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Abstract

v

The therapy of choice for breast cancer patients
requiring adjuvant chemo- or radiotherapy is in-
creasingly guided by the principle of weighing
the individual effectiveness of the therapy against
the associated side effects. This has only been
made possible by the discovery and validation of
modern biomarkers. In the last decades and in
the last few years some biomarkers have been in-
tegrated in clinical practice and a number have
been included in modern study concepts. The im-
portance of biomarkers lies not merely in their
prognostic value indicating the future course of
disease but also in their use to predict patient re-
sponse to therapy. Due to the many subgroups,
mathematical models and computer-assisted
analysis are increasingly being used to assess the
prognostic information obtained from estab-
lished clinical and histopathological factors. In ad-
dition to describing some recent computer pro-
grammes this overview will focus on established
molecular markers which have already been ex-
tensively validated in clinical practice and on
new molecular markers identified by genome-
wide studies.

Zusammenfassung

v

Die Therapiewahl fiir die Mammakarzinompa-
tientin in der adjuvanten Situation folgt immer
mehr dem Prinzip, die individuelle Therapieeffek-
tivitdt und die Nebenwirkungen gegeneinander
abzuwadgen. Die Entdeckung und Validierung mo-
derner Biomarker ermoglicht erst dieses Vor-
gehen. In den letzten Jahrzehnten und insbeson-
dere in den letzten Jahren konnten einige Biomar-
ker in die klinische Praxis und in moderne Stu-
dienkonzepte integriert werden. Nicht nur der
Vorhersage der Prognose kommt hierbei eine
besondere Bedeutung zu, sondern auch der Vor-
hersage des Therapieansprechens durch Pradik-
tivfaktoren. Die Nutzung der prognostischen In-
formation aus etablierten, klinischen und his-
topathologischen Faktoren erfolgt aufgrund der
Vielzahl von Untergruppen mehr und mehr in
Form von mathematischen Modellen und compu-
tergestiitzter Auswertung. Neben der Darstellung
aktueller Programme soll in dieser Ubersichts-
arbeit des Weiteren der Fokus auf etablierten,
molekularen Markern, die bereits eine umfassen-
de klinische Validierung vorweisen kénnen, und
neuen molekularen Markern liegen, die durch ge-
nomweite Ansdtze identifiziert wurden.

Introduction

v

In the last few decades breast cancer mortality in
western industrialised countries has decreased
[1]. The reasons for this decreased mortality in-
clude improvements in early diagnosis and the
postoperative use of effective adjuvant therapies
[2-4].

Two important questions are used to shape the
decision regarding systemic therapy: who should
receive therapy, and which therapy should be ad-
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Einleitung

v

In den letzten Dekaden hat die Mortalitdit am Mam-
makarzinom in den westlichen Industrieldndern ab-
genommen [1]. Griinde fiir diese Abnahme liegen
zum einen in der verbesserten Fritherkennung und
zum anderen im postoperativen Einsatz von effekti-
ven adjuvanten Therapien [2-4].

Zwei wesentliche Fragen beeinflussen die Entschei-
dung tiber eine systemische Therapie: Zum einen,
wer soll behandelt werden und zum anderen, wie
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Fig.1 Standard empirical comparison using two
comparable groups of patients. It appears that few-
er patients had recurrence after therapy A (black
figures). The conclusion of such a comparative
study is that therapy A must be better.

ministered? Biomarkers can help answer these questions for pa-
tients with breast cancer.

Prognostic factors offer a prognosis for breast cancer patients but
do not take account of adjuvant pharmacotherapies or help de-
cide which patients should receive treatment. Predictive factors
are used to rate the prognosis while taking account of specific ad-
juvant therapies. They provide information on non-response or
sensitivity to specific therapies and help decide which therapy is
suitable for the individual patient.

Given these presuppositions, the prognostic impact of markers
can only be evaluated within patient collectives who do not
undergo adjuvant systemic therapy. By now, however, almost all
patients receive adjuvant therapy so it is important to keep in
mind that the observed impact on survival represents a combina-
tion of prognostic and predictive effects.

Principles of Planning Adjuvant Therapy

v

Up to now, most of the knowledge regarding the choice of ther-
apy has been based on prognostic factors. Therapies for women
with a poor prognosis were generally compared using large, pro-
spective randomised studies. If one of the therapies turned out to
offer better outcomes, this therapy was subsequently selected as
the therapy of choice for this group of patients (© Fig. 1). This
procedure has the critical disadvantage that the statement re-
garding the benefits of the adjuvant therapy is made with regard
to a group of patients. Depending on the circumstances, the state-
ment may be completely irrelevant for an individual patient: in
the event that the patient does not suffer recurrence this can be
explained either by postulating that the therapy was effective
and prevented recurrence or that the patient would not have
had recurrence even without adjuvant therapy. In the latter case,
the woman would have unnecessarily endured the side effects of
the therapy (© Fig. 2). For this reason it is important to identify
the group of women prior to adjuvant therapy, in whom the ther-
apy will be most effective and who will have the lowest rate of
side effects (© Fig. 3). The hope is that such a differentiation will
become possible through the increased use of well validated bio-
markers.
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soll behandelt werden. Biomarker konnen bei der Beantwortung die-
ser Fragen beim Mammakarzinom helfen.

Prognostische Faktoren schdtzen die Prognose des Mammakarzi-
noms ohne spezielle Beriicksichtigung einer adjuvanten medikamen-
tosen Therapie ab und helfen zu beurteilen, welche Patientin behan-
delt werden soll. Pradiktive Faktoren dienen zum Einschdtzen der
Prognose unter Berticksichtigung einer speziellen adjuvanten Thera-
pie. Sie sind daher mit der Resistenz oder Sensitivitdt fiir eine speziel-
le Therapie verkniipft und unterstiitzen bei der Entscheidung, mit
welcher Therapie die Patientin behandelt werden soll.

Unter diesen Voraussetzungen kann der rein prognostische Effekt
eines Markers nur in einem Kollektiv von Patientinnen evaluiert wer-
den, die nicht mit einer adjuvanten Systemtherapie behandelt wor-
den sind. Mittlerweile werden allerdings alle Patientinnen adjuvant
behandelt, sodass man hier beriicksichtigen muss, dass der beobach-
tete Effekt auf das Uberleben eine Mischung aus prognostischen und
pradiktiven Effekten darstellt.

Prinzipien der Therapieplanung

v

Bisher wurde das meiste Wissen iiber die Therapiewahl anhand von
Prognosefaktoren getroffen. In der Gruppe der Frauen mit der entspre-
chend schlechten Prognose wurden meistens Therapien in groRen,
prospektiv randomisierten Studien miteinander verglichen. Hatte sich
eine der Therapien als besser herausgestellt, so konnte man sagen, dass
fiir diese Gruppe der Patientinnen in Zukunft die entsprechend bessere
Therapie gewdhlt werden sollte (© Abb. 1). Dieses Vorgehen hat aber
dahingehend entscheidende Nachteile, dass nur fiir die Gruppe der
Frauen diese Aussage gemacht werden konnte. Fiir die individuelle Pa-
tientin hat dies unter Umstdnden keine Bedeutung, denn fiir den Fall,
dass eine Patientin keinen Riickfall erlitten hat, kann dies entweder da-
durch erkldrt werden, dass die Therapie gewirkt hat und die Patientin
deswegen keinen Riickfall erlitten hatte, oder dass sie auch ohne
Therapie keinen Riickfall erlitten hdtte. Fiir den letzten Fall hdtte die
Frau unndtig die Nebenwirkungen der Therapie ertragen miissen
(© Abb. 2). Deswegen muss gefordert werden, dass man vor der Thera-
pie die Gruppe der Frauen identifizieren kann, bei der die Therapie-
effektivitit am hochsten und die Nebenwirkungsrate am geringsten ist
(© Abb. 3). Die Hoffnung ist, dass diese Differenzierung durch den zu-
nehmenden Gebrauch von gut validierten Biomarkern moglich wird.



Fig.2 Possible explanations to describe the

Will this patient have recurrence?

outcome for an individual patient treated with
therapy A (CFig. 1).

Possibility B:

Possibility A: The therapy has been
effective, the patient has
not had recurrence.

The patient would not have
had recurrence anyway and
the therapy was unnecessary
and excessive.

Test

Therapy will be effective

Fig.3 Requirement for future therapy planning.
Prediction regarding response to therapy using
biomarker testing.

Therapy will not be effective

Planning Adjuvant Therapy in Practice

v

The current dominant paradigm in adjuvant targeted therapy of
breast cancer is “first - select the target” [5,6]. Predictive factors
such as oestrogen receptor (ER) and human epidermal growth
factor receptor-2 (HER2) are of primary importance in this con-
text. However, interest has increasingly focused on improving
risk assessment based on prognostic factors. The current meta-
analysis in the Early Breast Cancer Trialists’ Collaborative Group
(EBCTCG) has shown that anthracycline- and taxane-based che-
motherapy decreases breast cancer-associated 10-year mortality
by about one third. However, the authors expressly state that this
depends to a critical extent on the baseline risk of the patient if
she does not undergo chemotherapy. Patients with a low abso-
lute risk will only have a low absolute benefit from adjuvant che-
motherapy [7]. In the recent St. Gallen Consensus [8,9] the ther-
apy recommendations were based for the first time on so-called
intrinsic subtypes in breast cancer. The Consensus differentiated
between luminal A, luminal B, HER2-positive and triple negative
(no expression of ER, progesterone receptor [PR] and HER2)
types, and the therapy recommendations were made accordingly
(©Table 1). Adjuvant chemotherapy is indicated for differenti-
ated triple negative and for HER2-positive breast cancers. How-

Therapieplanung in der Praxis

v

Nachdem in der adjuvanten Therapie des Mammakarzinoms das Pa-
radigma der zielgerichteten Therapie, , First - select the target“, domi-
niert [5,6], und v.a. pradiktive Faktoren wie der Ostrogenrezeptor
(ER) und der Human Epidermal Growth Factor Receptor-2 (HER2)
von Bedeutung fiir die adjuvante Therapie sind, riickt eine verbesser-
te Risikoeinschatzung mit prognostischen Faktoren mehr und mehr
in den Fokus des Interesses. In der aktuellen Metaanalyse der Early
Breast Cancer Trialists’ Collaborative Group (EBCTCG) konnte gezeigt
werden, dass eine anthrazyklin- und taxanhaltige Chemotherapie die
brustkrebsassoziierte 10-Jahres-Mortalitdt um etwa ein Drittel senkt.
Die Autoren erwdhnten allerdings explizit, dass dies allerdings ent-
scheidend vom Ausgangsrisiko der Patientin ohne Chemotherapie
abhdngt. Patientinnen mit einem geringen absoluten Risiko haben
daher nur einen geringen absoluten Nutzen durch eine adjuvante
Chemotherapie [7]. In dem aktuellen St.-Gallen-Konsensus [8,9] er-
folgt die Therapieempfehlung erstmals analog der sog. intrinsischen
Subtypen beim Mammakarzinom. Hier wird zwischen luminal A,
luminal B, HER2-positiv und triple-negativ (keine Expression von
ER, Progesteronrezeptor [PR] und HER2) unterschieden und die The-
rapie dementsprechend festgelegt (© Tab. 1). Wahrend bei den tri-
ple-negativ differenzierten und bei den HER2-positiven Mamma-
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Table 1 Therapy recommendations of the recent St. Gallen Consensus [8].
(ET: endocrine therapy; CT: chemotherapy; Anti-HER2: anti-HER2 therapy).

Subtype Therapy

ET

ET + CT (“after risk assessment”)
CT + Anti-HER2 + ET

CT + Anti-HER2

cT

Luminal A

Luminal B (HER2 negative)
Luminal B (HER2 positive)
HER2 positive (non-luminal)
Triple negative

ever, individual risk assessment is necessary for hormone recep-
tor-positive breast cancers, particularly as a definitive differen-
tiation between luminal A and luminal B is often difficult in
everyday clinical practice.

Computer-assisted Assessment of Prognosis

v

Adjuvant!

As many different prognostic and predictive factors are now
being used to differentiate the many subtypes from one another
and as factors may also interact with one another, several com-
puter programmes have been developed in the last few years to
create an individual, mathematical risk prediction for an individ-
ual patient based on the experience obtained from several thou-
sand patients.

Adjuvant! is a frequently employed algorithm used for risk as-
sessment. The internet-based algorithm includes established
clinical and pathological prognostic factors such as tumour size,
nodal status, oestrogen receptor status (ER), degree of histologi-
cal differentiation and age. The use of these factors in clinical
practice has been unambiguously recommended (++) by the
Study Group for Gynaecological Oncology (AGO), [10]. Adjuvant!
uses the parameters described above together with an assess-
ment of co-morbidities to calculate the risk for recurrence-free
survival and total survival after 10 years. It can additionally be
used to calculate the potential benefit of different adjuvant endo-
crine therapies and chemotherapies. This allows the oncologist to
provide better individual advice to patients and represents a fur-
ther step on the way to an individualised treatment of breast can-
cer. AGO has recommended the use of Adjuvant! (recommenda-
tion: +).

Adjuvant! has now been validated in numerous studies. Olivotto
et al. were able to demonstrate a reliable prognostic assessment
in a cohort of 4083 breast cancer patients [11]. Another val-
idation in 5380 patients in the Netherlands showed that Adju-
vant! accurately predicted the 10-year survival rate of the total
collective [12]. However, the concordance index for breast cancer
survival for individual patients was merely 0.71. This shows that
even with computer-assisted optimised risk models it is not pos-
sible to reliably predict the individual prognosis of an individual
patient.

One advantage of Adjuvant! is that it also includes the patient’s
co-morbidities in addition to the above-mentioned established
clinico-pathological prognostic factors in its computational mod-
el. A retrospective study using sensitivity analysis showed that
prognosis of 10-year morbidity also depended on the individual
patient’s existing co-morbidities [13]. As expected, this effect
was particularly pronounced in older patients. In each case these

Schmidt M et al. Biomarkers in Breast... Geburtsh Frauenheilk 2012; 72: 819-832

GebFra Science

karzinomen eine adjuvante Chemotherapie indiziert ist, muss bei
hormonrezeptorpositiven Mammakarzinomen eine Risikoabschat-
zung durchgefiihrt werden, zumal die Unterscheidung zwischen lu-
minal A und luminal B in der tdglichen Praxis oft nicht eindeutig ge-
troffen werden kann.

Computergestiitzte Prognoseabschatzung

v

Adjuvant!

Da die verschiedenen Prognose- und Pradiktivfaktoren mittlerweile
viele Subgruppen voneinander differenzieren und auch miteinander
interagieren konnen, sind in den letzten Jahren mehrere Computer-
programme entwickelt worden, die dabei helfen, eine individuelle,
mathematische Risikoprddiktion fiir die einzelne Patientin auf der
Basis der Erfahrungen von mehreren Tausend Patientinnen zu er-
moglichen.

Ein hdufig zur Risikoabschidtzung verwendeter Algorithmus ist Adju-
vant!. Die etablierten klinisch-pathologischen Prognosefaktoren wie
TumorgroRe, Nodalstatus, Ostrogenrezeptorstatus (ER), histologi-
scher Differenzierungsgrad und Alter, deren Verwendung in der kli-
nischen Routine von der Arbeitsgemeinschaft fiir Gyndkologische On-
kologie (AGO) eindeutig mit ++ empfohlen wird, werden in diesem in-
ternetbasierten Algorithmus berticksichtigt [10]. Adjuvant! kalkuliert
mit den oben angegebenen Parametern sowie einer Einschatzung der
Komorbidititen eine Risikoabschitzung fiir das rezidivfreie Uberle-
ben und das Gesamtiiberleben nach 10 Jahren. Dariiber hinaus bietet
es die Moglichkeit, den potenziellen Nutzen unterschiedlicher adju-
vanter endokriner Therapien und Chemotherapien zu berechnen.
Dies gibt dem onkologisch tdtigen Arzt die Moglichkeit, seine Patien-
tinnen noch individueller zu beraten und ist ein weiterer Schritt hin
zu einer personalisierten Behandlung von Brustkrebs. Die Verwen-
dung von Adjuvant! wird von der AGO mit + empfohlen.

Adjuvant! wurde mittlerweile in zahlreichen Untersuchungen vali-
diert. Olivotto et al. konnten in einer Kohorte von 4083 Mammakarzi-
nompatientinnen eine verldssliche Prognoseabschdtzung mit Adju-
vant! nachweisen [11]. Eine weitere Validierung bei 5380 Patientin-
nen aus Holland zeigte, dass Adjuvant! das 10-Jahres-Uberleben im
Gesamtkollektiv akkurat voraussagte [12]. Bezogen auf individuelle
Patientinnen betrug der Konkordanzindex allerdings lediglich 0,71
fiir das brustkrebsspezifische Uberleben. Dies zeigt, dass auch mit
rechnergestiitzt optimierten Risikomodellen die individuelle Prog-
nose der einzelnen Patientin nicht verldsslich vorhergesagt werden
kann.

Ein Vorteil von Adjuvant! ist, dass neben den oben erwdhnten etab-
lierten klinisch-pathologischen Prognosefaktoren auch die Komorbi-
ditdt der Patientinnen in dem Berechnungsmodell beriicksichtigt
wird. In einer retrospektiven Analyse konnte mithilfe von Sensitivi-
tdtsuntersuchungen eindeutig gezeigt werden, dass die Vorhersage
der 10-Jahres-Morbiditdt auch von den vorliegenden Komorbiditdten
der jeweiligen Patientin abhdngt [13]. Dieser Effekt war erwartungs-
gemadf$ besonders bei dlteren Patientinnen ausgepragt. In jedem Fall
zeigen diese Resultate die grofle Bedeutung einer akkuraten Ein-
schdtzung der jeweils vorliegenden Komorbiditdt fiir die Prognose-
abschdtzung beim Mammakarzinom.

In einer weiteren retrospektiven Analyse wurde Adjuvant! mit der Ri-
sikoeinteilung nach St. Gallen 2007 und einem neu entwickelten Risi-
koscore, der prospektiv im Rahmen der Node-Negative-Breast-Can-
cer-3 (NNBG-3) Studie untersucht wurde, bei 410 nodal-negativen
und adjuvant unbehandelten Patientinnen verglichen [14]. Nodal-ne-
gative Patientinnen werden im NNBC-3-Algorithmus als Hochrisiko



results demonstrated the importance of the accurate assessment
of existing co-morbidities in individual patients for prognosis.

In another retrospective analysis, Adjuvant! was compared to
risk classification based on St. Gallen 2007 and a newly devel-
oped risk score, which was prospectively investigated as part of
the Node-Negative Breast Cancer-3 (NNBC-3) study, in 410
node-negative patients without adjuvant therapy [14]. Node-
negative patients were classified as high risk using the NNBC-3
algorithm if one of the following factors was present: 1) age
<35, 2) GII, 3) HER2 positive, 4) vascular invasion, 5) progester-
one receptor (PR) negative, 6) G Il and tumour size > 2 cm. All oth-
er patients were considered low risk. This algorithm can be used
for simple risk classification using the clinico-pathological crite-
ria which are available for all patients prior to the decision for
therapy.

Use of this risk algorithm showed an independent association
with survival using multivariate analysis and increased the per-
centage of the low-risk group to 37% of patients, compared to
17% with Adjuvant! and 18% using the St. Gallen classification.

PREDICT+

PREDICT+ is another model which is largely based on integrated
data from European patients (www.predict.nhs.uk) [15-17]. This
model differs from Adjuvant! in that the calculation of prognosis
is based on two mathematical models which separately calculate
the prognosis for ER-positive and ER-negative patients. This was
based on the idea that other prognostic factors may have quite
different effects in the two patient collectives. A direct compar-
ison showed that PREDICT+ and Adjuvant! arrived at similarly
accurate results.

One way to increase the prognostic validity of such clinico-path-
ological risk classifications even further could be the inclusion of
proliferation markers such as Ki-67. In a study of 1080 breast can-
cer patients, Jung et al. showed that Ki-67 was an independent
prognostic factor for disease-free and total survival and provided
additional information compared to both the St. Gallen risk clas-
sification and Adjuvant! [18].

Ki-67

Proliferation is a clear biomarker signal both for prognosis and for
prediction regarding the effectiveness of therapy. Ki-67 is the
most commonly used marker in clinical practice.

Numerous study groups have investigated Ki-67 in primary
breast cancer. Viale et al. reported that Ki-67 is a good prognostic
factor in breast cancer patients [19]. Other authors using pub-
lished studies on Ki-67 expression in breast cancer patients con-
cluded that increased expression of Ki-67 was associated with a
worse prognosis and a better response to chemotherapy. How-
ever, the independent prognostic validity was only moderate
and these authors did not consider that determination of Ki-67
had any value in clinical practice [20]. Despite these limitations,
use of Ki-67 is explicitly recommended in the most recent
St. Gallen Consensus to divide the large group of receptor-posi-
tive breast cancers into luminal A and luminal B [8]. Cheang et
al. showed that immunohistochemical determination of ER, PR,
HER2 and the proliferation marker Ki-67 can be used to differen-
tiate between luminal A and luminal B and that this differentia-
tion correlated significantly with prognosis [21]. The Study
Group for Gynaecologic Oncology (AGO) proposed the use of Ki-
67 as a prognostic factor (+ = recommended).

Possible reasons for the differences in the validity of Ki-67 re-
ported in various studies could be that, compared to ER/PR [22]

klassifiziert, wenn einer der folgenden Faktoren gegeben ist: 1) Alter
<35, 2) G III, 3) HER2-positiv, 4) GefdRinvasion, 5) Progesteron-
rezeptor-(PR-)negativ, 6) G Il und TumorgroRe >2 cm. Alle anderen
Patientinnen werden der Niedrigrisikogruppe zugeordnet. Dieser
Algorithmus ermoglicht eine einfache Risikoeinteilung mit klinisch-
pathologischen Kriterien, die bei allen Patientinnen vor der Therapie-
entscheidung vorliegen.

Die Verwendung dieses Risikoalgorithmus war multivariat unabhédn-
gig mit dem Uberleben assoziiert und vergroRerte die Niedrigrisiko-
gruppe auf 37%, wahrend diese Gruppe nach Adjuvant! 17% und
St. Gallen 18% der Patientinnen umfasste.

PREDICT+

Ein weiteres Modell, welches zu einem groRen Teil auch Daten von eu-
ropdischen Patientinnen integriert hat, ist PREDICT+ (www.predict.
nhs.uk) [15-17]. Dieses Modell unterscheidet sich von Adjuvant!
dadurch, dass die Berechnung der Prognose auf 2 mathematischen
Modellen beruht, die die Prognose fiir ER-positive und ER-negative
Patientinnen getrennt berechnet haben. Hintergrund ist, dass die an-
deren Prognosefaktoren sich fiir die beiden Patientinnenkollektive
durchaus unterschiedlich verhalten konnen. Beim direkten Vergleich
schienen PREDICT+ und Adjuvant! dhnlich genau zu sein.

Ein moglicher Weg, um die prognostische Aussagekraft solcher kli-
nisch-pathologischer Risikoklassifikationen weiter zu steigern, kann
die Berticksichtigung von Proliferationsmarkern wie Ki-67 sein. Jung
et al. demonstrierten in 1080 Brustkrebspatientinnen, dass Ki-67 ein
unabhdngiger prognostischer Faktor fiir das erkrankungsfreie und
das Gesamtiiberleben ist und zusatzliche Informationen sowohl zur
St.-Gallen-Risikoeinteilung als auch zu Adjuvant! liefert [18].

Ki-67

Die Proliferation ist ein deutliches Biomarkersignal, sowohl fiir die
Prognose als auch die Prddiktion des Therapieansprechens. Ki-67 ist
hierbei der Marker, der in der klinischen Praxis am weitesten verbrei-
tet ist.

Zahlreiche Arbeitsgruppen haben Ki-67 beim primdren Mammakar-
zinom untersucht. Viale et al. stellten fest, dass Ki-67 ein guter Prog-
nosefaktor beim Mammakarzinom ist [19]. Andere wiederum konn-
ten unter Beriicksichtigung der zu Ki-67 beim Mammakarzinom pub-
lizierten Studien zwar schlussfolgern, dass eine erhdhte Expression
von Ki-67 mit einer verschlechterten Prognose und einem verbesser-
ten Ansprechen auf eine Chemotherapie assoziiert ist. Allerdings war
die unabhdngige prognostische Aussagekraft nur maRig, sodass diese
Autoren keinen Stellenwert fiir die Bestimmung von Ki-67 in der kli-
nischen Routine sahen [20]. Trotz dieser Limitationen wird Ki-67 im
aktuellen St.-Gallen-Konsensus explizit empfohlen, um die groRe
Gruppe der rezeptorpositiven Mammakarzinome in luminal A und
in luminal B zu gliedern [8]. Von Cheang et al. konnte gezeigt werden,
dass durch immunhistochemisch bestimmten ER, PR, HER2 und dem
Proliferationsmarker Ki-67 die Unterscheidung zwischen luminal A
und luminal B mdglich ist, und diese Einteilung signifikant mit der
Prognose korrelierte [21]. Die Arbeitsgemeinschaft fiir Gyndkologi-
sche Onkologie (AGO) bewertet Ki-67 als Prognosefaktor mit + (emp-
fehlenswert).

Mogliche Griinde fiir die Unterschiede in der Aussagekraft von Ki-67
zwischen einzelnen Studien kdnnen darin bestehen, dass Ki-67 im
Vergleich zu ER/PR [22] und HER2 [23] derzeit noch nicht optimal
bez. der prdanalytischen Variablen, der Grenzwerte fiir die Positivitdt
und die Interpretationskriterien standardisiert ist und daher die Re-
produzierbarkeit oft nicht optimal ist. Um die Methodik der Ki-67-
Bestimmung zu harmonisieren und dadurch eine verbesserte Ver-
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and HER2 [23], Ki-67 has not yet been optimally standardised
with regard to pre-analytical variables, positivity threshold and
interpretation criteria, and therefore the reproducibility of re-
sults is often not optimal. An international study group has re-
cently published its recommendations on standardising the
methods of Ki-67 determination to improve the comparability of
results [24]. In view of the fact that both Ki-67 and ER or HER2
test results can be incorrect, improved quality controls and qual-
ity assurance programmes are very important to allow the prog-
nostic and predictive potential of these markers to be fully uti-
lised.

Development of Biomarkers in Breast Cancer

v

In addition to the above-mentioned established clinico-patholog-
ical factors, numerous modern prognostic and predictive factors
focussing on tumour biology have been investigated in the last
few decades. Of these, only hormone receptor status and HER2
are widely accepted as offering a high level of evidence and are
generally used in clinical practice. The REMARK (Reporting Rec-
ommendations of Tumor Marker Prognostic Studies) criteria
were introduced to improve the quality of research on biomark-
ers. REMARK describes which information, e.g., study design, pri-
mary hypothesis, patient and tissue characteristics, method of
detection and statistical method used for analysis, need to be dis-
closed when publishing a study on biomarkers [25]. Depending
on the quality of the biomarker study, it is possible to allocate dif-
ferent levels of evidence to individual markers [26]. To achieve
the highest level of evidence, a biomarker would need to be in-
vestigated prospectively in a prospective randomised study. In
the meantime a modification of the evidence levels for biomark-
ers has been introduced which takes greater account of already
existing and archived tissue [27]. A priori investigations in pro-
spective randomised studies are still considered the gold stan-
dard. In view of the fact that such studies to evaluate tumour
markers are both very expensive and difficult to organise, the
use of more efficient “prospective-retrospective” approaches us-
ing archived material from prospective studies has been pro-
posed. Such an approach could also achieve evidence level I if
the results using archived material are then validated in a second
comparable study [27].

The recommendations on the use of more recently developed
biomarkers in breast cancer were updated by the American Soci-
ety of Clinical Oncology (ASCO) [28]. In addition to ER and HER2,
ASCO has recommended using additional biomarkers such as
urokinase plasminogen activator (uPA)/plasminogen activator in-
hibitor-1 (PAI-1) and certain gene expression algorithms in clini-
cal practice.

Urokinase Plasminogen Activator|

Plasminogen Activator Inhibitor-1

v

uPA and PAI-1 are components of the plasminogen activating sys-
tem and have been found in experiments to be linked to invasion,
angiogenesis and metastasis. At present, the two factors are best
measured using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) in
fresh frozen tumour tissue and are associated with the prognosis
in node-negative breast cancer [29]. A comprehensive analysis of
8377 patients showed the good reproducibility of this examina-
tion method and confirmed the close association of uPA/PAI-1
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gleichbarkeit der Resultate zu erreichen, wurden aktuell von einer in-
ternationalen Arbeitsgruppe Empfehlungen festgelegt [24]. Beriick-
sichtigt man, dass sowohl Ki-67 als auch ER oder HER2-Testergebnis-
se inkorrekt sein konnen, haben vermehrte Qualitdtskontrollen und
Qualitdtssicherungsprogramme eine grof3e Bedeutung, um das prog-
nostische und pradiktive Potenzial dieser Marker voll auszuschopfen.

Entwicklung von Biomarkern beim Mammakarzinom
v

Zusdtzlich zu den oben erwdhnten etablierten klinisch-pathologi-
schen Faktoren wurden zahlreiche moderne tumorbiologisch orien-
tierte prognostische und pradiktive Faktoren in den letzten Dekaden
untersucht. Von diesen werden allerdings nur der Hormonrezeptor-
status und HER2 mit einem hohen Evidenzlevel breit akzeptiert und
in der klinischen Praxis eingesetzt. Um die Qualitdt der Forschung
iiber Biomarker zu verbessern, wurde die Empfehlung REMARK
(Reporting Recommendations of Tumor Marker Prognostic Studies)-
Kriterien eingefithrt. REMARK beschreibt, welche Informationen,
wie zum Beispiel Studiendesign, primdre Hyothese, Patienten- und
Gewebecharakteristika, Nachweismethoden und statistische Ana-
lysemethoden, bei der Publikation einer Biomarkerstudie offen gelegt
werden sollten [25]. Abhdngig von der Qualitdt einer Biomarkerstu-
die konnen unterschiedliche Evidenzlevel fiir die einzelnen Marker
vergeben werden [26]. Um das hochste Evidenzlevel zu erreichen,
musste ein Biomarker prospektivim Rahmen einer prospektiv rando-
misierten Studie untersucht werden. Mittlerweile wurde eine Modi-
fikation dieser Evidenzlevel fiir Biomarker eingefiihrt, die bereits vor-
liegendes und archiviertes Gewebe stdrker ber{icksichtigt [27]. Wei-
terhin wurde eine A-priori-Untersuchung in einer prospektiven ran-
domisierten Studie als Goldstandard angesehen. Unter Berticksichti-
gung der Tatsache, dass solche Studien zur Tumormarkerevaluation
allerdings organisatorisch und finanziell sehr aufwendig sind, wur-
den effizientere ,prospektiv-retrospektive* Ansdtze unter Verwen-
dung von archiviertem Material aus prospektiven Studien beschrie-
ben. Ein solcher Ansatz kann ebenfalls Level-I-Evidenz erreichen,
wenn die Resultate im Archivmaterial einer zweiten vergleichbaren
Studie validiert werden [27].

Die Empfehlungen zur Verwendung von neueren Biomarkern beim
Mammakarzinom wurden von der American Society of Clinical On-
cology (ASCO) aktualisiert [28]. Zusdtzlich zu ER und HER2 wurden
noch Biomarker wie Urokinase-Plasminogen-Aktivator (uPA)/Plasmi-
nogen-Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1) und bestimmte Genexpressions-
algorithmen fiir den praktischen Einsatz empfohlen.

Urokinase-Plasminogen-Aktivator|
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1

v

uPA und PAI-1 sind Bestandteile des plasminogenaktivierenden Sys-
tems, die experimentell mit Invasion, Angiogenese und Metastasie-
rung zusammen hangen. Diese beiden Faktoren konnen derzeit am
besten mit Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) an fri-
schem/gefrorenen Tumorgewebe gemessen werden und sind mit der
Prognose beim nodal-negativen Mammakarzinom assoziiert [29].
Eine umfassende Analyse von 8377 Patientinnen zeigte die gute Re-
produzierbarkeit der Untersuchungsmethode und bestdtigte die enge
Assoziation von uPA/PAI-1 und Prognose beim Mammakarzinom
[30]. Die hochste Evidenzstufe wurde fiir diese Biomarker dann in
einer prospektiv randomisierten multizentrischen Studie erreicht, in
der gezeigt werden konnte, dass uPA (PAI-1 adjuvant unbehandelte



and prognosis in breast cancer patients [30]. The highest level of
evidence for these biomarkers was reached in a prospective ran-
domised multicentric study which showed that uPA/PAI-1 node-
negative patients without adjuvant therapy could be stratified
into a low-risk and a high-risk group [31].

Originally, these biomarkers were measured in fresh material ob-
tained during surgery of the breast carcinoma. Thomssen et al.
carried out a pilot study to investigate whether uPA/PAI-1 could
be determined in tissue obtained from core needle biopsy. Their
study showed a significant correlation between the values ob-
tained from the biopsy and the material obtained at surgery [32].

Multiparameter Gene Expression Analysis

in Breast Cancer

v

Intrinsic subtypes

The ability to simultaneously measure the expression of many
thousands of genes has amply demonstrated the wide heteroge-
neity of breast cancer [33]. Using hierarchical cluster analysis Pe-
rou et al. identified subtypes with similar gene expression, which
they referred to as luminal, basal-like, erbB2-like and normal-
like. These so-called intrinsic subtypes differ in their associated
prognosis [34], their patterns of metastasis [35], and their re-
sponse to neoadjuvant chemotherapy [36]. As these first micro-
array analyses require fresh frozen tumour tissue which is not
always available in practice, the original intrinsic gene list was
reduced to 50 genes which can be detected in paraffinised tissue
using quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-
PCR) [37]. The prognostic validity of the known subtypes could
even be improved in this study by additionally including clinical
information [37]. Triple negative is used as the immunohisto-
chemical correlate for basal-like and HER2 positive is used for
erbB2-like.

The limited reproducibility constitutes a problem when deter-
mining intrinsic subtypes. While basal-like and erbB2-like breast
carcinomas could be reproduced in different datasets and by dif-
ferent investigators, achieving a reliable differentiation between
luminal A and luminal B is much less certain [38,39].

Commercially Available Gene Expression Tests

v

In Germany, 3 commercial gene expression tests are currently
available and they have been recently rated by AGO as =.

MammaPrint®

This test is based on investigations in which genes are identified
which are variably expressed in breast cancer patients without
adjuvant treatment over a period of 5 years, depending on their
metastatic status [40]. The gene expression signatures of 70
genes obtained in this way were found to be superior to a clini-
co-pathological risk classification and have been validated in sev-
eral studies [41,42]. To achieve the highest level of evidence this
gene expression algorithm is being prospectively investigated in
the Microarray In Node-negative Disease may Avoid ChemoTher-
apy (MINDACT) study [43]. One disadvantage in clinical practice
is that the method requires fresh frozen tumour tissue.

nodal-negative Patientinnen in eine Niedrig- und eine Hochrisiko-
gruppe stratifizieren konnen [31].

Urspriinglich waren diese Biomarker am Frischmaterial nach Opera-
tion des Mammakarzinoms gemessen worden. Um die eine Bestim-
mung von uPA/PAI-1 an Gewebe aus Stanzbiopsien zu iiberpriifen,
fithrten Thomssen et al. eine Pilotstudie durch. In dieser Unter-
suchung konnte eine signifikante Korrelation der aus der Stanze ge-
messenen Werte mit denen aus Operationsmaterial gezeigt werden
[32].

Multiparameter-Genexpressionsanalysen

beim Mammakarzinom

v

Intrinsische Subtypen

Die Moglichkeit, die Expression von vielen tausend Genen simultan
zu messen, hat die ausgepragte Heterogenitdt von Brustkrebs vor Au-
gen gefiihrt [33]. Perou et al. konnten mithilfe von hierarchischen
Cluster-Analysen Subtypen mit jeweils dhnlicher Genexpression
identifizieren, die sie als luminal, basal-like, erbB2-like und normal-
like bezeichneten. Diese sogenannten intrinsischen Subtypen unter-
scheiden sich in ihrer Prognose [34] dem Metastasierungsmuster [35]
und dem Ansprechen auf neoadjuvante Chemotherapie [36]. Da diese
ersten Microarray-Analysen frisch gefrorenes Tumorgewebe benotig-
ten, das in praxi nicht immer vorhanden ist, wurde die urspriingliche
intrinsische Genliste auf 50 Gene reduziert, die mittels quantitativer
Real-Time-Polymerasekettenreaktion (qRT-PCR) in Paraffingewebe
nachgewiesen werden kénnen [37]. Die prognostische Aussagekraft
der bekannten Subtypen konnte in dieser Arbeit durch zusatzliche
Berticksichtigung klinischer Informationen noch verbessert werden
[37]. Als immunhistochemisches Korrelat fiir basal-like wird triple-
negative und fiir erbB2-like HER2-positiv verwendet.

Eine Schwierigkeit bei der Bestimmung der intrinsischen Subtypen
ist die eingeschrankte Reproduzierbarkeit. Wahrend sich basal-like
und erbB2-like Mammakarzinome gut zwischen unterschiedlichen
Datensdtzen und unterschiedlichen Untersuchern reproduzieren las-
sen, ist die Unterscheidung zwischen luminal A und luminal B deut-
lich unzuverldssiger [38,39].

Kommerziell erhéltliche Genexpressionstests

v

In Deutschland werden derzeit 3 kommerziell erhéltliche Genexpres-
sionstests angeboten, die von der AGO aktuell mit dem Empfehlungs-
grad + eingestuft werden.

MammaPrint®

Dieser Test basiert auf Untersuchungen, bei denen Gene identifiziert
wurden, die bei adjuvant unbehandelten Patientinnen je nach Metas-
tasierungsstatus innerhalb von 5 Jahren unterschiedlich exprimiert
waren [40]. Die auf diesem Weg generierte Genexpressionssignatur
von 70 Genen war klinisch-pathologischen Risikoklassifikationen
tiberlegen und konnte mehrfach validiert werden [41,42]. Um das
hochste Evidenzlevel zu erreichen, wird dieser Genexpressionsalgo-
rithmus prospektivim Rahmen der Microarray In Node-negative Dis-
ease may Avoid ChemoTherapy (MINDACT) Studie untersucht [43].
Ein Nachteil fiir die praktische Anwendbarkeit ist, dass obligat frisch
gefrorenes Tumorgewebe verwendet werden muss.
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Oncotype DX®

Oncotype DX® is a commercially available gene expression assay
which can be used in paraffinised material. It measures the ex-
pression of 21 genes using qRT-PCR and calculates a risk score
(recurrence score). This test was developed in ER-positive pa-
tients who had adjuvant therapy with tamoxifen [44]. The test
allowed a low-risk group consisting of 51% of patients to be de-
fined, whose risk after endocrine therapy of developing distant
metastases was 6.8 %. Further analysis showed that these low-risk
patients would have only a low additional benefit from adjuvant
chemotherapy [45].

The independent prognostic significance of Oncotype DX® was
also demonstrated in node-positive patients who underwent an-
thracycline-based chemotherapy [46]. Here too, only patients
with a high recurrence score benefited significantly from addi-
tional adjuvant chemotherapy. According to Simon et al. [27],
Oncotype DX has already achieved evidence level I, but it is being
additionally evaluated in the prospective randomised study
TAILORx (Trial Assigning Individualized Options for Treatment)
[47]. For Oncotype DX the paraffinised tissue has to be sent to a
central laboratory in the USA for investigation.

EndoPredict®

More recently, the EndoPredict® test has shown that stable
gRT-PCR testing of paraffinised material can also be done locally
by different molecular pathology departments, allowing a cor-
rect classification of the material into high-risk and low-risk
groups with a high sensitivity and a specificity of 100%. In post-
menopausal ER positive/HER2 negative patients treated with en-
docrine therapy alone, this gene expression test, combined with
tumour size and nodal status, allows a low-risk group to be de-
fined consisting of 63 % of patients [48]. This low-risk group was
found to have a 10-year risk for distant metastasis of 4% so that
the potential additional benefit from adjuvant chemotherapy in
these low-risk patients is questionable. The EndoPredict® test
has achieved the highest level of evidence [27].

First and Second Generation

Gene Expression Signatures

v

It has been increasingly realised that most prognostic and predic-
tive gene expression signatures are mainly based on the mea-
surement of ER regulated and proliferation-associated genes
[49]. The high degree of concordance between the different as-
says is therefore not surprising [50]. First generation signatures
had a strong prognostic validity, particularly for ER positive
breast cancer [51]. The second generation signatures permit a
prognosis to be made for ER negative breast cancer; they are sig-
natures which primarily investigate immune cell transcripts [51].

Immune System

v

Recent interest has increasingly focused on the importance of the
immune system for prognosis in breast cancer patients. Immune
cell-associated gene expression motifs were found to have a
prognostic value for ER negative [52,53] and HER2 positive [54]
breast cancer.

In a systematic gene expression analysis using microarray in
node-negative patients not treated with adjuvant therapy, meta-
genes were investigated as surrogates for co-regulated genes in a
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Oncotype DX®

Ein am Paraffinmaterial durchgefiihrter, kommerziell erhaltlicher
Genexpressionsassay ist Oncotype DX®. Hierbei wird mittels qRT-PCR
die Expression von 21 Genen gemessen und ein Risikoscore (Recur-
rence Score) berechnet. Dieser Test wurde bei ER-positiven Patientin-
nen entwickelt, die mit Tamoxifen adjuvant behandelt wurden [44].
Mit dem Test konnte eine 51% der Patientinnen umfassende Nied-
rigrisikogruppe definiert werden, die unter endokriner Therapie
alleine ein Risiko fiir das Auftreten von Fernmetastasen von 6,8% hat.
In einer weiteren Analyse wurde gezeigt, dass Patientinnen mit nied-
rigem Risiko nur einen geringen zusdtzlichen Nutzen durch eine
adjuvante Chemotherapie haben [45].

Diese unabhdngige prognostische Bedeutung von Oncotype DX®
konnte auch bei nodal-positiven Patientinnen, die mit einer anthra-
zyklinhaltigen Chemotherapie behandelt worden waren, gezeigt
werden [46]. Auch hier profitierten lediglich die Patientinnen mit
einem hohen Recurrence Score signifikant von einer zusdtzlichen
adjuvanten Chemotherapie. Oncotype DX hat nach Simon et al. [27]
bereits Level-I-Evidenz erreicht, wird aber noch zusdtzlich im Rah-
men der prospektiv randomisierten Studie TAILORx (Trial Assigning
Individualized Options for Treatment) evaluiert [47]. Fiir Oncotype
DX muss das Paraffingewebe zur Durchfithrung der Untersuchung
obligat in ein Zentrallabor in den USA verschickt werden.

EndoPredict®

Dass ein stabiler qRT-PCR-Test an Paraffinmaterial allerdings auch de-
zentral in verschiedenen Molekularpathologien vor Ort durchgefiihrt
werden kann und die korrekte Einstufung der Prdparate in die Hoch-
bzw. Niedrigrisikogruppe mit einer hohen Sensitivitdt und Spezifitdt
von 100% ermoglicht, konnte aktuell fiir den EndoPredict® Test ge-
zeigt werden. Dieser Genexpressionstest ermoglicht in Kombination
mit TumorgréBe und Nodalstatus bei postmenopausalen ER-posi-
tiven/HER2-negativen Patientinnen, die ausschlieBlich mit einer
endokrinen Therapie behandelt wurden, die Charakterisierung einer
Niedrigrisikogruppe, die 63% der Patientinnen umfasst [48]. Diese
Niedrigrisikogruppe weist ein 10-Jahres-Fernmetastasenrisiko von
4% auf, sodass der mogliche zusatzliche Nutzen durch eine adjuvante
Chemotherapie bei den Niedrigrisikopatientinnen kritisch hinterfragt
werden kann. Der EndoPredict® Test hat das hochste Evidenzniveau
[27].

Genexpressionssignaturen

der 1. und 2. Generation

v

Mittlerweile wird zunehmend realisiert, dass die meisten prognosti-
schen und pradiktiven Genexpressionssignaturen vor allem auf der
Messung von ER-regulierten und proliferationsassoziierten Genen
beruhen [49]. Daher ist es nicht tiberraschend, dass zwischen unter-
schiedlichen Assays eine hohe Konkordanz besteht [50]. Die Signatu-
ren der 1. Generation weisen eine starke prognostische Aussagekraft
vor allem bei ER-positiven Mammakarzinomen auf [51]. Bei den Sig-
naturen der 2. Generation, die eine prognostische Aussage auch bei
ER-negativen Mammakarzinomen erlauben, handelt es sich v.a. um
Signaturen, die Immunzelltranskripte berticksichtigen [51].

Immunsystem

v

Die Bedeutung des Immunsystems fiir die Prognose des Mammakar-
zinoms riickt immer mehr in den Fokus des Interesses. Inmunzell-
assoziierte Genexpressionsmotive zeigen prognostische Aussagekraft
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gene expression cluster (©Fig. 4). The study demonstrated the
strong prognostic impact of ER-regulated and proliferation-asso-
ciated genes [55]. In addition, B-cell and to a lesser extent T-cell
metagenes were found to have a significant and independent
prognostic role in carcinomas with high proliferative activity,
irrespective of ER or HER2 status [55].

Following this study, Schmidt et al. investigated whether the pro-
tective effect of the B-cell signature could also be demonstrated
for an individual gene. Immunoglobulin kappa C (IGKC) was cho-
sen for investigation [56]. Using multivariate analysis, IGKC was
found to be independently associated with prognosis for node-
negative breast cancer, both in the total patient collective and in
all investigated subgroups (ER+HER2-, ER-HER2-, HER2+). In ad-
dition, a significant predictive impact of IGKC was found for pa-
tient response to neoadjuvant anthracycline-based chemother-
apy. Confocal fluorescence microscopy showed that IGKC was
expressed by tumour-infiltrating plasma cells. The antibodies
formed by the plasma cells showed isotype switching of the im-
munoglobulin heavy chain to IgG, which appears to indicate a
specific antibody reaction to protein antigens and underlines
the importance of the natural immune reaction in breast cancer
[56].

The use of relevant axes (proliferation, ER, immune system) as
part of a prognostic coordinate system could lead to a better
understanding of the biological processes which affect prognosis
in node-negative breast cancer [57]. In addition to the use of gene
expression signatures, future methods such as next generation
sequencing will permit even more precise characterisation of
genomic alterations in breast cancer [58]. A first study done in
this context using a genome-wide approach was able to identify
T-cell receptors as a key gene whose expression is regulated by
gene copy variants in the genome [59].
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Fig.4 Hierarchical cluster analysis of systematic
gene expression determination using microarray in
node-negative patients who have not had adjuvant
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bei ER-negativen [52,53] und HER2-positiven [54] Mammakarzino-
men.

Bei einer systematischen Genexpressionsanalyse mittels Microarray
bei nodal-negativen und adjuvant unbehandelten Patientinnen wur-
den Metagene als Surrogat fiir koregulierte Gene in einem Gen-
expressions-Cluster untersucht (© Abb. 4). Hier zeigte sich zum einen
die starke prognostische Bedeutung von ER-regulierten und prolife-
rationsassoziierten Genen [55]. Dariiber hinaus hatten das B-Zell-
und zu einem geringeren Anteil auch das T-Zell-Metagen eine signifi-
kante und unabhdngige Bedeutung bei schnell proliferierenden
Mammakarzinomen ungeachtet des ER- oder HER2-Status [55].
Darauf aufbauend wurde untersucht, ob sich der protektive Effekt
dieser B-Zell-Signatur auch in einem einzelnen Gen nachvollziehen
lasst. Dazu wurde Immunglobulin Kappa C (IGKC) ausgewahlt [56].
IGKC war multivariat unabhdngig mit der Prognose bei nodal-negati-
ven Mammakarzinomen im Gesamtkollektiv und in allen untersuch-
ten Subgruppen (ER+HER2-, ER-HER2-, HER2+) assoziiert. Zusdtzlich
zeigte sich ein signifikanter pradiktiver Einfluss von IGKC fiir das An-
sprechen auf eine neoadjuvante anthrazyklinhaltige Chemotherapie.
Mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie konnte nachgewiesen
werden, dass IGKC von tumorinfiltrierenden Plasmazellen exprimiert
wird. Die von den Plasmazellen gebildeten Antikorper zeigen einen
Isotypenwechsel der Immunglobulin-Schwerketten zu IgG, was fiir
eine spezifische Antikorperreaktion gegen Proteinantigene spricht
und den Einfluss einer natiirlich vorkommenden Immunreaktion
beim Mammakarzinom unterstreicht [56].

Die Beriicksichtigung dieser relevanten Achsen (Proliferation, ER, Im-
munsystem) im prognostischen Koordinatensystem kann zu einem
besseren Verstindnis der biologischen Prozesse fiihren, die fiir die
Prognose beim nodal-negativen Mammakarzinom entscheidend sind
[57]. In der Zukunft werden iiber Genexpressionssignaturen hinaus
Verfahren wie Next Generation Sequencing eine noch genauere Cha-
rakterisierung der genomischen Alterationen bei Mammakarzino-
men erlauben [58]. Eine erste Arbeit in diesem Zusammenhang konn-
te z.B. auch bei einem genomweiten Forschungsansatz den T-Zell-Re-
zeptor als ein Schliisselgen identifizieren, welches durch Genkopien-
varianten im gesamten Genom in Bezug auf die Genexpression regu-
liert wird [59].
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Predictive Biomarkers

v

Oestrogen receptor as a predictive marker

ER and HER?2 are the best known examples of tumour biological
markers which do not merely have a prognostic but also a predic-
tive importance. ER is an extremely important tumour biological
factor in breast cancer. Statistical analysis of the expression of
thousands of genes in breast cancer patients using hierarchical
cluster methods has demonstrated a basic division of breast can-
cers into different so-called intrinsic subtypes: mostly ER-posi-
tive luminal breast cancers and predominantly ER-negative in-
trinsic subgroups (erbB2-like, basal-like) [60]. Statistical analysis
of gene expression can also be done using principal component
analysis. In a study of 200 breast cancer patients who did not
have adjuvant therapy it was shown that the first principal com-
ponent, which by definition has the largest variance in the data-
set, was almost parallel to the axis showing ER expression [55].
This emphasises the key importance of ER in the tumour biology
of breast cancer.

ER is of only moderate prognostic importance for untreated pa-
tients. However, ER is a strong predictive factor for endocrine
therapy such as tamoxifen. Meta-analysis has shown that pa-
tients with ER-negative breast cancer experience no therapeutic
benefit from tamoxifen, and that the rate of recurrence of pa-
tients treated with tamoxifen is linked to their ER status [61].
Moreover, various studies have shown that ER negative breast
carcinomas show a good response to chemotherapy. Obviously
this is most apparent in patients who have had neoadjuvant ther-

apy [62].

HER2 as a predictive marker

HER2 was first described as a marker associated with a worse
prognosis in breast cancer [63]. This association has been con-
firmed in numerous subsequent studies, both with regard to
HER2 over-expression and HER2 amplification [64].

Several retrospective studies have shown an association between
HER2 and patient response to endocrine therapies [65], and sen-
sitivity to anthracyclines [66] or taxanes [67]. These results could
indicate a predictive effect of HER2 for these therapies but they
are not undisputed and should at present not be used routinely
in clinical practice. At the moment, the most important role for
HER2 is as a predictive factor indicating patient response to
HER2 targeted therapies such as trastuzumab [68].

HER2 is currently the most important example that a factor asso-
ciated with a poor prognosis can serve as a target for a specific
therapy. Thus, an apparently poor prognosis can become a com-
paratively favourable prognosis. This phenomenon has been re-
ported both for patients with metastasis and for patients who
have had adjuvant therapy [69].

Ki-67 as a predictive marker

Numerous study groups have also investigated the use of Ki-67 as
a predictive factor in primary breast cancer. The predictive effect
of Ki-67 is primarily associated with patient response to chemo-
therapy [70,71] and less with endocrine therapy [72]. Increased
Ki-67 expression in patients treated with letrozole in the Breast
International Group (BIG) 1-98 study was associated with a bet-
ter prognosis [73]. However this probably reflected the higher
baseline risk of patients with increased Ki-67 levels. This example
once again demonstrates the close connection between prognos-
tic and predictive effect, particularly when factors are investi-
gated in a collective which has received adjuvant medical treat-
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Pradiktive Biomarker

v

Der Ostrogenrezeptor als Pradiktivmarker

ER und HER2 sind die bekanntesten Beispiele fiir tumorbiologische
Marker, die nicht nur eine prognostische, sondern auch eine pradik-
tive Bedeutung haben. ER ist ein tumorbiologisch eminent wichtiger
Faktor beim Mammakarzinom. Wenn man die Expression von tau-
senden Genen in Mammakarzinomen mit hierarchischen Cluster-
methoden statistisch analysiert, zeigt sich die grundlegende Auftei-
lung der Mammakarzinome in unterschiedliche, sogenannte intrinsi-
sche Subtypen zwischen den zumeist ER-positiven luminalen Mam-
makarzinomen und den iiberwiegend ER-negativen intrinsischen
Subgruppen (erbB2-like, basal-like) [60]. Als weitere statistische Ana-
lysemethode der Genexpression kann auch eine Hauptkomponen-
tenanalyse vorgenommen werden. Hier konnte bei 200 adjuvant un-
behandelten nodal-negativen Mammakarzinomen gezeigt werden,
dass die Hauptkomponente 1, die definitionsgemdf3 die grofte Vari-
anz in einem Datensatz verkorpert, nahezu parallel zur Achse der
ER-Expression verlduft [55]. Dies unterstreicht die zentrale Bedeu-
tung von ER fiir die Tumorbiologie des Mammakarzinoms.

Die prognostische Bedeutung von ER ist in unbehandelten Patientin-
nen nur mdRig. ER ist allerdings ein starker pradiktiver Faktor fiir
eine endokrine Therapie wie Tamoxifen. Metaanalysen zeigen, dass
Patientinnen mit ER-negativen Mammakarzinomen keinen thera-
peutischen Nutzen von Tamoxifen haben, und die Rezidivrate tamo-
xifenbehandelter Patientinnen mit dem ER-Status zusammenhdngt
[61]. Verschiedene Arbeiten zeigen weiterhin, dass ER-negative
Mammakarzinome gut auf Chemotherapie ansprechen. Dies zeigt
sich naturgemdfd am deutlichsten bei neoadjuvant behandelten Pa-
tientinnen [62].

HER?2 als Pradiktivmarker

HER2 wurde initial als Marker beschrieben, der mit einer verschlech-
terten Prognose beim Mammakarzinom assoziiert ist [63]. Diese As-
soziation konnte in zahlreichen Folgeuntersuchungen sowohl fiir die
Uberexpression als auch die Amplifikation von HER2 beschrieben
werden [64].

Mehrere retrospektive Untersuchungen zeigen Zusammenhdnge
zwischen HER2 und dem Ansprechen auf endokrine Therapien [65],
der Sensitivitdt fiir Anthrazykline [66] oder Taxane [67]. Diese Resul-
tate konnen auf pradiktive Effekte von HER2 fiir diese Therapien hin-
deuten, sind allerdings nicht unwidersprochen und sollten derzeit
nicht in der klinischen Routine beriicksichtigt werden. Derzeit be-
steht die wichtigste Rolle von HER2 als prddiktiver Faktor fiir das
Ansprechen auf eine HER2-gerichtete Therapie wie z.B. Trastuzumab
[68].

HER2 ist derzeit das wichtigste Beispiel dafiir, dass ein Faktor, der mit
einer schlechteren Prognose assoziiert ist, als Ziel fiir eine spezifische
Therapie dienen kann. Dadurch kann eine eigentlich schlechte Prog-
nose zu einer vergleichsweise giinstigen Prognose werden. Dieses
Phanomen konnte bereits in der metastasierten [69] wie auch in der
adjuvanten Situation gezeigt werden.

Ki-67 als Pradiktivmarker

Zahlreiche Arbeitsgruppen haben Ki-67 auch als pradiktiven Faktor
beim primdren Mammakarzinom untersucht. Der prddiktive Effekt
von Ki-67 bezieht sich vor allem auf das Ansprechen auf eine Chemo-
therapie [70,71] und weniger auf eine endokrine Therapie [72]. Ein er-
hohtes Ki-67 war bei Patientinnen, die im Rahmen der BIG-1-98-Stu-
die behandelt wurden, mit einer verbesserten Prognose unter Letrozol
assoziiert [73]. Dies allerdings reflektiert am ehesten ein héheres Ba-



ment. AGO (German Gynaecological Oncology Group responsible
for publishing guidelines) has assessed the predictive value of Ki-
67 as + (recommended).

Topoisomerase lla as a predictive marker

As mentioned above, numerous studies have investigated the im-
pact of HER2 on anthracycline sensitivity [66]. However, some
authors have been unable to confirm an increased benefit of an-
thracyclines in HER2 positive breast cancer; paradoxically they
even found that patients without HER2 amplification had a better
survival if they received anthracycline-based adjuvant chemo-
therapy [74]. As topoisomerase Il (TOP2A) is a target structure
for anthracyclines, it was postulated that the described associa-
tion between HER2 and anthracycline sensitivity could actually
be ascribed to the proximity of HER2 to the TOP2A gene locus on
chromosome 17q. It was therefore obvious and comprehensible
that amplification of TOP2A is predictive for anthracycline sensi-
tivity [75]. Nevertheless, as with HER2, the predominantly retro-
spective studies on anthracycline sensitivity and TOP2A did not
provide unequivocally consistent results. A prospectively
planned biomarker investigation in a big adjuvant chemotherapy
study was unable to substantiate an association with improved
survival after anthracycline-based chemotherapy for either
HER2 or TOP2A [76]. In this study, the most significant predictive
factor was a duplication of chromosome 17 centromere enumer-
ation probe (Ch17CEP). The authors concluded that this duplica-
tion could explain the observed inconsistent data on the impact
of HER2 or TOP2A on anthracycline sensitivity [76].

The difficulty inherent in using HER2 and TOP2A as prognostic or
predictive factors is increased even more by the relationship be-
tween gene amplification, RNA expression and protein expres-
sion. A pilot study of 53 primary breast cancers showed that
HER2 amplification but not TOP2A amplification was closely as-
sociated with RNA and protein expression [77]. Based on these
results, the prognostic validity of the RNA expression of both fac-
tors was investigated in 782 node-negative breast cancers and
the predictive validity was investigated in a collective of 80 pa-
tients who underwent neoadjuvant anthracycline-based chemo-
therapy. In these studies, TOP2A was shown to be a significant
prognostic factor and was also associated with a good response
to anthracycline-based chemotherapy [77].

In addition to the prognostic importance of the biomarkers ER or
HER?2, they also have a predictive value as they serve as targets
for endocrine or HER2-targeted therapies, and accordingly they
have also been given the highest recommendation rating (++) for
predictive factors by AGO. Ki-67 is assessed as + (recommended)
by AGO while use of topoisomerase Il as a predictive factor was
only rated as * (conditionally recommended).

Overall, the biomarkers listed above have increasingly improved
prediction and risk assessment, although stringent quality con-
trols of these biomarkers are essential. It is crucial to ensure that
the biomarkers described here are not used uncritically or inex-
pertly as this could lead to patients receiving insufficient treat-
ment or the wrong treatment.

sisrisiko der Patientinnen mit einem erhohten Ki-67. Dieses Beispiel
unterstreicht einmal mehr den engen Zusammenhang zwischen dem
prognostischen und dem pradiktiven Effekt speziell, wenn solche Fak-
toren in einem Kollektiv untersucht werden, das adjuvant medika-
mentds behandelt wurde. Die AGO (deutsche Leitlinien-Kommission)
bewertet Ki-67 als pradiktiven Faktor mit + (empfehlenswert).

Topoisomerase lla als Pradiktivmarker

Wie oben erwdhnt wurden bereits zahlreiche Untersuchungen zum
Einfluss von HER2 auf die Anthrazyklinsensitivitat durchgefiihrt [66].
Andere Arbeitsgruppen konnten hingegen einen gesteigerten Nutzen
von Antrazyklinen bei HER2-positiven Mammakarzinomen nicht be-
statigen und fanden paradoxerweise sogar, dass Patientinnen ohne
HER2-Amplifikation ein verbessertes Uberleben hatten, wenn sie
mit einer anthrazyklinhaltigen adjuvanten Chemotherapie behandelt
wurden [74]. Nachdem Topoisomerase Il (TOP2A) eine Zielstruktur
fiir Anthrazykline ist, wurde postuliert, dass die beschriebene Asso-
ziation zwischen HER2 und Anthrazyklinsensitivitat tatsachlich auf
die Ndhe von HER2 zum TOP2A Genlocus auf Chromosom 17q zu-
riickzufiihren ist. Daher schien es klar und nachvollziehbar, dass eine
Amplifikation von TOP2A prddiktiv fiir eine Anthrazyklinsensitivitdt
ist [75]. Dennoch erbrachten die zumeist retrospektiv durchgefiihr-
ten Untersuchungen zur Anthrazyklinsensitivitit dhnlich wie bei
HER2 auch fiir TOP2A kein zweifelsfrei konsistentes Bild. Eine pro-
spektiv geplante Biomarkeruntersuchung in einer grof3en adjuvanten
Chemotherapiestudie konnte weder fiir HER2 noch fiir TOP2A einen
Zusammenhang mit einem verbesserten Uberleben nach anthra-
zyklinhaltiger Chemotherapie nachweisen [76]. In dieser Studie war
der aussagekrdftigste pradiktive Faktor eine Duplikatur der Chromo-
som 17 Centromere Enumeration Probe (Ch17CEP). Die Autoren
schlussfolgerten, dass diese Duplikatur die beobachtete inkonsistente
Datenlage fiir den Einfluss von HER-2 oder TOP2A auf die Anthra-
zyklinsensitivitdt erkldaren konnte [76].

Die Komplexitdt der Interpretation von HER2 und TOP2A als prognos-
tischer oder pradiktiver Faktor wird noch durch das Verhaltnis von
Genamplifikation, RNA-Expression und Proteinexpression gesteigert.
In einer Pilotstudie an 53 primdren Mammakarzinomen zeigte sich,
dass zwar die HER2-Amplifikation, nicht aber die TOP2A-Amplifika-
tion einen engen Zusammenhang mit RNA- und Proteinexpression
aufweist [77]. Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurden die prog-
nostische Aussagekraft der RNA-Expression beider Faktoren bei 782
nodal-negativen Mammakarzinomen und die pradiktive Bedeutung
in einem Kollektiv von 80 Patientinnen, die mit einer neoadjuvanten
anthrazyklinhaltigen Chemotherapie behandelt worden waren, un-
tersucht. TOP2A zeigte sich in diesen Untersuchungen als signifikan-
ter prognostischer Faktor und war auch mit einem guten Ansprechen
auf eine anthrazyklinhaltige Chemotherapie assoziiert [77].
Biomarker wie ER oder HER2 haben neben der prognostischen vor al-
lem auch eine pradiktive Bedeutung, da sie als Ziel fiir eine endokrine
oder HER-2-gerichtete Therapie dienen, und werden dementspre-
chend auch mit dem hochsten Empfehlungsgrad (++) fiir pradiktive
Faktoren von der AGO (deutsche Leitlinien-Kommission) eingestuft.
Ki-67 wird von der AGO mit + (empfehlenswert) und Topoisomerase
[l nur mit + (bedingt empfehlenswert) als pradiktiver Faktor bewertet.
Insgesamt lassen die genannten Biomarker eine zunehmend verbes-
serte Pradiktion und Risikoabschdtzung zu, wobei allerdings strin-
gente Qualitdtskontrollen fiir diese Biomarker essenziell sind. Es ist
entscheidend, dass ein unkritischer oder unsachgemafRer Einsatz auf-
gefiihrten Biomarker nicht zu einer Unter- oder Fehltherapie der Pa-
tientinnen fithren darf.
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