebenfalls mit einem erhéhten Risiko
einhergehen umfassen unter anderem Mutationen in TP53, CHEK2 oder ATM.(19)

2.3 Klassifikationen

2.3.1 TNM-Klassifikation

Die Klassifikation der Mammakarzinome erfolgt typischerweise anhand der TNM-Klassifikation
unter Berucksichtigung der TumorgréfRe, des Nodalstatus und dem Vorhandensein von
Metastasen.(20)

Zur spater leichteren Einbeziehung klinisch-pathologischer Faktoren in  den

Prognosealgorithmus wurde eine modifizierte vereinfachte Version der TNM-Klassifikation

erstellt.

pT

pT0 Kein Anhalt fir Primartumor

pTis (DCIS) Ductales Carcinoma in situ

pTI Tumor <20 mm

pTlmi Tumor <1 mm

pTla Tumor >1 mm bis <5 mm

pTlb Tumor >5 mm bis <10 mm

pTlc Tumor >10 mm bis <20 mm

pT2 Tumor >20 mm bis <50 mm

pT3 Tumor >50 mm

pT4 Jede GroRe mit direkter Ausdehnung auf Brustwand und/ oder Haut

pT4a Ausdehnung auf die Brustwand, ausschlieBlich Anhaftung/Invasion des

Brustmuskels

pT4b Ulzerationen und/oder ipsilaterale Satellitenknétchen und/oder Hautédem
pT4c Kriterien 4a und 4b

pT4d Inflammatorisches Karzinom das ein Drittel oder mehr der Haut der Brust betrifft




PN

PNx Nicht beurteilbar

pNO Histologisch keine regionalen Lymphknotenmetastasen.
Lymphknoten die nur Tumorzellcluster enthalten werden von der Gesamtzahl der
positiven Lymphknoten ausgeschlossen, werden aber in die Gesamtzahl der
bewerteten Lymphknoten einbezogen.

pNO (i-) Histologisch keine regionalen Lymphknotenmetastasen (IHC-negativ)

pNO (i+) Maligne Zellen in regionalen Lymphknoten < 0,2 mm und < 200 Zellen (HE-Farbung
oder IHC-positiv)

PNImi Mikrometastasen > 0.2 mm bis < 2.0 mm und/oder > 200 Zellen

pNla Metastasen in 1 bis 3 axillaren Lymphknoten

pN2a Metastasen in 4 bis 9 axillaren Lymphknoten

pN3a Metastasen in > 10 axillaren Lymphknoten

pM

Mx Nicht beurteilbar

pMO Keine Metastasen

pM1 Fernmetastasierung, bestimmt durch klassische klinische und radiologische

Methoden und/oder histologisch nachgewiesen >0,2 mm

Tabelle 2 Vereinfachte TNM-Klassifikation, in Anlehnung an Performance Evaluation Protocol Version 1.0,
BioNTech Diagnostics GmbH




2.3.2 Molekulare Subtypen und ihre Surrogat-Klassifikation nach St. Gallen 2013

Inzwischen ist bekannt, dass es sich bei Brustkrebs um heterogene Erkrankungen handelt, die
sich durch unterschiedliche klinische und molekularpathologische Eigenschaften

auszeichnen.(21)

Anhand charakteristischer Genexpressionsmuster lasst sich Brustkrebs auf Basis der Arbeiten
von Sorlie et al. auerdem in vier molekulare Subtypen einteilen, die mit unterschiedlichem
Risiko fir das Auftreten eines Rezidivs, Uberlebensraten und Therapieempfehlungen
einhergehen.(21, 22)

Molekulare Subtypen Klinisch-pathologische Surrogat-Definition

Luminal A Luminal A-like

Luminal B-like (HER2 negativ)

Luminal B

Luminal B-like (HER2 positiv)
HER2/ERBB?2 Uiberexprimiert HER?2 positiv (nicht-luminal)
Basal-like Triple negativ (ductal)

Tabelle 3 Molekulare Subtypen und ihre klinisch-pathologischen Surrogat-Klassifikationen nach St. Gallen (4)

Anstelle der Durchfihrung komplexer Genexpressionsanalysen lassen sich die vier
molekularen Subtypen anhand der klinisch-pathologischen Surrogat-Klassifikation nach St-
Gallen 2013 auf Basis der Expression von ER, PR, HER2 und Ki-67 unterscheiden.(4)

Surrogat-Klassifikation nach | ER PR HER2 Ki-67

St. Gallen

Luminal A-like positiv positiv negativ negativ
Luminal B-like (Her2 neg.) positiv positiv/ negativ negativ positiv/ negativ
Luminal B-like (Her2 pos.) positiv positiv/ negativ positiv positiv/ negativ
HER2 positiv (nicht-luminal) | negativ negativ positiv positiv/negativ
Triple negativ (ductal) negativ negativ negativ positiv/negativ

Tabelle 4 Markerverteilung gemaf St.-Gallen Klassifikation (4)



Da mit den einzelnen Subtypen auch spezifische Behandlungsempfehlungen einhergehen
kommt ihrer zuverlassigen Bestimmung eine essentielle Bedeutung zu.

Gegenwartig erfolgt die Bestimmung der Marker in der klinischen Routine in der Regel noch
semiquantitativ mittels Immunhistochemie und gegebenenfalls In-situ-Hybridisierung, kann

aber auch mittels quantitativer Verfahren wie der RT-gPCR erfolgen.(4, 23)

2.4 Biomarker
2.4.1 Hormonrezeptoren (Ostrogenrezeptor und Progesteronrezeptor)

Ostrogen- und Progesteronrezeptoren gehéren zur Gruppe der Steroidrezeptoren. Hierbei
handelt es sich um nukledre Rezeptoren und somit ligandenaktivierte
Transkriptionsfaktoren.(24) Durch Bindung eines Liganden wird die Aktivitdt der Rezeptoren
reguliert und somit die Transkription gehemmt oder aktiviert. Nach Bindung ihres jeweiligen
Liganden wandern sie in den Zellkern und wirken dort als Transkriptionsfaktoren.(25) Jensen
et al. gelang in den 1960er Jahren erstmals die Identifikation des Ostrogenrezeptors.(26) Die
Ostrogenrezeptoren kdnnen in zwei Gruppen eingeteilt werden. Der wichtigste Vertreter ist der
Ostrogenrezeptor a, beziehungsweise NR3A1 (Nukledrer Rezeptor Subgruppe 3, Gruppe A,
Nummer 1) und wird durch das Gen ESR1 kodiert. Ostrogenrezeptor B (NR3A2, Nukleérer
Rezeptor Subgruppe 3, Gruppe A, Nummer 2) wird durch das Gen ESR2 codiert. ERa wurde
erstmals durch Greene et al. 1986 kloniert (27), ER folgte erst 10 Jahre spater, im Jahre 1996
durch Kuiper et al.(28) Ostrogenrezeptoren besitzen als Vertreter der Steroidrezeptoren sechs
Domanen (A-F). Am N-terminalen Ende befindet sich die A/B Region, die eine
ligandenunabhangige Transaktivierungsfunktion (AF 1) enthalt. Die C-Region enthalt die DNA-
Bindungsdomane mit zwei Zinkfingerdomanen. Durch den Einbau des Zinkatoms und die
dadurch entstehende schleifenférmige Struktur wird die spezifische Bindung an sogenannte
estrogen response elements (ERE) der DNA ermdglicht.(29) Durch diese Interaktion und
Bindung des Ostrogenrezeptors an die ERE wird die Transkription aktiviert oder gghemmt, und
somit die Genexpression reguliert. Hierbei kdnnen auch andere Cofaktoren interagieren.
Inzwischen sind auch zahlreiche weitere dstrogenvermittelte Effekte bekannt, die nicht Gber
die Aktivierung und Hemmung der Transkription Gber nukledre Rezeptoren vermittelt werden,
sondern beispielsweise Uber second messenger Signalwege.(29) Die Fahigkeit der
Ostrogenrezeptoren Liganden zu binden macht sie auierdem zu pharmakologischen Targets.
(30)

Die Expression des Ostrogenrezeptors a stellt einen wichtigen pradiktiven Faktor fir das
Ansprechen auf eine adjuvante endokrine Therapie dar.(31) Aus diesem Grund ist die
Bestimmung der Hormonrezeptorexpression im Operationsgewebe obligat. Therapierichtlinien

zum Einsatz einer endokrinen Therapie empfehlen den Ostrogenrezeptorstatus als positiv zu



bewerten, wenn sich in mindestens 1% der Tumorzellen eine positive Kernfarbung mittels
Immunhistochemie nachweisen lasst und diesen Patientinnen eine endokrine Therapie
anzubieten.(32) Zur weiterfiihrenden Beurteilung wird aul’erdem die Anwendung von
immunhistochemischen Scores empfohlen, die neben dem Prozentsatz positiver Zellkerne
auch die Farbeintensitat berticksichtigen. Zu den am haufigsten verwendeten Scores zahlen
beispielsweise der Allred-Score oder der immunreaktive Score nach Remmele und Stegner
(IRS).(33)

2.4.2 Humaner epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor 2

HER2/neu oder HER2 gehdrt zur Gruppe der epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptoren und
wird durch das Gen ERBBZ2 auf Chromosom 1712 kodiert und besteht aus 1255
Aminoséauren.(34) In ca. 20-30 % der Mammakarzinome lasst sich eine HER2-Uberexpression
nachweisen (35), normalerweise in Verbindung mit einer DNA-Amplifikation des Erb-B2-
Locus.(2) HER2 ist ein transmembraner Tyrosinkinase-Rezeptor und besteht aus 3
unterschiedlichen Domanen. Einerseits einer extrazellularen Ligandenbindungsstelle, einem
Transmembransegment, sowie einer intrazellularen Domane mit Tyrosinkinaseaktivitat.(36)
Homo- oder Heterodimerisierung fuhrt zur Auto- und Transphosphorylierung von Tyrosinresten
innerhalb der intrazellularen Doméane.(34) Dadurch werden verschiedene nachgeschaltete
Signalkaskaden aktiviert, die unter anderem die MAP-, PI3- und Proteinkinase C umfassen.
Diese Signalwege beeinflussen unter anderem die Transkription verschiedener Gene und
fordern Zellwachstum, Proliferation und beeinflussen auRerdem die Zelldifferenzierung und
Angiogenese.(36)

Der primare Mechanismus der HER2-Aktivierung bei Brustkrebs ist die Genamplifikation auf
dem langen Arm von Chromosom 17.(37) Dies fiihrt folglich zur Uberexpression des HER2-
Rezeptors.

Es hat sich gezeigt, dass eine Amplifikation des ERBB2-Gens beziehungsweise eine HER2-
Uberexpression mit einer signifikant schlechteren Prognose und einem erhéhten Risiko fiir das
Auftreten von Metastasen einhergeht. Gleichzeitig stellt der HER2-Rezeptor eine Zielstruktur
fur eine zielgerichtete Anti-HER2-Therapie beispielsweise mit dem monoklonalen Antikdrper
Trastuzumab oder einem Tyrosinkinaseinhibitor wie Lapatinib dar.(38) Inzwischen hat sich die
Immunhistochemie als Standard-Screening-Verfahren zur Bestimmung von HER2
etabliert.(23)

Der HER2-Status wird entweder als positiv (3+ oder 2+ und CISH- oder FISH-positiv) oder
negativ (0/1+ oder 2+ und CISH- oder FISH-negativ) beurteilt.(39)

Dass bei einem Mammakarzinom von einer HER2-Positivitat gesprochen werden darf, ist eine
immunhistochemisch nachgewiesene Proteinlberexpression Voraussetzung. Dies entspricht

einem Score von 3+, was einer gleichmafigen intensiven Membranreaktion in >10% der
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invasiven Tumorzellen entspricht. Ein Score von 1+ ist als negativ zu werten und geht mit einer
unvollstandigen schwachen Membranfarbung in mehr als 10 % der invasiven Tumorzellen
einher. Ein Wert von 0 beziehungsweise 1+ ist als negativ zu werten und geht nicht mit einer
Therapieempfehlung mit einem HER2-Antikérper einher. Bei einem Score von 2+, handelt es
sich entweder um eine unvollstandige und/ oder eine schwache Membranfarbung innerhalb
von mehr als 10% der invasiven Tumorzellen oder eine vollstandige intensive umlaufenden
Membranfarbung von £10% der invasiven Tumorzellen.(37)

Ergibt sich in der Immunhistochemie ein unklarer Fall fir HER2, z.B. HER2-IHC 2+, kann
mittels In-situ-Hybridisierung eine mégliche Genamplifikation nachgewiesen werden. Hierbei
kommt haufig die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) oder Chromogen-in-situ-
Hybridisierung (CISH) zur Anwendung.(37)

Gemal der aktualisieten ASCO/CAP-Leitlinie von 2018 ist bei Verwendung eines Dual-
Sonden-In-situ-Hybridisierungs-Assays ein HER2 / CEP17-Verhaltnis = 2,0 und eine
durchschnittliche HER2-Kopienzahl = 4,0 als positiv zu werten. Ein HER2 /CEP17-Verhaltnis
< 2,0 mit durchschnittlicher HER2-Kopienzahl < 4,0 gilt hingegen als negativ.(40)

Bei Vorliegen eines HER2- /CEP17 Verhaltnisses =2 2,0 und durchschnittlicher HER2-
Kopienzahl von < 4,0 oder mittlerer HER2—Kopienzahl = 4,0 und < 6,0 sowie einer Ratio < 2,0
ist das Ergebnis ebenfalls negativ, es sei denn es liegt gleichzeitig eine mittels
Immunhistochemie nachgewiesene Uberexpression vor (IHC 3+). Auch eine durchschnittliche
HER2-Kopienzahl von = 6,0 und eine Ratio < 2,0 wird in der 2018 aktualisierten Empfehlung
als negativ bewertet, allerdings auch hier nur bei nicht gleichzeitig vorliegendem IHC 2+ - oder
3+ - Status. Insgesamt wurde durch die Empfehlungen von 2018 eine Verbesserung der

Beurteilung insbesondere der 2007 und 2013 noch uneindeutigen Falle erreicht.(40)

243 Ki-67

Beim nuklearen Antigen Ki-67 handelt es sich um einen Proliferationsmarker zur Bestimmung
der Zellteilungsaktivitat. Die Bestimmung der Ki-67 Proteinexpression erfolgt in der klinischen
Routine typischerweise mittels Immunhistochemie. Hierbei wird das Protein mittels
monoklonalem Antikdrper in der aktiven Phase des Zellzyklus nachgewiesen. Da Ki-67 in
ruhenden Zellen nicht nachgewiesen werden kann, hat sich der Biomarker als
Proliferationsmarker fur die Zellteilungsaktivitat etabliert.(41) Damit ist er zusatzlich ein
prognostischer Marker.(42)

Klinische Entscheidungsfindung bezlglich Behandlungsempfehlungen beruhen zum Teil
malfgeblich auf der Bewertung der Ki-67 Expression, wie beispielsweise der Differenzierung
zwischen Luminal A und Luminal B.(5)

Als Proliferationsmarker bieten sich fur Ki-67 neben der Unterscheidung zwischen Luminal A

und B weitere potentielle Anwendungen an, wie beispielsweise die Abschatzungen der
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Prognose nach vorangegangenen systemischen Therapien aber auch zur
Therapielberwachung.(5)

Doch gerade Ki-67 und besonders dessen Bestimmung mittels Immunhistochemie stehtimmer
wieder in der Kritik als etablierter Biomarker. Zum einen fehlt es noch immer an klar definierten
Grenzwerten flr die Dichotomisierung in positiv und negativ, aulerdem bestehen besonders
im Rahmen der immunhistochemischen Bestimmung methodische Limitationen, die mit einer
eingeschrankten Reproduzierbarkeit und Validitat dieses Biomarkers einhergehen.(5)

Die Ki-67-Expression wird mithilfe des Ki-67-Labeling-Index als Prozentsatz der Ki-67-
positiven Zellen im Verhaltnis zur Gesamtzahl der untersuchten Zellen angegeben.(43)
Wahrend in der 12. internationalen Brustkrebs Konferenz in St. Gallen im Jahr 2011 noch ein
Grenzwert von 14 % zur immunhistochemischen Unterscheidung zwischen einer hohen und
einer niedrigen Ki-67 Proteinexpression und somit auch den molekularen Subtypen Luminal
A und Luminal B empfohlen wurde, ging die Empfehlung von 2013 zur Verwendung eines
Cut-offs von 20%, wahrend in der Literatur weiterhin divergierende Grenzwerte fir Ki-67
beschrieben sind.(37) Fehlende Standardisierung der Immunhistochemie und besonders der
Beurteilung des Biomarkers Ki-67 resultieren weiterhin in einer hohen interlaboratorischen
Variabilitat und unzureichender Reproduzierbarkeit dieses Biomarkers.(44) Dies umfasst
haufig nicht standardisierte Farbemethoden, aber auch grofRe Divergenzen und
Heterogenitat bei der Bewertung und Auszahlung der gefarbten Objekttrager. Besonders
ausgepragt war die Heterogenitat in den Ki-67 Expressionsbereichen zwischen 15-30%, der
Bereich in dem die meisten Grenzwerte definiert sind.(45)

Der haufigste fur IHC-Farbungen verwendete Antikorper ist MIB-1, wahrend allerdings bei
lokalen Farbeprotokollen Verfahrensschritte, wie beispielsweise die Antikérperverdinnung,
die Herstellung der Substanzen oder auch die HE-Farbungszeit haufig variieren kénnen.(5)
Mittels Training und standardisierten Bewertungsmethoden konnte die Reproduzierbarkeit der
Immunhistochemie verbessert werden.(46) Allerdings blieben Inkonsistenzraten von bis zu 20
% fur die Bestimmung der Proteinexpression von ER, PR, HER2 und Ki-67 bestehen, wahrend
sich Ki-67 als kritischster Parameter zeigte.(47-49)

Einer zuverlassigen und reproduzierbaren Bestimmung dieses Biomarkes kommt daher eine

besondere Bedeutung zu.
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2.5 Gegenwartige Prognoseabschatzung mittels Immunhistochemie
anhand des IHC4-Scores und Genexpressionsanalysen

Neben der Bestimmung der charakteristischen Biomarker ER, PR, HER2 und Ki-67, bei denen
es sich um therapeutisch adressierbare Zielstrukturen handelt, tragen typischerweise klinisch-
pathologische Faktoren malfdgeblich zZur Prognoseabschatzung und
Behandlungsempfehlungen bei.(50)

Anhand der Expressionshohe der vier Biomarker ER, PR, HER2 und Ki-67 lassen sich die vier
molekularen Subtypen mithilfe der klinisch-pathologischen Surrogat-Klassifikation nach St.
Gallen unterscheiden.(4) Dazu zahlen Luminal A-like, Luminal B-like (HERZ2 negativ), Luminal
B-like (HER2 positiv), HER2-positiv (nicht-luminal) und Triple negativ. Die einzelnen Subtypen
unterscheiden sich sowohl hinsichtlich ihrer Prognose und ihres Risikos zur
Fernmetastasierung als auch hinsichtlich des Ansprechens auf eine spezifische Therapie und
gehen mit unterschiedlichen Behandlungsempfehlung einher.(51) Somit kommt der genauen
Typisierung des Tumors eine essentielle Bedeutung zu.

Die Bestimmung der Expression der vier Biomarker ER, PR, HER2 und Ki-67 erfolgt
gegenwartig Ublicherweise semiquantitativ mittels Immunhistochemie durch die Bestimmung
der entsprechenden Proteinexpression.(4, 23) Dies liegt vor allem an der breiten Verfiigbarkeit
und den geringen Kosten.(52)

Hierbei werden die Proteine mittels monoklonaler Antikérper oder Antikérperfragmenten, die
mit einem Marker gekoppelt sind detektiert und anschlielend semiquantitativ gezahlt und
anhand des Anteils und der Intensitat der Farbereaktion beurteilt. Wie bereits oben ausgeflihrt
unterliegt dieses Verfahren aufgrund der genannten methodischen Einschrankungen
besonders hinsichtlich subtiler Unterschiede im Bereich vordefinierter Cut-offs,

beziehungsweise sehr niedriger oder sehr hoher Expression, Limitationen.(53)

2.5.1 IHCA4-Score

Mit dem IHC4-Score konnte bereits ein Score etabliert werden, der allein auf der Kombination
der immunhistochemisch bestimmten Marker ER, PR, HER2 und Ki-67 beruht und
prognostische Informationen fir dstrogenrezeptorpositive frihe Mammakarzinome liefert die
uber die typischen klinisch-pathologischen Faktoren hinausgehen.(54) Cutzick et al. konnten
zeigen, dass das Modell noch optimiert werden kann, wenn klassische klinisch-pathologische
Parameter wie Nodalstatus oder Tumorgréf3e integriert werden.(55, 56) Der IHC4 kann somit
im Gegensatz zu alternativen Multigen-Expressionsassays kostengunstig und dezentral an
jedem lokalen Pathologielabor angewendet werden.(54)

Obwohl der Score in einer unabhangigen Kohorte etabliert wurde und einen vergleichbaren
prognostischen Wert wie beispielsweise der auf komplexeren Analysen beruhende 21-Gen-

Recurrence-Score (Oncotype DX®, Genomic Health) liefert, wurde er bisher trotz vieler
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Vorteile nicht in die klinische Routine integriert, was unter anderem auf die methodischen
Limitationen der Immunhistochemie zurtickzufiihren ist.(46, 56)

Die Grenzen der aktuell etablierten Methode, der Bestimmung auf Proteinebene mittels IHC
verdeutlicht die Notwendigkeit alternative Verfahren zu etablieren, die in Reproduzierbarkeit,
Zuverlassigkeit und Prazision insbesondere hinsichtlich der Ki-67 Bestimmung den gangigen
Verfahren (berlegen, und des Weiteren unabhangig von subjektiven Bewertungseinfllissen

sind.

2.5.2 Genexpressionstests

Mit der Entwicklung verschiedener Multigen-Assays wie beispielsweise Oncotype DX®
(Genomic Health, Redwood City, CA, USA), MammaPrint® (Agendia, Irvine, CA, USA) oder
EndoPredict® (Myriad Genetics, Salt Lake City, UT, USA), wurde eine Mdglichkeit geschaffen
die methodischen Limitationen der Immunhistochemie, insbesondere die Einschrankungen
der subjektiven Bewertung zu umgehen. Sie liefern Rezidivscores die prognostische
Information fir hormonrezeptorpositive frihe Mammakarzinome bereitstellen.

Wahrend alle vier Tests prognostische Informationen ermoglichen, ist bisher nur der 21-Gen-
Recurrence-Score (Oncotype DX®, Genomic Health) als pradiktiver Test flr die Vorhersage
eines Chemotherapienutzens validiert.(57-59)

Ein Nachteil dieser kommerziell verfigbaren Assays sind neben den relativ hohen Kosten, die
in vielen Fallen notwendige Durchflihrung an zentralen Diagnostiklaboren.(7) Dies schrankt
die Anwendung dieser Tests besonders in Landern oder Regionen mit weniger monetaren und

strukturellen Mdglichkeiten weiterhin ein.
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2.6 Risikoquantifizierung mittels RT-gPCR am Beispiel von
MammaTyper®

2.6.1 Reverse Transkription - quantitative Real-time PCR (RT-qPCR)

Im Gegensatz zur semiquantitativen Bestimmung der Proteinexpression mittels
Immunhistochemie, ermoglicht die quantitative Real-time PCR eine quantitative Analyse der
mMRNA-Expression und somit eine genaue, reproduzierbare und objektive Bestimmung der
Genexpressionslevel der 4 Biomarker ESR1, PGR, ERBB2 und MKI67.(3, 7)

Die quantitative Real-time PCR beschreibt ein modifiziertes Verfahren der vielfach
angewendeten Polymerase-Kettenreaktion. Wahrend bei der klassischen PCR die Analyse am
Ende der Reaktion erfolgt, kann mittels quantitativer Real-time PCR die Menge an DNA nach
jedem PCR-Zyklus in Echtzeit detektiert werden.(60) Zur Quantifizierung der
Genexpressionsstarke der genannten Biomarker ERBB2, ESR1 , PGR und MKI67 auf mRNA-
Ebene muss zunachst die vorliegende messenger-Ribonukleinsdure mithilfe des Enzyms
Reverse Transkriptase in komplementare DNA umgeschrieben werden. Die hinzugegebene
RNAse baut die vorhandene mRNA anschliel3end ab und die DNA-Polymerase dupliziert den
vorliegenden DNA-Strang, sodass doppelstrangige DNA vorliegt. Die entstandene
markerspezifische komplementare DNA wird anschlielend mittels des Enzyms DNA-
Polymerase amplifiziert. Die Amplifikation wahrend der Polymerase-Kettenreaktion wird in
Echtzeit beispielsweise mittels Hydrolysesonden detektiert. Bei der hier verwendeten
sondenbasierten Real-time PCR wird die Fluoreszenz einer mit Fluorophor markierten
sequenzspezifischen Sonde gemessen.(61). Die Verwendung spezifischer Fluorophore
ermdglicht die simultane Quantifizierung und Bestimmung mehrerer Gene in einer Probe. Die
entsprechenden Hydrolysesonden sind 5° mit dem Fluorophor und 3' mit einem Quencher
aufgebaut und sind komplementar zur Zielsequenz. Die gewahlten Sonden und Primer sind
spezifisch zur Detektion des Zielgens ausgewahlt. Solange die Sonde intakt ist verhindert der
Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer die Emission des Fluorophors indem der Quencher,
in direkter Nachbarschaft, die Fluoreszenz des Farbstoffs absorbiert.(62) Bedingt durch die
Exonukleaseaktivitdt der DNA-Polymerase wird die gebundene Sonde abgebaut. Durch die
Trennung von Fluorophor und Quencher kann die Emission nicht mehr durch den Quencher
absorbiert werden und kann als Fluoreszenz mittels Spectrofluorometer gemessen werden. Je
mehr Zielsequenzen nach jedem Zyklus vorliegen desto mehr Sonden kénnen binden und
werden nach jedem Zyklus abgebaut und umso mehr Fluoreszenz kann mittels
Spectrofluorometer gemessen werden.(62)

Als Quantifizierungszyklus (Cq) wird der PCR-Zyklus bezeichnet bei dem erstmals ein Signal
Uber dem Hintergrundsignal detektiert werden kann. Die Anzahl der Zyklen die hierfur nétig ist

dient als Maf3 fir die Menge an initial vorhandener mRNA.(63)
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2.6.2 Quantitativer Nachweis des mRNA-Expressionsstatus der Gene ESR1, PGR,
ERBB2 und MKI67 mittels MammaTyper® (BioNTech Diagnostics GmbH)

Der in-vitro diagnostische Test MammaTyper® ermdglicht die quantitative Analyse der mRNA-
Expressionsstarke der Gene ESR1, PGR, ERBB2 und MKI67 auf mRNA-Ebene mittels
reverser Transkription und quantitativer Real-time PCR (RT-gPCR).(3)

Im Gegensatz zur Bestimmung mittels Immunhistochemie zeigte sich bei der Analyse mittels
MammaTyper® flr alle vier Biomarker eine hohe Reproduzierbarkeit und eine sehr niedrige
Variabilitat innerhalb und zwischen unterschiedlichen Untersuchern.(7)

Somit ermdglicht MammaTyper® eine zuverlassige Subtypisierung des Tumors gemaf der St.
Gallen-Klassifikation von 2013 in Luminal A-like, Luminal B-like (HER2 negativ), Luminal B-
like (HER2 positiv), HER2 positiv (nicht-luminal) und Triple negativ (ductal), die mit jeweils
spezifischen Behandlungsempfehlungen einhergehen.(52)

In der klinischen Routine wird Tumormaterial fur nachfolgende pathologische Untersuchungen
in der Regel in Formalin-fixierten und in Paraffin eingebetteten Proben asserviert. Zur weiteren
Diagnostik, beispielsweise mittels Immunhistochemie oder In-situ-Hybridisierung, kénnen
jeweils einzelne Schnitte eines solchen Blockes zur weiteren Diagnostik abgetragen werden.
Fir bestimmte genetische aber auch molekulare Analysen wie der RT-qPCR ist hingegen als
erster Schritt die Extraktion der Gesamt-RNA aus den FFPE-Proben nétig. Hierfir stellt
BioNTech Diagnostics GmbH das RNXtract®-Extraktionskit mit zur Verfligung. Die Elution der
RNA ist aber auch Uber andere gangige Wege der RNA-Extraktion moglich.

Naturlicherweise konnen extrahierte Tumorbldocke auch zu einem nicht unwesentlichen Teil
aus nicht-invasivem Tumor, beispielsweise umgebendem Stromagewebe oder nicht invasiven
Tumoranteilen (z.B. Ductalem carcinoma in situ) bestehen.(3)

GemalR Hartmann et al. geht man davon aus, dass tumorfremde RNA RT-qPCR kaum
beeinflusst, wahrend die RNA eines parallel bestehenden in-situ-Karzinoms aufgrund
charakteristischer abweichender Genexpressionssignaturen die Ergebnisse hingegen deutlich
beeinflussen kénnen. Dieser Problematik begegnet man in der Praxis in der Regel mittel
Verwendung eines Grenzwertes flr den invasiven Tumorzellgehalt, der zur Ermittlung valider
Ergebnisse nicht unterschritten werden sollte.(64)

Fir die sichere und valide Durchfuhrbarkeit des MammaTyper®, ebenso wie zuvor
beschrieben fur das RNA-Extraktions-Kit RNXtract® wurde ein invasiver Tumorzellanteil von
mindestens 20 % vorausgesetzt.(3)

Neben den Assays fur ESR1, PGR, ERBB2 und MKI67 enthalt das MammaTyper®-Kit
auRerdem Assays fur die beiden Referenzgene B2M und CALM2. Diese dienen der Kontrolle

ob ausreichend RNA zur Quantifizierung vorliegt.
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MammaTyper® beinhaltet 3 Assay-Mixe, in denen jeweils zwei Assays duplexiert sind.
e Assay-Mix 1 enthalt die Assays flir ERBB2 und ESR1
o Assay-Mix 2 enthalt die Assays fir MKI67 und B2M
o Assay-Mix 3 enthalt die Assays fir PGR und CALM2

Vor jeder Analyse wird die Validitat von Lauf und Probe verifiziert. Zur Uberpriifung der Validitat
des einzelnen Laufes dient eine im MammaTyper®-Kit enthaltene Kontroll-RNA als
Positivkontrolle, sowie Wasser als Negativkontrolle.

Neben der Angabe als kontinuierliche Variable ist anhand validierter Cut-offs fur jeden
Biomarker auch eine binare Einteilung in positiv und negativ moglich. Die Cut-offs sind
geratespezifisch.

Der MammaTyper® Test gibt die Einzelmarkerergebnisse sowohl auf einer kontinuierlichen
Skala als AACqg-Werte, als auch anhand geratespezifischer Grenzwerte in positiv und negativ
dichotomisiert an.(3)

Anhand der binaren Einzelmarkerergebnisse der 4 Biomarker lassen sich die Proben den vier

klinisch-pathologischen Surrogat-Subtypen gemaf der St.-Gallen-Klassifikation zuteilen.(4)
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3 Material und Methoden

3.1 Zielsetzung und Forschungsfrage

Ziel dieser Arbeit war die Evaluation eines Risiko-Scores (MT (MammaTyper®) - Score) als
Prognoseindikator flir das Rezidivrisiko von weiblichen Brustkrebspatientinnen mit friihen
hormonrezeptorpositiven, HER2-negativen Mammakarzinomen, die nach operativer Therapie
(Mastektomie oder brusterhaltender Therapie) ausschlieflich endokrin behandelt wurden.

Der Score basiert auf der quantitativen Analyse der mRNA-Expressionsstarke der 4 Biomarker
des in-vitro diagnostischen Tests MammaTyper® ESR71, PGR, ERBB2 und MKI67 in
Kombination mit klinisch-pathologischen Faktoren, wie Zahl der befallenen Lymphknoten und

TumorgroRe.

3.1.1 Primares Studienziel

Die algorithmische Kombination der quantitativen MammaTyper®-Ergebnisse der vier Marker
ESR1, PGR, ERBB2 und MKI67 liefert unabhangige prognostische Informationen hinsichtlich
des Auftretens von Fernrezidiven bzw. des krankheitsfreien Langzeitliberlebens in
hormonrezeptorpositiven, HER2-negativen Brustkrebspatientinnen, die  adjuvant

ausschliel3lich endokrin behandelt wurden.

3.1.2 Sekundire Studienziele

Als sekundares Studienziel sollte untersucht werden, ob die algorithmische Kombination der
quantitativen MammaTyper® Ergebnisse unabhangige prognostische Informationen bezuglich
des Auftretens von Rezidiven, zusatzlich zu etablierten klinisch-pathologischen Risikofaktoren,
wie beispielsweise der Anzahl pathologischer Lymphknoten oder Tumorgréfie in weiblichen
hormonrezeptorpositiven, HER2-negativen Brustkrebspatienten die adjuvant ausschlieBlich

endokrin behandelt wurden, ermdglicht.

Als primarer Endpunkt wurde das fernmetastasenfreie Uberleben (distant disease-free
survival, DDFS) definiert. Dieses entspricht dem zeitlichen Intervall zwischen Operation und

Fernmetastasierung oder krankheitsspezifischem Versterben.

Als sekundarer Endpunkt wurde das Gesamtuberleben (overall survival, OS) definiert. Dies

entspricht der Zeit zwischen Operation und Versterben (aufgrund jeglicher Ursache).
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3.2 Patientenkollektiv

Zur Analyse der mRNA-Expressionslevel der vier Biomarker ESR1, PGR, ERBB2 und MKI67
wurden archivierte Formalin-fixierte und in Paraffin eingebettete (FFPE-) Gewebeblécke von
hormonrezeptorpositiven, HER2-negativen weiblichen Brustkrebspatientinnen untersucht, die
zwischen 1990 und 2006 primar mit invasivem Brustkrebs diagnostiziert worden sind und fur
die mindestens fur finf Jahre Follow-up Daten vorlagen. Das Patientenkollektiv stammte aus
der Universitatsmedizin der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz, Klinik und Poliklinik far
Geburtshilfe und Frauengesundheit (Langenbeckstralle 1, 55131 Mainz, Deutschland). Mittels
Fragebogen wurde das Langzeit-Follow-up erhoben. Eingeschlossen wurden weibliche
volljahrige Brustkrebspatientinnen, die nach operativer Therapie adjuvant ausschlie3lich
endokrin behandelt wurden und bei denen zum Zeitpunkt der Primardiagnose keine
Fernmetastasierung bestand. Zu den operativen Therapien zahlten entweder Mastektomie
oder eine brusterhaltende Operation (BET). Das Vorliegen eines Zweitmalignoms stellte
ebenfalls ein Ausschlusskriterium dar. Nachfolgend findet sich eine genaue Auflistung der Ein-

und Ausschlusskriterien.

Einschlusskriterien Ausschlusskriterien
- weiblich, volljahrig - mannliche Brustkrebspatienten
- Patientinnen mit diagnostiziertem - Zweitmalignom
invasivem Brustkrebs - Metastasen zum Zeitpunkt der Diagnose
- zum Zeitpunkt der Diagnose keine (primare Metastasierung)
Fernmetastasen (MO) - nicht ausreichendes FFPE-Gewebe
- ER positiv und HER2 negativ (zum - nicht ausreichender Tumorzellgehalt im
Zeitpunkt der Diagnose mittels Gewebe (mindestens 20 % invasiver
Immunhistochemie/ In-situ- Tumorzellgehalt)
Hybridisierung bestimmt) - nicht ausreichende RNA Gewinnung zur
- Z.n. BET (Brusterhaltende Therapie) Durchfiihrung der MammaTyper®
oder Mastektomie, RO-Resektion Analysen (ungliltiges MammaTyper®
- nach Operation ausschlieB3lich adjuvant Testergebnis)
endokrin behandelt
- FFPE-Gewebe verflgbar (Biopsat/
Resektat)
- Informationen zum DDFS (distant
disease-free survival) verfigbar
(Follow- up Informationen Uber
mindestens 5 Jahre verfiigbar)
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- Informationen zum Gesamtlberleben
(overall survival, OS) verfligbar
(Follow-up Informationen tber
mindestens 5 Jahre verfiigbar)

- Von Patientin unterschriebene
Informierte Einwilligung (Informed
consent)

- Verfugbare Daten bezlglich
histologischem Grading und
Immunhistochemie/ In-situ-
Hybridisierung von ER, PR, HER2 und
Ki-67

Tabelle 5 Detaillierte Auflistung der Ein- und Ausschlusskriterien

Die klinisch-pathologischen Daten zu den entsprechenden FFPE-Proben stammten einerseits
aus einer bereits bestehenden Datenbank fur die Jahre 1990 — 2000, wahrend die klinischen
Datensatze zu den Proben ab 2000-2006 aus archivierten Tumorboardaufzeichnungen und
histologischen archivierten Befunden der entsprechenden Jahre gewonnen und in der
entsprechenden Datenbank erganzt wurden. Um Aussagen uber einen langeren
Nachbeobachtungszeitraum zu generieren wurde das Gesamtiberleben mittels Abfrage tber
das Krebsregister Rheinland-Pfalz 2024 noch einmal aktualisiert. Die Datenbank wurde mittels
Microsoft Excel® Version 2402 erstellt. Verwendet wurden in erster Linie FFPE-Blocke von
Resektaten aber auch von Schnellschnitten. Waren fir eine Patientin sowohl Blécke fur
Schnellschnitt als auch Hauptresektat vorhanden, wurde der Block mit dem hoheren
Tumorzellgehalt verwendet, was in allen der hier eingeschlossenen Falle das Hauptresektat
darstellte, sodass jeder Patientin genau ein FFPE-Block zugeordnet werden konnte. Aufgrund
des Alters der FFPE-Bl6cke und der dadurch moglicherweise eingeschrankten Qualitat und
Probenintegritdt wurden Proben die vor 1990 gewonnen wurden grundsatzlich von den
weiteren Untersuchungen ausgeschlossen. Anschlielliend wurde Uberprift, welche Blécke zur
weiteren Analyse in Frage kommen. Hierbei wurde einerseits Uberprift, ob Uberhaupt noch
erhaltene Blocke vorhanden waren, andererseits ob durch gegebenenfalls schon friher
durchgefuhrte Untersuchungen noch ausreichend Material auf den jeweiligen Bldcken fur die
geplante Analyse vorhanden war, bzw. die Qualitat der Blocke grundsatzlich gegeben war und

keine grobe Beschadigung der Probenintegritat festzustellen war.

Vor Beginn der RNA-Extraktion, sowie der MammaTyper® RT-gPCR-Laufen wurden die

einzelnen Tumorblécke auf ausreichend invasiven Tumorzellgehalt histologisch untersucht.
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Die histologische Untersuchung hierfir erfolgte durch einen erfahrenen Pathologen der
BioNTech Diagnostics GmbH. Proben bei denen zu wenig Gewebe auf den Blécken
vorhanden war wurden ebenso wie Blécke mit zu geringem invasivem Tumorzellgehalt von
weiteren Untersuchungen ausgeschlossen. Als Grenzwert hierfir wurde geman
Gebrauchsinformation Ref 160301-90020-DE Rev 3.1 des MammaTyper®-Kit ein invasiver

Tumorzellgehalt von mindestens 20% als Einschlusskriterium definiert.
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3.2.1 Consort-Flussdiagramm

Von den urspringlich 304 Patientenproben mit vorhandenem klinischen Datensatz der Jahre
1990-2006 konnte flir 265 Proben ein valides MammaTyper®-Ergebnis generiert werden. 39
Proben mussten aufgrund fehlender Blocke oder invalider MammaTyper®-Ergebnisse
aufgrund von zu geringem Tumorzellgehalt ausgeschlossen werden. Von den 265 Proben fiir
die ein valides MammaTyper®-Ergebnis generiert werden konnte wurden 49 Proben
ausgeschlossen, da sie gegen Einschlusskriterien verstieRen: 7 Probe mussten aufgrund
fehlender Follow-up Daten ausgeschlossen werden, 41 Proben waren nicht ESR+/ HER2-
gemal IHC/ ISH und eine weitere Probe erfiillte beide Einschlusskriterien nicht. AbschlielRend
erfullten N= 216 Proben alle erforderlichen Einschlusskriterien und dienten als Basis fur die

weiteren Untersuchungen.

Gesamtkollektiv (n=304)

Ausgeschlossen (n=39)

+ Ausschiuss aufgrund fehlender
Blocke oder invalidem
MammaTyper&-Ergebnis

Valides MammaTyperg-
Ergebnis {n=265)

Ausgeschlossen

(Einschlusskriterien nicht erfillt)

(n=49)

+ Keine Follow-Up Daten (n=7)

L | + Nicht ESR-positiv und HER2-
negativ gemal ICHASH (n=41)

+ Nicht ESR-positiv und HER2-
negativ UMD keine Follow-Up
Daten (n=1)

L

Patientenkollektiv (n=216)
alle Einschlusskriterien erfillt

Abbildung 1 Consort-Flussdiagramm
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3.3 Statistische Methoden

Die statistischen Analysen erfolgten mittels SPSS Version 11.5 fir Microsoft Windows® (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA).

Die deskriptive Statistik erfolgte mittels tabellarischer Darstellung der absoluten und relativen
Haufigkeiten sowie Mittelwert und Median der Zeit bis zum Auftreten einer Fernmetastasierung
oder Versterben. Tabellarisch erfolgte auch die Darstellung derselben Variablen (DDFS event
occurrence, OS event occurrence) innerhalb der ersten 5 Jahre, sowie die Verteilung der
klinisch-pathologischen Variablen des untersuchten Kollektivs. Die Darstellung der Verteilung

der MammaTyper®-Einzelmarkerergebnisse erfolgte mittels Box-Plots.

Die Analyse der Uberlebenszeiten erfolgte mittels Kaplan-Meier-Schatzung, einerseits flr das
fernmetastasenfreie Uberleben als auch fiir das Gesamtlberleben.

Die Beurteilung der prognostischen Informationen der mittels MammaTyper® bestimmten
Einzelmarkerergebnisse ESR1, PGR, ERBB2 und MKI67, der anhand derer bestimmten
Subtypen sowie der klinisch-pathologischen Variablen Nodalstatus, Tumorstadium, Alter und
Grading erfolgte zunachst mittels univariater Cox-Regression und anschlieRend im
multivariaten Modell.

Als primarer Endpunkt wurde das DDFS definiert.

P-Werte < 0,05 wurden als signifikant angesehen. Bei den Auswertungen wurde ein 95%-

Konfidenzintervall verwendet.
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3.4 Methodik

3.4.1 RNXtract®

Extraktion und Aufreinigung von Gesamt-RNA aus Formalin-fixiertem und in Paraffin
eingebettetem (FFPE) Probenmaterial mit Hilfe des RNXtract®-RNA-Extraktionskit (BioNTech
Diagnostics GmbH) gemal Gebrauchsinformation Ref 160301-90040-DE Rev 3.1:

In der klinischen Routine wird Tumormaterial fur nachfolgende pathologische Untersuchungen
in der Regel in Formalin-fixierten und in Paraffin-eingebetteten Proben asserviert. Zur weiteren
Diagnostik beispielsweise mittels Immunhistochemie oder In-situ-Hybridisierung kénnen
jeweils einzelne Schnitte eines solchen Blockes abgetragen werden und zur weiteren
Diagnostik verwendet werden. Die Aufarbeitung bzw. Fixierung des Tumorgewebes in Form
von FFPE-Proben ermdglicht auRerdem eine Langzeit-Asservierung und -Archivierung. Fur
bestimmte molekulare Analysen hingegen, wie beispielweise auch die Durchfihrung der RT-
gPCR zur Bestimmung der mRNA-Expressionslevel der vier Markergene mittels
MammaTyper® ist als erster Schritt die Extraktion der Gesamt-RNA aus den FFPE-Proben
notig. Hierflr stellt BioNTech Diagnostics GmbH das RNXtract®-Extraktionskit mit zur
Verfugung.

Folgende Reagenzien sind im RNXtract®-Kit enthalten und wurden verwendet (gemaf
Gebrauchsinformation Ref 160301-90040-DE Rev 3.1):

1. Lysepuffer, 10 ml, gebrauchsfertig, tensidhaltige gepufferte Losung, enthalt 0,09%
Natriumazid (NaN3)
Proteinase K-Ldsung, 3,2 ml gebrauchsfertig, enthalt 0,09% Natriumazid (NaN3)

3. Bindepuffer, 45 ml, gebrauchsfertig, tensidhaltige gepufferte
Guanidiniumhydrochloridldsung

4. Magnestische Beads, 3 ml, gebrauchsfertig, gepufferte Lésung mit germanium-
beschichteten magnetischen Partikeln, enthalt 0,09 % Natriumazid (NaN3)

5. Waschpuffer 1,35 ml, gepufferte Guanidiniumhydrochloridiésung, Zugabe von 15 ml
Ethanol vor erstmaliger Benutzung

6. Waschpuffer 2,6 ml, gepufferte Losung, Zugabe von 24 ml Ethanol vor erstmaliger
Benutzung

7. Waschpuffer 3,5 ml, gebrauchsfertig, gepufferte Lésung, enthalt 0,09% Natriumazid
(NaN3)

8. Elutionspuffer, 8 ml, gebrauchsfertig, gepufferte Losung, enthalt 0,09% Natriumazid
(NaN3)
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Die Extraktion der RNA aus FFPE-Gewebe mittels RNXtract® erfolgt in 5 Schritten:

Im ersten Schritt erfolgt zunachst die Beseitigung des zur Fixierung verwendeten Paraffins
mittels Lysepuffer. Nach Entfernung des Paraffins erfolgt durch die Zugabe von Proteinkinase
K die weitere Lyse des Gewebes mit Freisetzung der Nukleinsduren. Im Anschluss werden
Bindepuffer und sogenannte Beads zugegeben. Bei den verwendeten Beads handelt es sich
um magnetische Partikel, die mit Germanium funktionalisiert sind. Nach mehreren
Magnetisierungsschritten erfolgt die Aufreinigung der RNA durch mehrere Waschschritte.

Anschlieend wird die aufgereinigte RNA eluiert.

Entfernung des Lyse des Gewebes und M i ittel
Paraffins mittels Freisetzung der zellularen e e ngEnies
Lysepuffer MNukleinsauren mittels magnetischer Beads
Proteinkinase K
= L —_— [ —
& g

Elution der RNA Aufreinigung der RNA
durch mehrere
Waschschritte

Aufgereinigte .

Gesamt-RMNA

Abbildung 2 Vereinfachte Darstellung der RNA-Extraktion mittels RNXtract®

Zur Herstellung geeigneter Proben wurden von den vorliegenden Tumorblocken 10 um dicke
Schnitte (,Curls®) jeweils mittels Einweg-Mikrotom-Klinge abgetragen. Bereits im Vorfeld
wurden die Blocke auf ihren invasiven Tumorgehalt Uberprift und Blocke mit einem
Tumozellgehalt < 20 % von den weiteren Untersuchungen exkludiert. Um Kontaminationen
des  Arbeitsbereiches mit RNase und damit einhergehende  potentielle
Qualitatseinschrankungen zu verhindern, erfolgte vor Beginn die Dekontamination des
Arbeitsbereiches mit einer RNase-Dekontaminationslésung. Die so angefertigten 10 pm
dicken FFPE-Schnitte wurden anschliefiend jeweils in ein 1,5 ml Reaktionsgefall gegeben.
Zunachst wurden diese noch einmal fur wenige Sekunden (3-5 sec) zentrifugiert, damit die
Schnitte sich am Boden der Gefadlle absetzen. Die RNA-Extraktion erfolgte bei

Raumtemperatur. Im nachsten Schritt erfolgte die Zugabe von 150 pl Lysepuffer. Die Proben
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wurden anschlieRend fir 30 min bei 80 Grad Celsius und 1200 rpm und anschliefend fir
weitere 10 Minuten bei 65 Grad Celsius, dann ohne Schitteln inkubiert. Anschlieend wurden
die Proben erneut fir 3-5 Sekunden zentrifugiert. Nachdem das Paraffin geschmolzen war
erfolgte durch die Zugabe von 50 pl Proteinase K die weitere Lyse des Gewebes mit
Freisetzung der Nukleinsauren. Die Proben wurden anschlieend fiir weitere 30 Minuten bei
65 Grad Celsius und 1200 rpm inkubiert und wie in den vorangegangenen Schritten
abschlielend fir erneut 3-5 Sekunden zentrifugiert um Probenmaterial am
Reaktionsgefallboden zu sammeln. Abschlielend erfolgte die Zugabe von 800 ul Bindepuffer
zum Reaktionsgemisch. In die Probe, mit dem fir die RNA-Anreicherung optimierten
Bindepuffer, wurden jeweils 40 ul magnetischer Partikel (RNXtract® Beads), die mit
Germanium angereichert waren zur effizienten Bindung der RNA hinzugefugt. Um
sicherzustellen, dass die Beads richtig geldst und durchmischt sind wurden sie vor jeder
Zugabe auf einem Vortex auf héchster Stufe flr jeweils 30-60 Sekunden gemischt.
AnschlieRend wurden die Proben erneut flir 15 Minuten bei 20 Grad Celsius bei 1200 rpm
inkubiert. Nach einer weiteren Zentrifugation flr 3-5 Sekunden, nach der sich die Bestandteile
am Boden des Reaktionsgefalles abgesetzt hatten, wurden die einzelnen Probengefalie auf
eine magnetische Vorrichtung (Rack) gestellt, an dem die magnetischen Beads mit der
eluierten und gebundenen RNA haften. Der fliissige Uberstand wurde jeweils mit einer Pipette
abpipettiert und verworfen. Nach Zugabe von zunachst 850 ul Waschpuffer wurde der
Magnetisierungsprozess nach erneuter Durchmischung und Zentrifugation wiederholt und
anschlielRend noch einmal mit einem zweiten Waschpuffer mit einem Volumen von 450 ul und
anschlieflend mit einem dritten Puffer mit 850 ul aufgereinigt. Nach diesen drei Schritten zur
effizienten Entfernung von Proteinen und PCR-inhibierenden Substanzen wurde zur Lésung
der RNA von den magnetischen Beads 100 ul Elutionspuffer in die bestehenden gewaschenen
Proben gegeben und im Schttler fir 15 min bei 70 Grad Celsius bei 1200 rpm inkubiert und
anschliefend fur weitere 3-5 Sekunden zentrifugiert. Durch das erneute Einstellen der
Reaktionsgefalle auf die magnetische Unterlage wurden die nun durch das Elutionspuffer von
der aufgereinigten RNA geldsten magnetischen Beads am Boden gesammelt. Das Eluat in
Form von aufgereinigter RNA wurde mittels Pipette abgenommen und in ein separates Gefaf
Uberfiihrt. Anschliefend kann die eluierte RNA direkt fir die RT-qPCR mittels MammaTyper®

verwendet werden.
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3.4.2 MammaTyper®

Quantitativer Nachweis des mRNA-Expressionsstatus der Gene ESR1, PGR, ERBB2 und
MKI67 mittels MammaTyper®. (BioNTech Diagnostics GmbH) gemél3 Gebrauchsinformation
Ref 160301-90040-DE Rev 3.1:

3.4.2.1 Vorbereitung des RT-gPCR Laufes

Im ersten Arbeitsschritt erfolgte, wie vor Anwendung des RNXtract®-Kits zunachst erneut die
Dekontamination des Arbeitsbereiches mittels RNase-Dekontaminationsldsung um
Kontaminationen beispielsweise der RNA-Eluate zu vermeiden. Anschlielend wurden die
Reagenzien des MammaTyper®-Kits auf Eis aufgetaut und jedes Reagens kurz in der Hand
gewendet bis sich die Inhalte homogensiert hatten. Anschlie®end wurde jedes Reagens kurz

zentrifugiert.

Folgende Assays inklusive qPCR-Sonden, sowie Positiv- und Negativkontrolle sind bereits im

MammaTyper®-Kit enthalten:

1. Enzym-Mix: Enzym-Mix fir RT-qPCR, 260 ul, gebrauchsfertig, gepufferte Lésung,
enthalt Reverse Transkriptase, DNA-Polymerase, dNTPS

2. Assay-Mix 1: Assay-Mix zur Messsung von ERBB2 und ESR1, 90 pl, gebrauchsfertig,
enthalt DNA Oligonukleotide und gPCR-Sonden

3. Assay-Mix 2: Assay-Mix zur Messung von MKI67 und B2M, 90 pl, gebrauchsfertig,
enthalt DNA Oligonukleotide und gPCR-Sonden

4. Assay-Mix 3: Assay-Mix zur Messung von PGR und CALM2, 90 ul, gebrauchsfertig,
enthalt DNA Oligonukleotide und gPCR-Sonden

5. Positivkontrolle: 60 ul, gebrauchsfertig, gepufferte Lésung, enthalt spezifische
Kontroll-RNA

6. RNase-freies Wasser: 350 ul, gebrauchsfertig

Alle Arbeiten erfolgten vor starker Lichteinstrahlung geschiitzt, da es besonders bei den in der
RT-gPCR  verwendeten  fluoreszenzmarkierten =~ Sonden  hierdurch  zu  einer
Aktivitatseinschrankung kommen kann.

In einem Analyselauf wurde mindestens eine Patientenprobe gemeinsam mit einer
Positivkontrolle und einer Negativkontrolle, in diesem Fall RNase-freies Wasser, bestimmt.
Wie oben bereits beschrieben wurde die RNA der verwendeten Tumorproben zuvor mittels
RNXtract® eluiert.
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3.4.2.2 Ansetzten des Mastermixes fliir PCR

Vor Durchfiihrung des RT-gPCR-Laufes muss ein Mastermix pro Assay-Mix hergestellt
werden. Hierzu wurde gemaf Gebrauchsinformation jeweils ein 1,5 ml - Gefall verwendet.
Die erforderliche Menge der Reagenzien fiir die Erstellung des Mastermixes wurde nach

folgender Formel berechnet:

7,5 yl x Anzahl der Proben x 1,15 (15 % Pipettiermarge)

Pro Analyselauf kénnen 1-8 Patientenproben bestimmt werden. 2 Proben dienen jeweils der
Positiv- und Negativkontrolle, die in jedem Lauf zur Uberpriifung der Validitat mitbestimmt
werden. Somit ist das Minimum der Proben pro RT-gPCR-Lauf 3 bis maximal 10 Proben. Nach

dieser Anzahl wird das anzusetzende Volumen des Mastermixes bestimmt.

3.4.2.3 Ansetzen der PCR Reaktionen

Analyse von drei Proben:

Nach Herstellung der Assay-spezifischen Mastermixe wurde zum Ansetzen der PCR hiervon
7,5 ul mit einer elektronischen Dispenserpipette in eine Kavitaten der hier verwendeten
geratespezifischen 96 Wells PCR-Platte (LightCycler® 480 Multiwell plate 96 white with
sealing foil, Artikel-N°: 04729692001, Roche®) gegeben. Zur dauerhaften Kihlung auf 0 Grad
Celsius wahrend des Ansetzens der PCR-Reaktionen wurde ein PCR-Kuhlrack verwendet.
Anschlieend wurde entweder 2,5 pl RNA-Eluat der zu untersuchenden Tumorprobe, 2,5 pl
der Positivkontrolle oder 2,5 pl Negativkontrolle (Wasser) mit einer separaten elektronischen
Dispenserpipette in die entsprechende Kavitat pipettiert. Vor Start des RT-qPCR-Laufs wurde

die Wells Platte fur 10 Sekunden auf hchster Geschwindigkeit zentrifugiert.

Die RT-gPCR erfolgte mittels LightCyler® 480 Il (Roche Molecular Diagnostics, Pleasanton,
CA, USA)

3.4.2.4 Validitat des Laufes

Vor jeder Analyse wird die Validitat von Lauf und Probe verifiziert.

Zur Uberprifung der Validitat des einzelnen Laufes dienen die sechs medianen Cg-Werte der
Positiv- und Negativkontrolle. Hierbei missen die medianen Cqg-Werte der Positiv- und
Negativkontrolle im jeweils vorgegebenen geratespezifischen Bereich liegen. Die

geratespezifischen Referenzbereiche sind hierbei vorgegeben.
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Negativ- Positiv-

kontrolle Kontrolle

Assay Mix Channel Assay Median Cq Median Cg
4 FAM ERBB2 40,00 19,75-22.75
HEX ESR1 40,00 19,7522 75

2 FAM MKI&T 40,00 19,75-22.75
HEX B2M 40,00 19,75-22.75

FAM PGR 40,00 19,75-22.75

3 HEX CALMZ 40,00 18,25-21,25

Abbildung 3 Validitatskriterien LightCycler® 480 Instrument Il (Roche), Gebrauchsinformation MammaTyper®-Kit,
Ref 160301-90020-DE Rev 3.1

Zur Uberpriifung ob ausreichend RNA zur Quantifizierung vorliegt, und somit die Probe valide
ist, wird Gber die medianen Cqg-Werte der beiden Referenzgene B2M und CALM2 korrigiert mit

der kombinierten Referenz der Positivkontrolle bestimmt.
Validitat der Probe:

e Median Cq [B2MProbe] - [CombRefPC] > 8,1 ODER

Median Cq [CALM2Probe] - [CombRefPC] > 15,1 bedeutet Probe ist invalide
e Median Cq [B2MProbe] - [CombRefPC] < 8,1 UND

Median Cq [CALM2Probe] - [CombRefPC] < 15,1 bedeutet Probe ist valide

3.4.2.5 Berechnung der quantitativen Einzelmarkerergebnisse

Fir jede Probe wird die kombinierte Referenz (CombRef) durch Berechnung des Mittelwertes
der medianen Cqg-Werte der Referenzgene B2M und CALM2 angegeben. Diese wird sowohl
fur die jeweilige Probe (CombRefProbe) als auch fur die Positivkontrolle (CombRefPC)
berechnet.

[CombRef] = (Median Cq[B2M] + Median Cq [CALMZ2]) /2

Mit Hilfe der kombinierten Referenz werden anschlielRend die ACq bzw. 40- AACq- Werte flr

die vier Biomarker berechnet.
40- AACq= 40- (ACgProbe- ACqPositivkontrolle)

ERBB2: 40- AACq [ERBB2] = 40- ((Median Cq [ERBB2 Probe]-[CombRef Probe]) — (Median
Cq [ EBBS PK]- [CombRef PK]))

ESR1: 40- AACq [ESR1] = 40- ((Median Cq [ESR1 Probe]-[CombRef Probe]) — (Median Cq [
ESR1 PK]- [CombRef PK]))
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PGR: 40- AACq [PGR] = 40- ((Median Cq [PGR Probe]-[CombRef Probe]) — (Median Cq [
PGR PK]- [CombRef PK]))

MKI67: 40- AACq [MKI67] = 40- ((Median Cq [MKI67 Probe]-[CombRef Probe]) — (Median Cq
[ MKI67PK]- [CombRef PK]))

Neben der Angabe als kontinuierliche Variable ist anhand validierter Cut-offs fir jeden
Biomarker auch eine bindre Einteilung in positiv und negativ moéglich. Die Cut-offs sind

geratespezifisch.(3)

EREBBZ 40-ACg
26|2?|28|29|3l]|31|32|33|34|35|36|3?|38|39|4D|41|42|43|44|45|4E
Negativ (< 41,10) == Posiiv (241,10
Cut-off 41,10
ESR1 40-4ACq
26]27 2s|29|30|31|32|33|34|35|36|3?|38|39|4u|41|42|43|44|45|45
Megativ (< 38,00) Positiv (= 35.00)
Cul off38_0(l
PGR 40-41Cq
26|2?|28|29|30|31|32|33|34|35|36|3?|38|39|4D|41|42|43|44|45|46
MNegativ (< 35,50) Positiv (= 35.50)
Cut-off 35,50
MKIE7 40-2ACg
26|2?|28|29|30|31|32|33|34|35|36|3T|38|39|40|41|42|43|44|45|-15
Negativ (< 35,90) Fositv (= 35.80)
Cut-off 35,90

Abbildung 4 Geratespezifischer Schwellenwert zur Dichotomisierung der MammaTyper®-Einzelmarkerergebnisse
fur den LightCycler® 480 Instrument Il (Roche), Gebrauchsinformation MammaTyper®-Kit Ref 160301-90020-DE
Rev 3.1
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4 Ergebnisse

4.1 Deskriptive Statistik des Patientenkollektivs

Das Gesamtkollektivn. umfasste 216 FFPE-Blocke von  Operationspraparaten
hormonrezeptorpositiver, HER2-negativer Brustkrebspatientinnen, fir die ein valides
MammaTyper®-Ergebnis erzielt werden konnte und die alle Einschlusskriterien anhand des
Studienprotokolls erfillten. Eingeschlossen wurden Proben der Jahre 1990-2006. Unter
Einschluss aller T- und N-Stadien kam es bei 13,4 % (N=29) der Patientinnen im
Nachbeobachtungszeitraum zu einer Fernmetastasierung beziehungsweise zum
krankheitsspezifischen Versterben. Der mittlere Nachbeobachtungszeitraum lag bei 145,0
Monaten. Das DDFS lag im Median bei 50,0 Monaten. Das DDFS war definiert als zeitliches
Intervall zwischen Operation und Fernmetastasierung oder krankheitsspezifischem

Versterben.

Auftreten einer Ja Nein Gesamt

Fernmetastasierung/Tod

N % N % N %
DDFS (event occurrence) | 29 13,4 187 86,6 216 100
OS (event occurrence) 146 67,6 70 32,4 216 100

Tabelle 6 Auftreten einer Fernmetastasierung/ Tod

Die mediane Zeit bis zum krankheitsspezifischen Versterben oder Auftreten einer

Fernmetastasierung lag bei 50,0 Monaten. Der Mittelwert lag bei 55,3 Monaten.

Auftreten einer Zeit in Monaten
Fernmetastasierung /Tod | Mittelwert SD | Min | Median | Max
DDFS (event|Ja 29 553 469 0 500 152
) Nein 187 1504 79.00 0 149.0 333
0S (event|Ja 146 1426/ 798 2 1340 333
SEBIENES) Nein 70 150,1| 755 0/ 1595 294

Tabelle 7 Mediane Zeit und Mittelwert bis zum Auftreten einer Fernmetastasierung oder Tod
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Innerhalb der ersten 5 Jahre kam es in der untersuchten Gruppe bei 7,9% (N=17) zum

Auftreten einer Fernmetastasierung oder zum krankheitsspezifischen Versterben.

Auftreten einer
Fernmetastasierung/ Tod Nein Ja Gesamt

innerhalb der ersten 5-Jahre N % N A N

DDFS (event occurrence) 199 921 17 79 216

OS (event occurrence) 191 884 25 116 216

Tabelle 8 Auftreten einer Fernmetastasierung/ Tod innerhalb der ersten 5 Jahre

4.1.1 Klinisch-pathologische Variablen des Gesamtkollektivs

In der untersuchten Kohorte waren mit Giber 98% fast alle Frauen alter als 50 Jahre. Mit 47,2%
fast die Halfte der Patientinnen (N=102) Nodalstatus-negativ, wahrend am zweithaufigsten mit
28,7% 1-3 Lymphkonten befallen waren und pN3 mit 8,3% am seltensten vertreten war. In
4,6% war der Nodalstatus unbekannt.

Das am haufigsten vertretene Tumorstadium gemal TNM-Klassifikation war pT1c mit N=98
Fallen, was 45,4% entsprach, wohingegen pT1a mit N=5 Fallen (2,3%), kurz nach pT4d mit
2,8% (N=6) am seltensten vertreten war.

Mit 63,9% (N=138) war Luminal B-like (HER2 negativ) der am haufigsten vertretene Subtyp,
gefolgt von Luminal A-like mit 30,6% (N=66).

Nach Bestimmung mittels MammaTyper® waren mit 98,6% nahezu alle Falle ESR1 positiv.
Auch der PGR-Status fiel mit 95,2% in den meisten der untersuchten Proben positiv aus.
ERBB?2 zeigte sich hingegen in 95,8% negativ, wahrend mit 63,9% in Uber der Halfte des
Kollektivs ein positiver MKI67-Status vorlag.
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Patientencharakteristika Anzahl Prozent

(n=216) 100%
Alter
<50 3 1,39
> 50 213 98,61
pT-Stadium
pT 1a 5 2,31
pT 1b 15 6,94
pT 1c 98 45,37
pT 2 73 33,80
pT 3 9 4,17
pT 4a 1 0,46
pT 4b 9 4,17
pT 4d 6 2,78
pN-Stadium
pN O 102 47,22
pN 1 62 28,70
pN 2 24 11,11
pN 3 18 8,33
pN x 10 4,63
pM-Stadium
pM 0 216 100
pM 1 0 0
Histologischer Differenzierungsgrad
G1 38 17,59
G2 113 52,31
G3 31 14,35
n.a. 34 15,74
Tumorzellgehalt in %
20-39 14 6,48
40-59 27 12,50
60-79 78 36,11
80-100 97 44,91
Subtypen
Luminal A-like 66 30,56
Luminal B-like (HER2 negativ) 138 63,89
Luminal B-like (HER2 positiv) 9 4,17
Triple-negativ 3 1,39
ESR1-Status gemaR MammaTyper®
Positiv 213 98,61%
Negativ 3 1,39%
PGR-Status gema MammaTyper®
Positiv 184 85,19
Negativ 32 14,81
ERBB2-Status gemaR MammaTyper®
Positiv 9 4,17%
Negativ 207 95,83%
MKI67-Status gemal MammaTyper®
Positiv 138 63,89
Negativ 78 36,11

Tabelle 9 Klinisch-pathologische Variablen des untersuchten Kollektivs

32



4.1.2 Verteilung der MammaTyper®-Einzelmarkerergebnisse

Die mittels MammaTyper® gemessenen quantitativen Einzelmarkerergebnisse fir ESR1,
PGR, ERBB2 und MKI67 sind nachfolgend als 40-AACq- Werte mittels Box Plots separat flir
jeden Marker dargestellt.

Die Ausgabe der Werte erfolgte aulerdem anhand eines geratespezifischen Grenzwertes
dichotomisiert in positiv und negativ. Folgende Cut-offs wurden verwendet: ESR7: 38,00, PGR:
35,50, ERBB2: 41,10, MKI67: 35,90.

In den Box Plots dargestellt findet sich die Héhe der Markerexpression, angegeben als
40-AACq- Werte der 4 Einzelmarker ESR1, PGR, ERBB2 und MKI67. Die Medianwerte der
Markerexpression sind jeweils durch die horizontale Linie markiert, die die Plots teilt, die

Minimal- und Maximal-Werte durch die jeweiligen Whiskers.

MammaTyper®- Einzelmarkerergebnisse MammaTyperd- Einzelmarkerergebnisse
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MammaTyper®- Einzelmarkerergebnisse MammaTyper®- Einzelmarkerergebnisse
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nnnnnn
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Abbildung 5 Verteilung der MammaTyper®-Einzelmarkerergebnisse
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4.1.3 MammaTyper®-Einzelmarkerergebnisse in Abhangigkeit des Auftetens einer
Fernmetastasierung bzw. des krankeitsspezifischen Versterbens
AnschlieRend erfolgte die Analyse der Verteilung der MammaTyper®-Einzelmarkerergebnisse
in Abhangigkeit des Auftretens einer Fernmetastasierung beziehungsweise des
krankheitsspezifischen Versterbens ebenfalls mittels Box-Plots. Auf der Y-Achse findet sich
die Héhe der Markerexpression, angegeben als 40-AACq- Werte der 4 Einzelmarker ESR1,
PGR, ERBB2 und MKI67. Die Medianwerte der Markerexpression sind wie bereits in der
vorangegangenen Darstellung jeweils durch die horizontale Linie markiert, die die Plots teilt,

die Minimal- und Maximal-Werte durch die jeweiligen Whiskers.

MammaTyper®-Einzelmarkerergebnisse in Abhangigkeit von DDFS event occurrence

DDFS event occurrence

50,00 Mo
Wvyes

45,00 —_—

ESR1

40,00

35,00

30,00
MNo Yes

DDFS event occurrence

Abbildung 6 Verteilung der ESR71-Werte in Abhangigkeit des Auftretens einer Fernmetastasierung bzw. des
krankheitsspezifischen Versterbens
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MammaTyper&-Einzelmarkerergebnisse in Abhéngigkeit von DDFS event occurrence
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Abbildung 7 Verteilung der PGR-Werte in Abhangigkeit des Auftretens einer Fernmetastasierung bzw. des
krankheitsspezifischen Versterbens

MammaTyper®-Einzelmarkerergebnisse in Abhangigkeit von DDFS event occurrence

45 000 DDFS event occurrence
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Abbildung 8 Verteilung der ERBB2-Werte in Abhangigkeit des Auftretens einer Fernmetastasierung bzw. des
krankheitsspezifischen Versterbens
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MammaTyper&-Einzelmarkerergebnisse in Abhéngigkeit von DDFS event occurrence
DDFS event occurrence
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Abbildung 9 Verteilung der MKI67-Werte in Abhangigkeit des Auftretens einer Fernmetastasierung bzw. des
krankheitsspezifischen Versterbens
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4.2 Analyse der Uberlebenszeiten mittels Kaplan-Meier Schitzung

Die Uberlebenszeitanalyse erfolgte fir DDFS und OS mittels Kaplan-Meier-Schatzung.

Als fernmetastasenfreies Uberleben (distant disease-free survival, DDFS) wurde die Zeit
zwischen Operation und Fernmetastasierung oder krankheitsspezifischem Versterben
definiert. Das Gesamtlberleben (overall survival, OS) entspricht der Zeit zwischen Operation

und Versterben (aufgrund jeglicher Ursache). Ein p-Wert von < 0,05 galt als signifikant.

4.2.1 ESR1-Status

Der ESR1-Status wurde in positiv und negativ dichotomisiert. Der geratspezifische Cut-off der
40-AACq- Werte lag bei 38,00. Mit einem p-Wert von 0,638 fiir DDFS zeigte sich der mittels
MammaTyper® bestimmte Ostrogenrezeptorstatus hinsichtlich einer Fernmetastasierung oder
krankheitsspezifischem Versterben nicht statistisch signifikant. Allerdings zeigte sich ESR1 mit
p= <0,001 signifikant hinsichtlich des Gesamtiberlebens. Somit ist ein positiver ESR7-Status
in dieser Untersuchung nicht mit dem fernmetastasenfreien- aber mit einem besseren
Gesamtuberleben assoziiert. Zu berlcksichtigen bleibt hierbei, dass sich die Fallzahl
hinsichtlich der Patientinnen mit positivem und negativem Ostrogenrezeptorstatus deutlich
unterschied. Nur in drei der mittels MammaTyper® bestimmten Proben zeigte sich der

Ostrogenrezeptorstatus negativ.

Uberlebensfunktionen
ESR1

10
negativ
—Tpositiv
negativ-zensiert
08 —t— positiv-zensiert

08

04

Kum. Uberleben

02

p = 0,638

0p

0 a0 100 150 200 230 300 330 400

DDFS in Monaten

Abbildung 10 Einfluss des ESR1-Status auf das DDFS
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Abbildung 11 Einfluss des ESR1-Status auf das OS
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4.2.2 PGR-Status

Der PGR-Status wurde anhand der 40-AACq- Werte ebenfalls in positiv und negativ
dichotomisiert. Der Grenzwert hierfur lag bei 35,50. Mit einem p-Wert von 0,999 fir DDFS und
0,959 fur OS zeigte sich der PGR-Status weder signifikant hinsichtlich des

fernmetastasenfreien- noch des Gesamtuberlebens.
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Abbildung 12 Einfluss des PGR-Status auf das DDFS
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Abbildung 13 Einfluss des PGR-Status auf das OS
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4.2.3 ERBB2-Status

Der Grenzwert zur Dichotomisierung des ERBB2-Status in positiv und negativ lag bei einem
40-AACq- Wert von 41,10. Mit p= 0,832 fiir das fernmetastasenfreie Uberleben sowie p= 0,797
fur das Gesamtiberleben zeigte sich der ERBB2-Status fur beide Endpunkte nicht signifikant.
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Abbildung 14 Einfluss des ERBB2-Status auf das DDFS
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Abbildung 15 Einfluss des ERBB2-Status auf das OS
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4.2.4 MKI67-Status

Mit einem p-Wert von 0,409 fur DDFS und 0,053 fir OS zeigte sich der MKI67-Status nur far
das Gesamtliberleben mit einem deutlichen Trend zu Signifikanz. Die Dichotomisierung

erfolgte anhand eines 40—-AACqg- Wertes von 35,90.
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Abbildung 16 Einfluss des MKI67-Status auf das DDFS
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Uberlebensfunktionen
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Abbildung 17 Einfluss des MKI67-Status auf das OS
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425 pN-Stadium

Zur vereinfachten Darstellung erfolgte die Einteilung des Lymphknotenstatus ebenfalls in
negativ und positiv. Als negativ wurde nur pNO klassifiziert. Als positiv wurden alle weiteren
vorkommenden pN-Stadien zusammengefasst. In diesem Fall pN1-3 und pNx. Mit p-Werten
von <0,001 (DDFS) und 0,003 (OS) zeigte sich der Nodalstatus sowohl flir das DDFS als auch
fur das OS signifikant. Somit ist in dieser Untersuchung ein fehlender Lymphknotenbefall

sowohl mit einem langeren fernmetastasenfreien- als auch Gesamtliberleben assoziiert.
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Abbildung 18 Einfluss des pN-Stadiums auf das DDFS
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Uberlebensfunktionen
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Abbildung 19 Einfluss des pN-Stadiums auf das OS
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426 pT-Stadium

Zur besseren Vergleichbarkeit zwischen frihen und eher fortgeschritteneren
Mammakarzinomen wurde das pathologische Tumorstadium ebenfalls in 2 Gruppen
dichotomisiert. In die erste Gruppe wurden nur Patientinnen mit Tumorstadium pT1
eingeschlossen. In die zweite Gruppe wurden die Ubrigen Stadien von pT2-4
zusammengefasst. Auch fur das Tumorstadium konnte mit p-Werten von < 0,001 sowohl fir
das DDFS also auch das OS ein signifikanter Einfluss nachgewiesen werden. Somit geht ein
hdheres pathologisches Tumorstadium mit einem schlechteren fernmetastasenfreien- und

Gesamtiberleben einher.
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Abbildung 20 Einfluss des pT-Stadiums auf das DDFS
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Uberlebensfunktionen

10 T-Stadium
pT2-4
—pTY
pT2-4-zensiert
08 —t+—pT1-zensiert
| =
2
2 06
[~
@
L]
2
£
g o
X
02
0o

0 50 100 150 200 250 300 350 400

0OS in Monaten

Abbildung 21 Einfluss des pT-Stadiums auf das OS
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4.2.7 Alter

Das Alter wurde in zwei Gruppen eingeteilt. In die erste Gruppe wurden Patientinnen bis 50
Jahre eingeschlossen. Die zweite Gruppe beinhaltete alle anderen Patientinnen ab 51 Jahren,
die den Groldteil des Kollektivs ausmachte. Die Kaplan-Meier-Schatzungen zeigten mit p-
Werten von 0,479 fur DDFS und 0,497 fur OS fur beide Gruppen keine signifikanten Werte.
Somit war das fernmetastasenfreie- und Gesamtuberleben in dieser Untersuchung nicht mit
dem Patientenalter assoziiert. Allerdings ist, wie bereits oben aufgefuhrt, zu bertcksichtigen,
dass das hier untersuchte Kollektiv zum Uberwiegenden Teil Patientinnen im Alter von Gber 50
Jahren umfasste. Die Fallzahl der Patientinnen im Alter von unter 50 Jahren betrug lediglich
drei Falle, sodass diese Einschrankung in der Bewertung der Ergebnisse beriicksichtigt

werden muss.
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Abbildung 22 Einfluss des Alters auf das DDFS
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Uberlebensfunktionen
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Abbildung 23 Einfluss des Alters auf das OS

50



428 Subtyp

Von besonderer Bedeutung in dieser Untersuchung war das Kollektiv der
hormonrezeptorpositiven frihen Mammakarzinome und somit nach Einteilung nach St. Gallen
insbesondere der molekulare Subtyp Luminal A-like. Aus diesem Grund wurden die Subtypen
in zwei Kategorien eingeteilt. In die erste Gruppe wurden nur Proben eingeteilt, die dem ersten
molekularen Subtyp zugeordnet werden konnten (Luminal A-like). In der zweiten Gruppe
wurden die ubrigen Subtypen Luminal B-like (HER2 positiv und negativ), HER2 positiv (nicht-
luminal), sowie Triple negativ (ductal) zusammengefasst. Mit p-Werten von 0,871 fir DDFS
und 0,338 fiir OS zeigten die Kaplan-Meier-Schatzungen flr beide Gruppen keine signifikanten
Werte. Somit war das fernmetastasenfreie- und Gesamtiberleben in dieser Untersuchung

nicht mit den mittels MammaTyper® bestimmten Subtypen assoziiert.
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Abbildung 24 Einfluss der Subtypen auf das DDFS

51



Uberlebensfunktionen

1,0 Subtyp
Micht-Luminal A-like
—TLuminal A-like
Micht-Luminal A-like-zensiert
08 —t+— Luminal A-like-zensiert
=
2
2 0§
[
@
K=}
p]
£
5 04
x
02
1
00 1 p = 0,338

0 50 100 150 200 250 300 350 400

0OS in Monaten

Abbildung 25 Einfluss der Subtypen auf das OS
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4.2.9 Grading

Die Einteilung des Gradings nach Elston und Ellis erfolgt fur invasive Mammakarzinome in 3
Grade abhangig vom histologischen Bild.(63) Zur besseren Vergleichbarkeit erfolgte hier
ebenfalls eine Dichotomisierung, sodass die Gruppe der gut differenzierten Mammakarzinome
(G1) getrennt von den maRig bis gering differenzierten Karzinomen (G2-3) dargestellt wurde.
Mit einem p-Wert von 0,033 zeigten sich die gut differenzierten Mammakarzinome mit einem
verbesserten fernmetastasenfreien Uberleben. Hinsichtlich des Gesamtiiberlebens zeigte sich

das Grading in dieser Untersuchung nicht signifikant. (p = 0,159)
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Abbildung 26 Einfluss des Grading auf das DDFS
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Uberlebensfunktionen
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Abbildung 27 Einfluss des Grading auf das OS
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4.3 Cox-Regressionsanalyse

4.3.1 Univariate Cox-Regressionsanalyse des fernmetastasenfreien Uberlebens
(DDFS)

Mittels univariater Cox-Regressionsanalyse sollte fir die mittels MammaTyper® bestimmten
Einzelmarker ESR1, PGR, ERBB2 und MKI67, als auch fiir die dadurch bestimmten Subtypen,
sowie fur die klassischen klinisch-pathologischen Parameter wie Tumorstadium, Nodalstatus,
Alter und Grading der Einfluss auf das DDFS und OS untersucht werden.

Es wurde ein 95%-Konfidenzintervall verwendet. P-Werte <0,05 wurden als signifikant
betrachtet.

Insgesamt wurden 216 Proben in die Untersuchungen eingeschlossen.

In der untersuchten Kohorte konnte mittels univariater Analyse weder fir die untersuchten
MammaTyper®-Marker ESR1, PGR, ERBB2 oder MKI67, noch flr die dadurch ermittelten
Subtypen eine statistische Signifikanz und somit Einfluss auf das DDFS nachgewiesen
werden. Unter den klassischen klinisch-pathologischen Parametern zeigten sich mit p-Werten
von < 0,001 und 0,002 nur der Lymphknotenstatus und die TumorgrofRe signifikant. Mit einem
p-Wert von 0,065 zeigte das Grading einen Trend zur Signifikanz. Das Alter beeinflusste das

DDFS in dieser Untersuchung hingegen nicht.

p HR 95% Ki

ESR1 0,754 20,381 031,248
PGR 0,999 0,999 0,348 — 2,872
ERBB2 0,833 0,806 0,110 — 5,929
MKI67 0,411 1,391 0,633 — 3,057
T-Stadium <0,001 0,204 0,087 — 0,479
Nodalstatus 0,002 4,075 1,657 — 10,020
Alter 0,638 20,627 0- 61,586
Subtyp 0,871 0,937 0,426 — 2,059
Grading 0,065 0,153 0,021 - 1,125

Tabelle 10 Univariate Cox-Regressionsanalyse des DDFS
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4.3.2 Univariate Cox-Regressionsanalyse des Gesamtiiberlebens (OS)

Anders als fir das DDFS zeigte sich der Ostrogenrezeptorstatus in Bezug auf das
Gesamtuberleben mit einem p-Wert von 0,002 deutlich signifikant. Auch der mittels
MammaTyper® bestimmte Marker MKI67 zeigte mit p = 0,055 einen Trend zur Signifikanz.
Auch fur das Tumorstadium und den Nodalstatus konnten mit p-Werten von <0,001 und 0,003

ebenfalls statisch relevante Einflisse auf das Gesamtiiberleben nachgewiesen werden.

p HR 95% Ki

ESR1 0,002 0,162 0,051 — 0,515
PGR 0,959 1,012 0,651 — 1,572
ERBB2 0,798 0,905 0,423 — 1,939
MKI67 0,055 1,415 0,992 — 2,016
T-Stadium <0,001 0,388 0,276 — 0,544
Nodalstatus 0,003 1,640 1,177 — 2,286
Alter 0,506 1,951 0,272 — 13,979
Subtyp 0,340 0,834 0,575 - 1,210
Grading 0,162 0,729 0,469 — 1,135

Tabelle 11 Univariate Cox-Regressionsanalyse des OS

4.3.3 Multivariate Cox-Regressionsanalyse des fernmetastasenfreien Uberlebens
(DDFS)
In der multivariaten Regressionsanalyse wurde in einer ersten Untersuchung ebenfalls der
Einfluss der MammaTyper®-Marker ESR1, PGR, ERBB2 und MKI67, sowie der klinisch-
pathologischen Parameter Tumorstadium und Nodalstatus, Alter und Grading auf das
fernmetastasenfreie Uberleben untersucht. Gesondert wurde im multivariaten Modell
anschlief’end der Einfluss der Kombination der ermittelten Subtypen mit den genannten
klinisch-pathologischen Variablen hinsichtlich des DDFS dargestellt.
Von den untersuchten Variablen zeigten in der multivariaten Analyse nur der Nodalstatus
und das Tumorstadium eine statistisch signifikante Assoziation hinsichtlich des
fernmetastasenfreien Uberlebens. Fir keinen der untersuchten Biomarker konnte in der
multivariaten Analyse eine Signifikanz nachgewiesen werden. Bei einer sehr niedrigen
Fallzahl hormonrezeptornegativer Proben und lediglich drei Patientinnen im Alter von unter
funfzig Jahren ergaben sich erwartungsgemaf sehr hohe Hazard Ratios fur den
Ostrogenrezeptorstatus und das Alter. Auch die Subtypen zeigten sich im multivariaten

Modell ohne signifikanten Einfluss auf das fernmetastasenfreie Uberleben.

56



p HR 95% Ki
ESR1 0,989 52994,746 0 — infinity
PGR 0,850 0,902 0,311 -2,615
ERBB2 0,650 0,629 0,085 — 4,647
MKI67 0,664 1,192 0,539 — 2,636
T-Stadium 0,012 0,319 0,131 -0,775
Nodalstatus 0,032 2,761 1,093 — 6,973
Alter 0,987 49086,790 0 — 3,841e+227
Grading 0,196 0,262 0,034 — 1,997

Tabelle 12 Multivariate Cox-Regressionsanalyse des DDFS fir Einzelmarker und klinisch-pathologische Faktoren

p HR 95% Ki
Subtypen 0,868 1,070 0,484 — 2,363
T-Stadium 0,010 0,315 0,130 -0,762
Nodalstatus 0,034 2,716 1,076 — 6,855
Alter 0,981 27525,026 0 —5,132e+244
Grading 0,182 0,252 0,033 — 1,908

Tabelle 13 Multivariate Cox-Regressionsanalyse des DDFS fiir Subtypen und klinisch-pathologische Faktoren
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4.3.4 Multivariate Cox-Regressionsanalyse des Gesamtiiberlebens (OS)

Auch fur das Gesamtuberleben wurde mittels multivariater Cox-Regressionsanalyse sowohl
der Einfluss der einzelnen MammaTyper® -Marker in Kombination mit den aufgefuhrten
klinisch-pathologischen Parametern als auch gesondert fur die Kombination derselben mit
den ermittelten molekularen Subtypen untersucht.

Fir das Gesamtiiberleben zeigte sich im Gegensatz zum fernmetastasenfreien Uberleben in
der multivariaten Analyse fir den ESR7-Status mit p < 0,001 eine statistisch relevante
Assoziation hinsichtlich des Gesamtlberlebens wahrend sich fur die Ubrigen Biomarker kein
Einfluss auf das Gesamtiberleben ergab, ebenso wie flr die Analyse der Subtypen. Die
TumorgroRe zeigte sich als einzige Variable mit einem p-Wert von < 0,001 sowohl in
Kombination mit den Einzelmarkerergebnissen als auch der Subtypen, ebenso wie im
univariaten Modell, statistisch signifikant. Fir den Nodalstatus lie3 sich sowohl in Kombination
mit Einzelmarkern als auch der Subtypen nur ein Trend zur Signifikanz nachweisen. (p = 0,094,
bzw. p = 0,093). Die Variable ,Alter” zeigte sich bei hoher Hazard Ratio und groRRem
Konfidenzintervall in der multivariaten Analyse nur im Modell unter Berlcksichtigung der

Einzelmarker signifikant.

p HR 95% K

ESR1 <0,001 0,007 0,001 — 0,049
PGR 0,931 1,021 0,640 — 1,628
ERBB2 0,483 0,758 0,350 — 1,643
MKI67 0,124 1,331 0,925 — 1,914
T-Stadium <0,001 0,414 0,287 — 0,597
Nodalstatus 0,094 1,348 0,951 — 1,910
Alter 0,007 39,376 2,678 — 578,858
Grading 0,998 0,999 0,624 — 1,600

Tabelle 14 Multivariate Cox-Regressionsanalyse des OS flr Einzelmarker und klinisch-pathologische Faktoren

p HR 95% K

Subtypen 0,522 0,884 0,607 — 1,289
T-Stadium <0,001 0,427 0,297 — 0,615
Nodalstatus 0,093 1,346 0,952 — 1,904
Alter 0,909 1,123 0,154 — 8,208
Grading 0,826 0,949 0,595 — 1,513

Tabelle 15 Multivariate Cox-Regressionsanalyse des OS fur Subtypen und klinisch-pathologische Faktoren
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5 Diskussion

In dieser Arbeit wurde untersucht ob die algorithmische Kombination der quantitativen
Expressionswerte der vier MammaTyper®-Marker ESR1, PGR, ERBB2 und MKI67 in
Kombination mit klinisch-pathologischen Faktoren wie Tumorgréf3e und Anzahl pathologischer
Lymphknoten in ein mathematisches Modell integriert werden kdnnen das es ermdglicht einen
Risikoscore (MammaTyper®-Score, MT-Score), dhnlich dem IHC 4 zu etablieren, der geeignet
ist unabhangige prognostische Informationen hinsichtlich des Auftretens von Rezidiven flr
hormonrezeptorpositive, HER2-negative weibliche Mammakarzinompatientinnen zu liefern.
Dieses Modell sollte durch Regressionsanalysen unter Einbezug der oben genannten Marker
einzeln und in Kombination mit den Parametern TumorgrofRe und Nodalstatus erstellt werden.
Ziel war es, dass der so erstellte MT-Score zusatzlich zu den etablierten klinischen Parametern
signifikante prognostische Informationen liefert.

Mit Beginn des 21. Jahrhunderts und den Moglichkeiten genetischer und molekularer Analysen
legten Perou et al. den Grundstein fir die bestehende molekulare Einteilung der
Mammakarzinome. Anhand ihrer Erkenntnisse wurde deutlich, dass Brustkrebs aus
heterogenen und biologisch distinkten Subtypen besteht, die sich durch charakteristische
molekulare und genetische Profile und somit auch hinsichtlich ihres Wachstumsverhaltens,
ihrem Risiko zur Metastasierung und ihres Therapieansprechens deutlich unterscheiden.(4,
21)

Die vier molekularen Subtypen lassen sich anhand der Genexpression der vier Biomarker
ESR1, PGR, ERBB2 und MKI67 mithilfe der klinisch-pathologischen Surrogat-Klassifikation
nach St. Gallen unterscheiden.

Da die einzelnen Subtypen mit spezifischen Behandlungsempfehlungen einhergehen kommt
der zuverlassigen und reproduzierbaren Bestimmungen des Subtyps eine essentielle
Bedeutung zu.(4, 21)

Die Grenzen der aktuell etablierten Methode, der Bestimmung auf Proteinebene mittels
Immunhistochemie, insbesondere hinsichtlich der schwierigen Beurteilbarkeit des
Proliferationsmarkers Ki-67, verdeutlicht die Notwendigkeit alternative Verfahren zu etablieren,
die in Reproduzierbarkeit, Zuverlassigkeit und Prazision der Immunhistochemie tberlegen und
insbesondere unabhangig von subjektiven Bewertungsmethoden sind.(65, 66)

Bei dem in dieser Studie verwendeten Test MammaTyper® (BioNTech Diagnostics, Mainz,
Deutschland) handelt es sich um einen, auf RT-qPCR basierenden in-vitro Test, zur
quantitativen Bestimmung der mRNA-Expression der 4 Biomarker ESR1, PGR, ERBB2 und
MKI67.(7)

Im Gegensatz zur Immunhistochemie werden die Ergebnisse der Einzelmarker jeweils
quantitativ als 40-AACqg-Werte angegeben und beschreiben die jeweilige Markerexpression

als Verhaltnis zur Menge der Gesamt-RNA. Diese wird wiederum durch die Ermittlung der
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medianen Expressionslevel der Referenzgene Calmodulin 2 und Beta-2-Mikroglobulin
bestimmt als auch anhand eines geratespezifischen Cut-offs in positiv und negativ
dichotomisiert.

Die Angabe der Einzelmarkerergebnisse auf einer kontinuierlichen Skala ermdglicht auRerdem
eine genauere Bestimmung der Expression der einzelnen Marker als mittels
Immunhistochemie maoglich ist.(7)

Wahrend Studien zur IHC-Reproduzierbarkeit mit ICC-Werten von 0,59 nur eine geringe
standortiibergreifende Ubereinstimmung zeigten, zeigte sich mit ICC-Werten von 0,976
hingegen eine sehr gute Reproduzierbarkeit und geringe Varianz hinsichtlich der Bestimmung
der einzelnen Marker mittels MammaTyper®.(7) Dies lasst vermuten, dass ein objektives
Verfahren wie die RTq-PCR besser zur routinemaRigen Anwendung zur Bestimmung der vier
Biomarker und somit auch zuverlassigen Einteilung in die molekularen Subtypen nach St.
Gallen geeignet ist.(6)

Im Gegensatz zur Immunhistochemie erfolgt die Genexpressionsbestimmung mittels
MammaTyper® aus RNA-Eluaten aus Formalin-fixiertem in Paraffin eingebettetem (FFPE)
Tumorgewebe. Natlrlicherweise kdnnen extrahierte Tumorblécke auch zu einem nicht
unwesentlichen Teil aus nicht-invasiven Tumoranteilen bestehen.(3) Tests, die
Gewebehomogenate verwenden kdnnen prinzipiell durch einen zu geringen Tumorzellgehalt
oder eine hohe lymphatische Infiltration beeinflusst werden.(3)

Hierbei bietet hingegen die Immunhistochemie einen Vorteil gegenltber quantitativer Verfahren
indem eine qualitative Beurteilung der Tumorprobe méglich ist. Somit kdnnen beispielsweise
tumorfremde Areale optisch erkannt und von der Untersuchung ausgeschlossen werden, da
mittels immunhistochemischer Bestimmung die ,Gewebemorphologie intakt bleibt“.(64) Dies
gilt auch fur die Beurteilbarkeit sogenannter Hot-Spot-Regionen.(53) Im Rahmen eines
quantitativen Verfahrens wie der RT-gPCR sind diese Ausschliisse nicht zu bewertender
Areale zwar im Vorfeld auch mittels Makro- oder Mikrodissektion mdglich, allerding nicht ohne
Weiteres so komplikationslos umsetzbar. Um diese Limitation zu umgehen war fur die valide
Durchfuhrbarkeit des MammaTyper® ein invasiver Tumoranteil von mindestens 20 %
vorausgesetzt.(3) Tumorbldécke mit invasiven Anteilen unterhalb dieses Grenzwertes wurden
von weiteren Analysen ausgeschlossen.

Die Einfuhrung adjuvanter Therapien nach operativer Tumorresektion hat in den letzten
Jahrzehnten das Gesamtlberleben und das brustkrebsspezifische Uberleben maRgeblich
beeinflusst. Fir frihe hormonrezeptorpositive Mammakarzinome wird unter finfjahriger
Tamoxifeneinnahme eine Reduktion des brustkrebsspezifischen Uberlebens von tiber 30%
angenommen.(67)

Eine Herausforderung bleibt weiterhin herauszufinden, welche Patientinnen mit luminalem,

HER2-negativem Brustkrebs von einer zusatzlichen systemischen Chemotherapie
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profitieren. Die Gabe von Chemotherapeutika kann mit akuten Toxizitaten wie Neutropenien,
aber besonders im Rahmen von beispielsweise anthrazyklinhaltigen Regimen, auch
relevanten Organtoxizitaten wie beispielsweise Kardiotoxizitat einhergehen, was mit
langfristigen und hohergradigen Lebensqualitatseinschrankungen einhergehen kann. Somit
ist es von grofR3er klinischer Relevanz Kollektive zu definieren die von einer additiven
Chemotherapie profitieren.

Mittels Multigen-Assays wie beispielsweise Oncotype DX® (Genomic Health, Redwood City,
CA, USA), MammaPrint® (Agendia, Irvine, CA, USA), EndoPredict® (Myriad Genetics, Salt
Lake City, UT, USA) wurden bereits Risikoscores etabliert die prognostische Informationen
hinsichtlich des Auftretens von Rezidiven in luminalen Mammakarzinomen erméglichen.(65)
Allerdings ist bisher nur der 21-Gen-Recurrence-Score (Oncotype DX®, Genomic Health) als
pradiktiver Test fur die Vorhersage eines Chemotherapienutzens validiert.(57-59)

Aus der Metaanalyse von Wirapati ging die Vermutung hervor, dass ein Grof3teil der
prognostischen Aussagekraft der kommerziellen Multigen-Assays ebenfalls aus den Genen
hervorgehen, die fir proliferative Marker codieren.(68)

Ein Nachteil dieser Assays sind einerseits die relativ hohen Kosten andererseits auch die in
der Regel, so auch fur Oncotype DX® und MammaPrint®, notwendige Durchfihrung an
zentralen Diagnostiklaboren.(7) Diese Einschrankungen limitieren ihre Anwendung in weiten
Teilen der Welt, insbesondere in Landern mit weniger strukturellen und monetaren
Méglichkeiten. Somit besteht weiterhin die Notwenigkeit kostengunstige Alternativen zu
etablieren besonders im Hinblick auf Verfugbarkeit sowie Unabhangigkeit von zentralen
Diagnostikzentren.

Die Anwendung des MammaTyper®-Kit ist ebenso wie die Analyse mittels Immunhistochemie
an jedem lokalen Pathologie-Standort mdglich und ermdglich somit eine dezentrale und
gleichzeitig robuste und reproduzierbare Bestimmung der zur molekularen Subtypisierung
bendtigten Biomarker.(54)

Mit dem IHC4-Score wurde bereits ein Score etabliert, der allein auf der Kombination der
mittels Immunhistochemie bestimmten Proteinexpression der Marker ER, PR, HER2 und Ki-
67 beruht wund prognostische Informationen flr hormonrezeptorpositive frihe
Mammakarzinome ermdglicht, die Uber die klassischen klinischen Prognosefaktoren
hinausgehen.(54) Cutzick et al. konnten zeigen, dass das Modell noch optimiert werden kann,
wenn klinisch-pathologische Parameter, wie Tumorgrof3e oder Nodalstatus, einbezogen
werden.(55, 56)

Obwonhl der Score in einer unabhangigen Studie validiert wurde und einen vergleichbaren
prognostischen Wert wie beispielsweise der 21-Gen-Recurrence-Score (Oncotype DX®,
Genomic Health) liefert, wurde er bisher nicht in die klinische Routine integriert.(46) Die bisher

noch immer unzureichende Standardisierung der Immunhistochemie schranken die Validitat
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und Reliabilitat des Scores und damit seine Verwendung, besonders im Bereich grenzwertiger
Proteinexpression, beispielsweise im Bereich eines vordefinierten Cut-offs, weiterhin ein.(46,
56)

Wirtz et al. beschrieben eine gute Ubereinstimmung zwischen RT-gPCR- basierten Verfahren
und IHC-Assays beziehungsweise In-situ-Hybridisierung fir die Bestimmung der
Hormonrezeptor- sowie ERBB2- beziehungsweise HERZ2-Expression. Fur die MKI67-
Expression sowie Ki-67-IHC war die Korrelation hingegen eingeschrankt, was vermutlich auf
die methodischen Limitationen der Immunhistochemie zurlickzufiihren ist.(52)
Weiterfuhrende Untersuchungen zeigten, dass im Gegensatz zur Ki-67 Proteinexpression nur
die MKI67-mRNA-Expression Vorhersagen hinsichtlich des DDFS erméglichte, was wiederum
die Uberlegenheit eines quantitativen Verfahrens wie der RT-gPCR im Vergleich zur
Immunhistochemie hinsichtlich der Bestimmung von Ki-67 als Surrogat der Zellproliferation
und Zellteilungsaktivitat darstellt.(52)

Auf Basis dieser Ergebnisse musste die prognostische Aussagekraft des IHC 4 auch auf einen
Score Ubertragbar sein der auf der Kombination der quantitativen MammaTyper®-
Einzelmarkerergebnisse beruht, bei gleichzeitig verbesserter Reproduzierbarkeit und
robusterer Ki-67 Bestimmung.

Dieses Ergebnis konnte in dieser Arbeit nicht bestatigt werden. Hier zeigte sich die MKI67-
MRNA-Expression nicht signifikant hinsichtlich des Auftretens einer Fernmetastasierung oder
des krankheitsspezifischen Versterbens. Fir die MKI67-Expression konnte nur eine
Assoziation hinsichtlich des Gesamtuberlebens gezeigt werden. Sowohl uni- als auch
multivariat zeigte sich in dieser Untersuchung keiner der untersuchten Biomarkern statistisch
signifikant hinsichtlich des DDFS. Eine Ursache hierfur ist am ehesten in der geringen Fallzahl
der untersuchten Patientenproben und somit einhergehend der geringen ,Eventzahlim Sinne
des Auftretens einer Fernmetastasierung zu sehen. Hierbei besonders hervorzuheben sind
aullerdem die in der multi- als auch univariaten Cox-Regressionsanalyse sehr hohen Hazard
Ratios und Konfidenzintervalle insbesondere fiir den Ostrogenrezeptorstatus als auch das
Alter. Dies ist in erster Linie durch die sehr geringe Anzahl an hormonrezeptornegativen
Proben (n=3) und das Uberwiegend altere Patientenkollektiv (98,61 % des Kollektivs > 50
Jahre) bedingt.

Unter den klassischen klinisch-pathologischen Variablen zeigte sich nur das pathologische
Tumorstadium sowie der Nodalstatus Ubergreifend fir das fernmetastasenfreie- und
Gesamtuberleben sowohl in der univariaten als auch multivariaten Analyse statistisch
signifikant.

In der hier untersuchten Kohorte erfiiliten 216 FFPE-Bl6cke hormonrezeptorpositiver, HER2-
negativer Mammakarzinome der Jahre 1990-2006 die erforderlichen Einschlusskriterien und

lieferten ein valides MammaTyper®-Ergebnis. Verglichen mit anderen Studien wie
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beispielsweise der TAILORx-Studie, in der unter anderem untersucht wurde, ob Patientinnen
mit einem mittleren Oncotype DX Breast Recurrence Score® von der Hinzunahem einer
adjuvanten Chemotherapie profieren und in die 10.273 Brustkrebspatientinnen
eingeschlossen wurden (59) oder der Arbeit von Wirtz et al. die ihre Untersuchungen an 769
Proben der insgesamt 1010 Patientinnen des FinHer-Studienkollektivs durchfiihrten handelt
es sich bei der untersuchten Kohorte um eine verhaltnismaRig geringe Fallzahl, was sich somit
auch in der niedrigen Zahl der Events (N=29) widerspiegelt. Dies geht in diesem Fall mit einer
geringen Teststarke einhergeht und stellt die gréfte Limitation dieser Arbeit dar.

Unter Einschluss aller T- und N-Stadien kam es nur bei 13,4 % (N=29) der Patientinnen im
Untersuchungszeitraum zum Auftreten eines Rezidivs bzw. einer Fernmetastasierung. Das
DDFS lag im Median bei 50 Monaten. In der univariaten und multivariaten Analyse zeigte
sich in dieser Untersuchung keiner der untersuchten Biomarker als unabhangiger Pradiktor
fur das DDFS. Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu friheren Arbeiten zu Biomarker-
Untersuchungen. Cutzick et al. konnten in ihrer Arbeit zum IHC4-Score beispielsweise
zeigen, dass alle vier mittels Immunhistochemie bestimmten Biomarker ER, PR, HER2 und
KI-67 bei Vorhandensein der klassischen klinisch-pathologischen Parameter wie
TumorgrofRe und Nodalstatus unabhangige prognostische Informationen liefern.(55)

Somit konnte das primare Studienziel nicht erreicht werden.

Auch wenn hier fur keinen der genannten Biomarker ein signifikanter Einfluss auf das DDFS
gezeigt werden konnte, sind die Ergebnisse aufgrund der geringen Fallzahl mit Vorsicht zu
interpretieren. Eine aussagekraftige Schlussfolgerung ist somit nicht mdglich. Die Proben
stammten alle aus der Universitatsmedizin der Johannes-Gutenberg-Universitat Mainz. Somit
unterliegt die Patientenauswahl auch einem gewissen Selektionsbias.

Eine mdgliche Einschrankung dieser Arbeit stellt aulRerdem die retrospektive Analyse
archivierter FFPE-Blocke der Jahre 1990 bis 2006 dar. Im Vergleich zu anderen Studien zu
Prognosescores wie beispielsweise TAILORYX, die einerseits prospektiv durchgefuhrt wurden
und in die Patientinnen zwischen den Jahren 2006 und 2010 eingeschlossen wurden, handelt
es sich hier um verhaltnismaRig alte Tumorproben aus unter anderem den 1990-Jahren. Von
Ahlfen et al. konnten zeigen, dass RNA aus FFPE-BI6cken mit der Zeit abgebaut wird.(69, 70)
Aulerdem hat auch die Fixierung mittels Formaldehyd und die Lagerung der Proben
Auswirkungen auf die Probenintegritat, was die Auswertung mittels RT-qPCR-basierten
Verfahren einschranken kann.(71, 72) Blocke vor 1990 wurden aufgrund moglicher
Einschrankungen der Probenintegritat bereits im Vorfeld von weiteren Untersuchungen
ausgeschlossen. Diese Auswirkungen wurden in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht,
sollten aber in der Bewertung Berlcksichtigung finden.

Auch wenn die statistischen Analysen prospektiv geplant und durchgefiihrt wurden stellt der

retrospektive Charakter der Studie ebenfalls eine Limitation dar.
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Aufgrund der Planung des Kollektivs ergaben sich wie bereits oben aufgefihrt durch die
niedrige Fallzahl an hormonrezeptornegativen Patientenproben, sowie auch sehr homogenem
Alter mit nur 3 Patientinnen unter 50 Jahren fiir das fernmetastasenfreie Uberleben eine sehr
hohe Hazard Ratio mit gro3en Konfidenzintervallen. Auch dies limitiert die Aussagekraft der
gewonnenen Ergebnisse, insbesondere in Kombination mit der geringen Eventzahl. Somit
hatte moglicherweise auch ein Studiendesign mit einem inhomogeneren Kollektiv zur
besseren Beurteilbarkeit und Aussagekraft, insbesondere innerhalb der Variablen ,Alter* und
,Ostrogenrezeptorstatus®, beitragen kénnen.

Ob ein MammaTyper®-Score (MT-Score) etabliert werden kann, der eine ahnliche
prognostische Aussagekraft wie der IHC4-Score ermdglicht, kann nur in weiteren prospektiven
Untersuchungen mit einer deutlich héheren Fallzahl und moglicherweise neueren Proben
evaluiert werden, da die Zahl der Patientenproben und Events in der untersuchten
Patientenkohorte zu gering war um eine statistische Relevanz zu erreichen.

Die Durchfihrung einer prospektiven randomisierten Doppelblindstudie bleibt allerdings der
Goldstandard flr den Nachweis des klinischen Nutzens eines Prognosescores,
beziehungsweise zur Etablierung eines Solchen.(73) Dies sollte in weiteren Studien
perspektivisch angestrebt werden um mdglicherweise eine Alternative zu herkdmmlichen

Genexpressionsassays zu ermoglichen, bei deutlich besserer Kosteneffizienz.

64



6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde untersucht ob die algorithmische Kombination der quantitativen
Expressionswerte der vier MammaTyper®-Marker ESR1, PGR, ERBB2 und MKI67 in
Kombination mit klinisch-pathologischen Faktoren wie Tumorgrof3e und Nodalstatus in ein
mathematisches Modell integriert werden kénnen um einen Risikoscore (MammaTyper®-
Score, MT-Score), ahnlich dem IHC4-Score, zu etablieren. Ziel war es, dass der so erstellte
MT-Score Uber die etablierten klinischen Parameter hinaus signifikante prognostische
Informationen liefert.

Anstelle der bisher etablierten Bestimmung der Proteinexpression der vier Biomarker ER, PR,
HER2 und Ki-67 mittels Immunhistochemie ermoglicht der hier verwendete in-vitro
diagnostische Test MammaTyper® eine objektive und quantitative Analyse der mRNA-
Expressionsstarke der vier Markergene. Durch die Anwendung eines quantitativen Verfahrens
wie der RT-gPCR ermoglicht MammaTyper® die methodischen Limitationen der
Immunhistochemie insbesondere die subjektive Bewertung durch verschiedene Untersucher
zu umgehen. Die binare Einteilung der genannten Marker in positiv und negativ ermoglicht
eine Einteilung anhand der klinisch-pathologischen Surrogat-Klassifikation nach St. Gallen und
ermoglicht somit eine zuverlassige und reproduzierbare Subtypisierung des Tumorgewebes.
Mithilfe des RNA-Extraktionskit RNXtract® (BioNTech Diagnostics GmbH) wurde die Gesamt-
RNA zunachst extrahiert und die quantitativen Einzelmarkerergebnisse der Biomarker ESR,
PGR, ERBB2 und MKI67 anschlieend mittels MammaTyper® (BioNTech Diagnostics GmbH)
bestimmt. Die Einzelmarkerergebnisse wurden sowohl als 40-AACg-Werte auf einer
kontinuierlichen Skala angegeben als auch anhand folgender geratespezifisch validierter
Grenzwerte in positiv und negativ dichotomisiert: ESR1: 38,00, PGR: 35,50, ERBB2: 41,10,
MKI67: 35,90.

Von den ursprunglich untersuchten 304 Proben erfiullten in der untersuchten Kohorte 216
FFPE-Bl6cke hormonrezeptorpositiver, HER2-negativer Mammakarzinome der Jahre 1990-
2006 die erforderlichen Einschlusskriterien und lieferten ein valides MammaTyper®-Ergebnis.
Unter Einschluss aller T- und N-Stadien kam es bei 13,4 % (N=29) der Patientinnen im
Untersuchungszeitraum zu einer Fernmetastasierung beziehungsweise
krankheitsspezifischem Versterben. Sowohl in der univariaten als auch in der multivariaten
Analyse zeigte sich keiner der untersuchten Biomarkern oder die Kombination derselben in
Form der intrinsischen Subtypen als signifikanter Pradiktor hinsichtlich des DDFS. Dieses
Ergebnis steht im Gegensatz zu friheren Arbeiten zu Biomarker-Untersuchungen. Cutzick et
al. konnten in ihrer Arbeit zum IHC4-Score beispielsweise zeigen, dass die auf Proteinebene,
mittels Immunhistochemie bestimmten Biomarker ER, PR, HERZ2 und Ki-67 bei Vorhandensein
der klassischen klinisch-pathologischen Parameter wie Tumorgroe und Nodalstatus

unabhangige prognostische Informationen liefern.(55)
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Somit konnte das primare Studienziel nicht erreicht werden.

Insbesondere aufgrund methodischer Limitationen wie beispielsweise des Alters der FFPE-
Blécke aber auch der geringen Eventzahl im Sinne des Auftretens einer Fernmetastasierung
im untersuchten Kollektiv, sind die Ergebnisse nur eingeschrankt zu interpretieren. Eine
weitere Limitation stellt auRerdem das insgesamt mit nur 216 Proben eher kleine, und durch
die Einschlusskriterien sehr homogene Patientenkollektiv dar, was die Aussagekraft der
einzelnen Parameter limitiert.

Ob ein prognostischer Score anhand der quantitativen MammaTyper®-Ergebnisse in
Kombination mit klinisch-pathologischen Faktoren etabliert werden kann, der eine ahnlich
prognostische Aussagekraft wie der IHC4-Score ermoglicht, kann nur in weiteren
Untersuchungen mit einer deutlich héheren Fallzahl und moglicherweise neueren Proben
evaluiert werden. Dies sollte nach Mdglichkeit in Form einer prospektiven randomisierten

Doppelblind-Studie erfolgen.
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