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Zusammenfassung

Ziel: Eine gute Qualitit und ein ausreichender Gewinn von RNA aus Brustkrebsgewebe sind
wichtige Voraussetzungen flir die qualitéitsgesicherte Durchfithrung von genomischen Tests in
klinischen Studien. Das Ziel der Auswertung dieser Studie besteht darin die Menge und
Qualitit der extrahierten RNA unter Verwendung zweier verschiedener Biopsienadeln zu

bestimmen und die Ergebnisse statistisch zu vergleichen.

Material und Methoden: Das Protokoll AGO-35 der Arbeitsgemeinschaft fiir
Gyniékologische Onkologie befasst sich mit der prospektiven Validierung von genomischen
Signaturen zur Erfassung der Chemosensitivitét der axilldiren Lymphknoten nach
neoadjuvanter Chemotherapie beim HER2 negativen Mammakarzinom. Zur histologischen
Sicherung der Diagnose wurde eine Stanzbiopsie durchgefiihrt. Zwei Mammabiopsien
wurden in RNAlater konserviert, bei -80°C zwischengelagert und anschlieBend in das M.D.
Anderson Cancer Center (Houston, TX, USA) zur genomischen Analyse mittels Affymetrix
Human Gene U133A versendet. Fiir die Biopsien wurde entweder die Bard® oder Climed®
14-Gauge Biopsienadel verwendet. Bei 55 Patientinnen wurde die RNA Integrity Number
(RIN), der RNA Quotient OD260/0D280, die RNA Konzentration und die RNA Menge

bestimmt. Die statistische Auswertung wurde mittels deskriptiver statistischer Methoden und

dem Mann-Whitney-U Test zum Vergleich der RNA Ergebnisse durchgefiihrt.

Ergebnisse: 39 Mammabiopsien wurden mittels der Bard® Nadel und 16 Mammabiopsien
mittels der Climed® Nadel durchgefiihrt.

Unterschiede in der RNA Menge zwischen den beiden Nadeln: 11.8 versus 13.0 pg
(Unterschied = 1.2 pg, 95% Konfidenzintervall, P = 0.9335)

Unterschiede der RIN zwischen den beiden Nadeln: 8.9 versus 9.0 (Unterschied = 0.1, 95%
Konfidenzintervall, P = 0.3984)

Unterschiede des RNA Quotienten OD260/OD280 zwischen den beiden Nadeln: 2.1 versus

2.1 (Unterschied = 0, 95% Konfidenzintervall, P = 0.8160)
Unterschiede in der Konzentration zwischen den beiden Nadeln: 199 versus 326 ng/uL.
(Unterschied = 127 ng/uL, 95% Konfidenzintervall, P = 0.0323)

Conclusio: Die Menge und die Qualitit der extrahierten RNA sind wichtige Faktoren fiir

Genexpressionsanalysen in Mammakarzinomgewebe. Alle 55 Mammabiopsien wiesen eine

ausreichende Menge und Qualitét der extrahierten RNA auf. Der Vergleich beider Nadeln
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hinsichtlich der RNA Konzentration zeigte einen signifikanten Unterschied zugunsten der
Climed® Nadel.



Abstract

Purpose: Microarray-based genomic results are widely used in clinical trials. Measurement of
RNA expression may be influenced by sample collection. The aim of this project is to
evaluate yield and quality of total RNA from breast cancer biopsy samples using two different

biopsy needles.

Patients and Methods: The prospective AGO-35 trial Prospective Validation of Genomic
Signatures to Predict Treatment Response in the Axillary Nodes after Neoadjuvant
Chemotherapy in Patients with HER2-negative Breast Cancer examines the validation of a
genomic test to predict tumor response in the axilla after neoadjuvant chemotherapy. Needle
biopsy of the breast tumor was performed as the standard procedure for diagnosis of breast
cancer. In a total of 55 patients tumor biopsy was performed either with a Bard® or with a
Climed® 14-gauge biopsy needle. Tissue cores of primary invasive carcinoma were collected
and placed into RNAlater. Samples were stored at -80° C until gene expression profiling with
Affymetrix Human Gene U133 A microarrays. RNA yield, purity, concentration and
Bioanalyzer-based RNA integrity number (RIN) were evaluated in a total of 55 patients with
locally advanced breast cancer treated with neoadjuvant chemotherapy. The statistical
significance of the effects was assessed using linear mixed effects regression models. All
statistical tests were two-sided.

Differences between the RNA results from the two biopsy needles were determined.

Results: 39 tissue cores were collected with a Bard® and 16 cores with a Climed® needle.
Difference in RNA yield between the two needles: 11.8 to 13.0 ug (difference = 1.2 pg, 95%
confidence interval, P = 0,9335)

Difference in RIN between the two needles: 8.9 to 9.0 (difference = 0.1, 95% confidence
interval, P = 0.3984)

Difference in Ratio OD26(0/OD28§() between the two needles: 2.1 to 2.1 (difference = 0, 95%
confidence interval, P = 0.8160)

Difference in Concentration between the two needles: 199 to 326 ng/uL (difference = 127
ng/pL, 95% confidence interval, P = 0.0323)

Conclusion: The yield and the stability of the extracted tissue RNA is an important factor for
gene expression profiling in breast cancer samples. All of the 55 breast cancer samples had
sufficient RNA yield and purity for gene expression analysis. Comparing the concentration of
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RNA between the two needles showed a significant increase of RNA concentration using the

Climed needle.
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1 Einleitung

1.1 Das Mammakarzinom - Grundlagen

1.1.1 Epidemiologie

Das Mammakarzinom ist der hdufigste bosartige Tumor und sogleich die hiufigste
Krebstodesursache bei Frauen. Er macht 30% der Krebserkrankungen aus. 2015 traten in
Osterreich 5.480 Neuerkrankungen auf. (1) Damit erkrankt etwa jede 9. Frau im Laufe ihres
Lebens an einem Mammakarzinom. Diese Zahl kommt einerseits durch Erkrankungen
aufgrund des normalen Lebenszeitrisikos, andererseits durch Erkrankungen aufgrund eines
individuellen Hochrisikoprofils wie zum Beispiel durch BRCA-Mutationen zustande. (2) Das
normale Lebenszeitrisiko wird mit 12% angegeben, wihrend es bei Hochrisikopatientinnen
bis zu 80% betrégt. (3) Trotz einer steigenden Inzidenz sinkt die Mortalitdt seit einigen Jahren
und lag 2015 bei 32/100 0000 Frauen/Jahr. (1)

Bosartige Neubildungen der weiblichen Brust im Zeitverlauf
altersstandardisierte Raten auf 100.000 Personen
(EUR13-Weltbevélkerung)
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Q: STATISTIK AUSTRIA, Osterreichisches Krebsregister (Stand 06.12.201 7) und Todesursachenstatistik.
Erstelt am 18.12.2017.

Abbildung 1: Statistik Austria — Inzidenz und Mortalitét bosartiger Neubildungen der
weiblichen Brust (1)



1.1.2 Histologischer Ursprung

Ausgangspunkt von bosartigen Tumoren der Brust ist meistens die terminale duktulolobuldre
Einheit, von welcher die Entwicklung unterschiedlich differenzierter Karzinome ausgeht. (2)
Generell unterscheidet man bei den bosartigen Tumoren Vorlduferldsionen und invasive
Tumore. Den Vorlduferldsionen gemeinsam ist eine intakte Basalmembran, die die
Tumorzellen vom gefdfreichen Binde- und Fettgewebe trennt. Diese Basalmembran wurde

beim invasiven Tumor bereits durchbrochen, was eine Metastasierung ermoglicht.

1.1.3 Molekulare Subtypen

Rezeptoren stellen Bindungsstellen an der Zelle dar, an welchen Signale in die Zelle
gelangen. Mammakarzinomzellen besitzen in vielen Féllen Rezeptoren. Zu diesen Rezeptoren
zihlen: Ostrogen-Rezeptor (ER-Rezeptor), Progesteron-Rezeptor (PR-Rezeptor) und der
Humane Epidermale Wachstumsfaktor (HER2-Rezeptor). Ostrogen und Progesteron sind
Geschlechtshormone und iiben bei hormonrezeptorpositiven Tumoren eine
wachstumssteigernde Wirkung auf den Tumor aus. Circa 70% der Tumore zeigen eine
Hormonrezeptorpositivitit. (4) Die Rezeptoren fiir HER2 stellen Bindungsstellen fiir
Wachstumsfaktoren dar, die die Zelle zur Teilung und somit Tumorvergroerung anregen.
Das HER2-Rezeptorgen ist in etwa 20% der Mammakarzinome iiberexprimiert. (5) Durch
eine gezielte pharmakologische Blockade dieser Rezeptoren kann daher eine
wachstumshemmende Wirkung erzielt werden. Ein triple-negativer Tumor (TNBC) zeichnet
sich durch fehlende Exprimierung dieser drei Rezeptoren aus. Da keine therapierelevante
Expression und somit Rezeptorblockade mdglich ist resultiert ein aggressiveres

Wachstumsverhalten.

Bereits 2000 konnten Perou et. al. nachweisen, dass Tumore Unterschiede auf molekularer
Ebene in der Genexpression aufweisen. (6) Dadurch entstand eine neue Tumorklassifikation

basierend auf molekularen Subtypen, welche mit einer klinischen Relevanz assoziiert sind. (7)
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Abbildung 2: Molekulare Subtypen des Mammakarzinoms (8)

Je nach Genexpression und Intensitdt der Genexpression werden 5 molekulare Subtypen
unterschieden. Die hormonrezeptorpositiven Tumore werden dem Luminalen Subtyp
zugeordnet. Luminal A oder Luminal B wird durch die Hohe des Proliferationsmarkers Ki-67
unterschieden. Der basal-like Subtyp umfasst die triple-negativen Tumore und der HER2-
Subtyp umfasst Tumore, die HER2-positiv sind. Als normal-like werden Tumore bezeichnet,
die einen dhnlichen Rezeptorstatus wie der Luminal A Subtyp sowie das

Genexpressionsprofil von normalem Mammagewebe aufweisen. (8)

Mammakarzinome mit einer Mutation im BRCA 1-Gen haben eine erhohte

Wabhrscheinlichkeit eines triple-negativen Subtypes. (9)

Molekularer Subtyp | Rezeptorstatus Grading | Prognose | Hiufigkeit
Luminal A ER+ PR+ HER2-ki67- 1,2 Gut 44%
Luminal B ER+ PR+ HER2- ki67+ 2 Mittel 240

ER+ PR+ HER2+ ki67+ 3 Schlecht
HER2- ER- PR- HER2+ 2,3 Schlecht 11%
Uberexpression
Basal ER- PR- HER2- basale Marker + | 3 Schlecht 19%
Normal-like ER+ PR+ HER2- ki67- 1,2,3 Mittel 2%

Tabelle 1: Zusammenfassung der molekularen Subtypen (8) und der prozentuellen Hiufigkeit

(10)



1.1.4 Diagnostik

Als bildgebende Verfahren kommen die Mammografie, die Mammasonografie und in
speziellen Situationen die Magnetresonanztomografie (MRT) zum Einsatz. (3) Die endgiiltige
Diagnostik kann nur in der Histologie gestellt werden. Dabei wird mittels Stanzbiopsie,
Vakuumbiopsie oder offener Biopsie ein kleiner Gewebeanteil entnommen, der histologisch
aufgearbeitet wird, um Aussagen iiber Dignitdt, Tumordifferenzierung, Proliferation und

Rezeptorstatus machen zu konnen.



1.1.5 TNM-Stadien

Das Brustkrebsstaging erfolgt durch die pTNM-Klassifikation. Durch diese Klassifikation soll
der Ausbreitungsgrad des Mammakarzinoms festgestellt werden, um anschlieBende Therapien

planen zu kdnnen.

T-Kategorie

pTX Priméirtumor kann nicht beurteilt werden
pTO Kein Anhalt fiir einen Primértumor
pTis Carcinoma in situ
pT1 Tumor <20 mm
pT1mic | Tumor < Imm
pTla [,1-5 mm
pT1b 5,1-10 mm
pTlc 10,1-20 mm
pT2 Tumor 20,1-50 mm
pT3 Tumor > 50 mm
pT4 Brustkrebs jeder Groe mit Einbeziehung der Haut oder der

Brustwand (z.B. Muskeln zwischen den Rippen —
Intercostalmuskeln, Rippenknochen, nicht aber der
Pektoralismuskulatur)

pT4a | Ausdehnung auf die Brustwand

pT4b | Hautodem, Ulzeration, ipsilaterale mammare
Satellitenmetastasen

pT4c | Kriterien 4a und 4b gemeinsam

pT4d | Inflammatorisches Karzinom

N-Kategorie

pNX Lokoregiondre Lymphknoten konnen nicht beurteilt werden
pNO Keine Metastasen
pN1 Metastasen in 1-3 ipsilateralen axilliren Lymphknoten

und/oder in Mammaria-interna-Lymphknoten

pNlmic | Mikrometastase 0,2-2 mm

pNla Metastase in 1-3 axilldren Lymphknoten, davon eine <2 mm
pN1b Mikroskopischer Tumorbefall eines Mammaria-interna-
Lymphknotens
pNlc Kombination der Kriterien fiir pN1a und pN1b
pN2 Metatasen in 4-9 axillaren Lymphknoten oder klinisch
auffalliger Mammaria-interna-Lymphknoten
pN2a Metastase in 4-9 axilldren Lymphknoten, davon eine > 2 mm

5



pN2b Klinisch auffalliger Mammaria-interna-Lymphknoten (ohne
axillare Lymphknotenmetastase)

pN3 Metastasen in > 10 axilldren, oder in ipsilateralen
infraklavikuldren Lymphknoten

pN3a Metastasen in < 10 axilldren, oder in ipsilateralen
infraklavikuldren Lymphknoten

pN3b Metastasen in Mammaria interna- und axillaren
Lymphknoten

pN3c Metastasen in ipsilateralen supraklavikuldren Lymphknoten

M-Kategorie

pMX Nicht beurteilbar
pMO Keine Fernmetastasen
pM1 Fernmetastasen

Tabelle 2: TNM-Stadien des Mammakarzinoms



1.2 Neoadjuvante Chemotherapie

Die neoadjuvante (primére oder priaoperative) Chemotherapie (NAC), auch neoadjuvante
Systemtherapie genannt, stellt eine valide Behandlungsoption fiir Patientinnen mit
Mammakarzinom dar. In der Neoadjuvanz wird die Chemotherapie vor der geplanten
Operation durchgefiihrt. Die neoadjuvante Therapie wurde fiir Patientinnen mit einem lokal
fortgeschrittenem, inoperablem und/oder inflammatorischem Karzinom entwickelt. (11) Sie
ist jedoch auch beim operablen Karzinom wie zum Beispiel dem triple negativen
Mammakarzinom einsetzbar. Die prospektiv randomisierte Studie B-18 des National Surgical
Adjuvant Breast and Bowel Project (NASBP), die {iber neun Jahre eine neoadjuvante mit
einer adjuvanten systemischen Therapie verglich, fand keinen signifikanten Unterschied
zwischen beiden Gruppen in Bezug auf rezidivfreies Uberleben und Gesamtiiberleben.
Weiters konnte bestétigt werden, dass die neoadjuvante systemische Therapie die meisten
Mammakarzinome verkleinert und das Vorkommen positiver Lymphknoten in der Axilla
verringert. (12,13) Daher ist es moglich statt einer Mastektomie eine Brusterhaltung
durchzufiihren. (11)

1.2.1 Neoadjuvante Chemotherapieregime

Empfohlene neoadjuvante Chemotherapieregime sollten fiir mindestens 18 Wochen, d.h. 6
Zyklen (alle 3 Wochen) geplant werden und bestehen aus anthrazyklin- und taxanhéltigen
Kombinationen. In der GeparTrio-Studie profitieren Patientinnen mit einem
hormonrezeptorpositiven Tumor, der ein frithes Ansprechen nach zwei Zyklen TAC
(Docetaxel, Doxorubicin, Cyclophosphamid) aufweist, sogar von 8 Zyklen der Therapie. (14)
Der Therapieeffekt der NAC wird regelmiBig mittels Bildgebung kontrolliert. (2)

1.2.1 RECIST-Kriterien

Fiir die Beurteilung des Ansprechens der neoadjuvanten Chemotherapie werden die RECIST-
Leitlinien herangezogen (RECIST: Response Evaluation in Solid Tumors). (15) RECIST
beriicksichtigt messbare Léasionen, die in einer Ebene korrekt vermessen werden. Die

Mindestgrofe fiir die ldngste Achse betrdgt 20 mm bei konventionellem CT-Scan
7



(Computertomografie) und 10 mm bei Spiral-CT. Bei mehreren messbaren Lésionen wird die
Summe der ldngsten Durchmesser der einzelnen Ziel-Lasionen gebildet und im Verlauf

kontrolliert. Tabelle 3 beschreibt die Kriterien des Therapieansprechens. (16)

Ziel-Lasion

Komplette Remission | CR | Vollstindige Riickbildung aller Lasionen

Partielle Remission | PR | Riickgang der Summe der Target-Lisionsdurchmesser um

mindestens 30%

Wachstumsstillstand | SD | Abnahme um weniger als 30% oder eine Zunahme um

weniger als 20%

Progression PD | Stirkere Zunahme als 20% oder Nachweis neuer Lisionen

Tabelle 3: RECIST-Kriterien

1.2.2 Prognostische Bedeutung der pathologisch kompletten Remission
(pCR) nach NAC

Bei triple-negativen, HER2-positiven und Luminal B/HER2-negativen Tumoren ist das
Erreichen der pathologisch kompletten Remission (pCR) nach neoadjuvanter Chemotherapie
mit einer guten Prognose verbunden im Vergleich zu den Tumoren, die keine pCR erzielten.
Bei Subtypen mit langsam wachsenden Tumoren ist eine pCR seltener im Vergleich zu
schnell wachsenden Tumoren. Die Prognose von HER2-positiven und triple-negativen
Tumoren bei Erreichen einer pCR ist in etwa gleich mit der Prognose der Luminal A Tumore.
Von Minckwitz et al. konnten in einer Metaanalyse mit 6377 Patientinnen zeigen, dass
Patientinnen mit keinerlei nachweisbarem Tumor (invasiv oder in-situ) in Brust und

Lymphknoten nach einer neoadjuvanten Chemotherapie (= pCR) die beste Prognose haben.

(17)

Daher hat sich das Erreichen einer pCR neben der Verbesserung der Operabilitit und der
Moglichkeit der Beurteilung des in-vivo Ansprechens zum Hauptziel der neoadjuvanten

Chemotherapie etabliert. (11)



Die pCR-Raten in Brust und Axilla unterscheiden sich aufgrund der verschiedenen
molekularen Subtypen des Mammakarzinoms. Die ACOSOG Z1071 untersuchte bei 694 zum
Diagnosezeitpunkt nodal positiven Patientinnen die Ansprechraten nach neoadjuvanter
Chemotherapie. Uber alle Subtypen hinweg hatten 34% eine pCR, 46% ein Teilansprechen,
14% eine Stabilitdt und 6% ein progredientes Tumorwachstum. Bei den triple-negativen
Tumoren war die pCR-Rate in der Mamma 48%, bei den HER2-positiven 50% und bei den
Hormonrezeptor-positiven Tumoren lediglich 16%. Bei der pCR-Rate in der Axilla war es
dhnlich: insgesamt konvertieren 41% von nodal positiv zu nodal negativ. Bei den triple-
negativen Tumoren waren es 48%, bei den HER2-positiven 65% und bei den
Hormonrezeptor-positiven 21%. 28% der Patientinnen hatten sowohl in der Brust als auch der
Axilla eine pCR. Dabei waren bei der triple-negativen und der HER2-negativen Gruppen die
hochsten Prozentwerte feststellbar, ndmlich 38% und 45%. Bei den Hormonrezeptor-
negativen Tumoren war es 11%. Es lésst sich also feststellen, dass die pCR-Raten sowohl in

Mamma und Axilla bei triple-negativen als auch HER2-positiven Tumoren am hdchsten sind.

(18)

1.2.3 HER2-positive Mammakarzinome

HER2-positive Mammakarzinome stellen eine aggressive Erkrankung dar und werden mittels
zielgerichteter Therapie, welche die HER2-Rezeptoren als Zielmolekiil an der Tumorzelle
nutzt, behandelt. (19) Der Einsatz vom Antikorper Trastuzumab in der Kombination mit einer
Chemotherapie stellt den Therapiestandard dar. (11) Antikdrper blockieren an diesen
Rezeptoren der Zelloberflache die Signaliibertragung (extrazelluldr) und hemmen somit die
Zellteilung. (19) Lapatinib, ein weiterer jedoch intrazelluldr wirkender Antikdrper, hat ebenso
eine beachtliche Effektivitit in der Therapie der HER2-positiven Mammakarzinome gezeigt.
Die Kombination von Trastuzumab mit Lapatinib kann die Rate der pCR signifikant steigern.
Guaerneri et. al. berichten von einer Steigerung von 25% auf 46,7% wenn zusitzlich zur
Chemotherapie Trastuzumab nicht alleine, sondern in Kombination mit Lapatinib gegeben
wird. (20) Gianni et. al zeigten, dass sich die pCR-Rate bei gemeinsamer Gabe von

Pertuzumab, Trastuzumab und Docetaxel auf 45,8% erhoht. (21)



1.2.4 Triple-negative Mammakarzinome (TNBC)

TNBC stellen eine besondere Herausforderung dar, da eine zielgerichtete, endokrine oder
HER2-Therapie bei diesen Tumoren keine Effektivitdt zeigt. Nach einer neoadjuvanten
Chemotherapie weisen triple-negative Tumore erhohte pCR-Raten im Gegensatz zu nicht-
triple-negativen Tumoren auf. Diejenigen Patientinnen mit einem triple-negativen Tumore und
einer pCR nach einer neoadjuvanten Chemotherapie haben ein exzellentes Uberleben. Wenn
jedoch keine pCR erreicht werden konnte ist die Prognose dieser Patientinnen signifikant
schlechter als die der Patientinnen ohne triple-negativen Tumor. Dies wirkt sich besonders in
den ersten 3 Jahren aus. Liedtke et. al erkldren dies einerseits durch die allgemein schlechteren
prognostischen Merkmale der TNBC wie zum Beispiel eine erhohte Inzidenz von
Viszeralmetastasen und andererseits daran, dass die Chemotherapie die einzige systemische
Behandlung fiir das TNBC darstellt. (22)

Eine sekundire Analyse der Geparsixto-Studie untersuchte ob BRCA-Patientinnen mit TNBC
ein verdndertes Ansprechen auf neoadjuvant additiv gegebenes Platin haben. Wihrend sich
die pCR-Raten bei BRCA-Mutation zwischen der Nicht-Carboplatin-Gruppe (66,7%) und der
Carboplatin-Gruppe (65,4%) kaum unterschieden, wiesen Patientinnen ohne Mutation und
familidrer Vorgeschichte im Carboplatin-Arm hohere pCR Raten (55%) auf als Patientinnen
im Nicht-Carboplatin-Arm (36,4%). (23)

1.2.5 Konvertierung der Biomarker

Biomarker sind objektiv messbare biologische Parameter, die eine therapeutische Konsequenz
bewirken. Dazu gehdren beim Mammakarzinom unter anderen die Exprimierung von
Hormon- und HER2-Rezeptoren. Tumore konnen nach der neoadjuvanten Chemotherapie
Anderungen in den Biomarkern aufweisen, die eine adjuvante Therapieinderung mit sich
bringen. Eine Konversion von positiven zu negativen Biomarkern wird bei Ostrogen in 33%
und bei Progesteron in 60% beobachtet. Uber eine Anderung des HER2-Status von positiv zu

negativ wird in 9% und eine Anderung von negativ zu positiv in 18% berichtet. (24)

Die Re-Evaluation der Biomarker nach der NAC scheint also wichtig fiir das therapeutische

Management zu sein.
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1.3 Genomics

1.3.1 Verwendung

Genexpressionsprofile haben die Identifikation von molekularen Subgruppen von
Mammakarzinomen ermdglicht, die sich in der Prognose und dem unterschiedlichen
Ansprechen auf Therapien unterscheiden. (7,25) RNA-Expressionsprofile erweitern das
Wissen iiber den physiologischen Zustand von Zellen und Geweben zu einem bestimmten
Zeitpunkt und konnen die Optimierung der personalisierten Tumortherapie unterstiitzen.
(26,27)

1.3.2 RNA Isolation

Als grundlegendes Verfahren zur Analyse genomischer Daten wird die RNA isoliert. Dies
erfolgt durch Lyse der Erythrozyten und Abzentrifugation der Leukozyten und kann mit
einem RNeasy kit (Qiagen®, Valencia, CA) durchgefiihrt werden. (28) Dadurch erhilt man
extrahierte Gesamt-RNA. Im Wesentlichen handelt es sich dabei um ribosomale RNA
(rRNA). Sie stellt die grofite RNA-Fraktion von 85-90% dar und unterteilt sich in die 18S,
5.8S und 28S rRNA. (26)

MicroRNAs (miRNAs) sind kleine, regulatorische RNA-Molekiile von ungeféhr 22
Nukleotiden Linge. Sie verhindern {iber die Bindung an mRNAs deren Expression. (5,28)
Expressionsprofile von miRNAs konnen als Biomarker fiir die Fritherkennung bestimmter

Krebsarten dienen, da spezifische miRNAs in die Kanzerogenese involviert sind. (29)

1.3.3 Qualititsbeurteilung

Die Konservierung der Tumorbiopsie in RNAlater zeigt bessere Ergebnisse im Hinblick auf
die RNA Menge und die Qualitit als die Snapfreezing Methode, mit welcher Proben sofort
tiefgefroren werden. (30)
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Die Uberpriifung der RNA Qualitiit vor einer Genexpressionsanalyse ist wichtig, um
verldssliche Expressionsergebnisse zu erhalten. Bei der RNA handelt es sich um sehr
empfindliches Material, das durch die Anwesenheit von RNA abbauenden Enzymen
(RNAsen) der stindigen Gefahr der Degradierung ausgesetzt ist. (26) Die fortschreitende
Degradierung ist in Abbildung 3 ersichtlich. Die MIQE-Guidelines (Minimum Information
for publication of Quantitative real-time PCR Experiments) beinhalten Empfehlungen fiir die

Arbeitsvorgdnge und notwendige Qualititskontrollen. (31)

o s —————
o /)

Abbildung 3: RNA Degradierung zu verschiedenen Zeitpunkten: die resultierenden Proben
wurden vom Agilent 2100 Bioanalyzer System analysiert. Die fortschreitende Degradierung

der RNA zeigt sich in einer Erh6hung der kleinen fragmentierten Gréfen. (32)
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Integritit der Gesamt-RNA

Bei einer RNA-Probe von guter Qualitit geht man von einem 28S/18S-rRNA Verhiltnis von
2,0 aus. (26) Dieses Verhiltnis ist jedoch subjektiv, von Labor zu Labor nur schwer
reproduzierbar und die resultierenden Daten konnen nicht digital verarbeitet werden. (33)
Aufgrund dieser Nachteile zeigt das 28S/18S-Verhiltnis nur geringe Ubereinstimmungen mit
der RNA Integritét. (34)

Daher wurde die RNA Integrity Number (RIN) als benutzerunabhingiges, automatisches und
verléssliches Tool entwickelt. Die RIN-Skala ist eine Qualitdtsskala fiir die RNA, die von 10
(fiir eine vollstandig intakte RNA) bis 1 (fiir vollstdndig zerfallene RNA) reicht. In einer
Studie von Schroeder et. al. konnte die Korrelation zwischen hoher Genexpression (intakte
RNA) mit hohen RIN-Werten sowie niedrige Genexpression (zerfallene RNA) mit niedrigen
RIN-Werten gezeigt werden. Die ribosomale Ratio zeigte nur eine schwache Korrelation
zwischen den beobachteten Genexpressionslevels und der Ratio. (33) Eine RIN von > 6
scheint fiir Genexpressionsanalysen akzeptabel zu sein. (30) Bei Proben mit einem RIN <5

besteht die Moglichkeit von ungenauen Ergebnissen. (26)

Mithilfe einer Kapillar-Elektrophorese werden die einzelnen Fraktionen der rRNA (58S, 188,
288S), die mRNA sowie fragmentierte RNAs der Grofle nach aufgetrennt und in einem
Elektropherogramm wie in Abbildung 4 und 5 dargestellt. Zusitzlich zum 28S/18S-rRNA-
Verhiltnis berechnen Systeme wie der Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies) den RIN.
(26)

Die Messung der miRNA-Konzentration von Proben unterschiedlicher Qualitéit konnte eine
deutlich signifikante, negative Korrelation zwischen der miRNA-Konzentration und dem
RIN-Wert zeigen. Die fortschreitende Degradierung fiihrt zur Bildung kleiner RNA-
Fragmente, die ebenfalls gemessen werden und dadurch zu einer Uberschitzung des
wirklichen miRNA-Gehalts fiihren. (35)

13



[[RINTO | "RIN5
]
o
g
: M‘l-‘_A_
RIN 9 RIN 4
[}
?L:;
g
["_"" M
RIN 8 RIN 3
g
RIN 7 RIN 2
=
RIN 8 RIN 1
8
time time

typische Beispiele der 10
RIN Kategorien. Die RIN-Skala reicht von 10 (intakte RNA) bis 1 (vollstidndig zerfallene
RNA). Die Degradierung der rRNA zeigt sich durch eine Erh6hung der kleinen
fragmentierten GroBen. (33)
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Abbildung 5: Wichtige Peaks (Marker, 18S, 28S) und Regionen (Pre-, 5S-, fast-, inter-,

precursor-, post-region) im Elektropherogramm (32)
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Photometrische Bestimmung der RNA

Nukleinsdurebestimmungen werden in der Regel {iber die Messung der Lichtabsorption in
Spektrometern durchgefiihrt. Die photometrische Bestimmung ist leider nicht sehr
empfindlich. Wird eine gewisse Menge unterschritten, ist es schwierig die Menge an
Nukleinsdure von Artefakten zu unterscheiden. Bei hohen sowie auch bei niedrigen
Konzentrationen ist die Bestimmung problematisch, wenn die Proben durch andere
Nukleinsduren verunreinigt sind. Alle Nukleinsduren weisen ihr Absorptionsmaximum bei
260 nm Wellenldnge auf und kdnnen photometrisch kaum voneinander unterschieden werden.
Die Konzentrationsbestimmung von einer bestimmten Nukleinsdure wird also durch die

Anwesenheit anderer Nukleinsduren verfélscht. (36)

03 ¢

Absorption

20 230 240 250 260 210 280 280 300 10 0

e

Wellenlange

Abbildung 6: Absorptionsmaximum von Nukleinsduren bei 260 nm: einzelstréngige
Nukleinsduren haben eine hohere Absorption als doppelstriangige, dies ermoglicht aber keine

Unterscheidung voneinander. (36)
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RNA-Menge

Die optische Dichte der Gesamt-RNA bei 260 nm Wellenlénge ist ein MaB fiir die
Nukleotidenkonzentration und l4sst somit die Berechnung der gesamten RNA-Menge zu.
Proben mit zumindest 1 ug Menge an RNA eignen sich fiir weiterfithrende

Genexpressionsanalysen. (30)

RNA Quotient 260/280

Die Verunreinigung der RNA wird durch die Absorption bei 260 und 280 nm gemessen und
durch den Quotienten OD260/OD28( dargestellt. Das Absorptionsmaximum der RNA liegt

bei 260 nm, das von Proteinen bei 280 nm. Dadurch kann festgestellt werden ob

Verunreinigungen vorhanden sind. Proben mit einem Quotienten OD26(0/OD28( von > 1,8

eignen sich fiir weiterfiihrende Genexpressionsanalysen. (30)
RNA-Konzentration

Konzentrationen von Nukleinsduren werden iiber die Absorption bei 260 nm gemessen.

AnschlieBend wird die Konzentration nach dem Lambert-Beer-Gesetz berechnet.
Nach folgender Formel wird die Konzentration ¢ (in ng/pl) berechnet:

c = gemessener Wert (bei einer Wellenldnge von 260 nm) x 100 (Verdiinnungsfaktor) x 40
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1.3.4 Genexpressionsanalysen

Die RNA-Sequenzierung liefert eine genaue Information {iber die Abfolge der Basen in einem
bestimmten RNA-Abschnitt. Die Sequenzierung kann unter anderem mittels Mikroarrays
durchgefiihrt werden. Unter einem Mikroarray versteht man eine Matrix von wenigen
Quadratzentimetern Grof3e, die mehrere tausend gleichzeitig ablaufende Einzelanalysen
ermOglicht. Grundprinzip ist der Nachweis der Bindung von fluoreszenzmarkierten RNA-
Fragmenten mit immobilisierten komplementéren Oligonukleotiden auf dem Array. Die
Signalstirke zeigt die relative Bindung der gebundenen Molekiile und damit das Ausmaf3 der

Genexpression an. (5)

Die Gesamt-RNA wird mittels einer reversen Transkriptase in Einzelstrang cDNA
iiberschrieben. In Gegenwart von DNA Polymerase I, DNA Ligase und RNase H resultiert
eine Doppelstrang cDNA, die gereinigt und deren Enden durch die DNA Polymerase gegléttet
werden. Die Doppelstrang cDNA wird anschlieBend in cRNA iiberschrieben, mittels
RNAeasy columns (Qiagen®) gereinigt, die Menge spectrophotometrisch gemessen und bei
94°C fiir 35 Minuten in Anwesenheit von Enzymen fragmentiert. Die fragmentierte cRNA
(10 pg) wird mit einem Mikroarray bei 42°C fiir 16 Stunden hybridisiert. Nach der
Hybridisierung wird die cRNA von der Matrix entfernt und bei -80°C aufbewahrt. (30)

cDNA fluoreszenzmarkierte cRNA O
o 2 ) )
= » ; e =L
Markierung v ‘ 16) 1
Hybridisierung ' ¢

) % f'J i =Scanner
genspezifische — S r!
Sonden .

Abbildung 7: Analyse der Genexpression mittels Mikroarray: die RNA wird mit einem
Farbstoff fluoreszenzmarkiert und bindet am Array an immobilisierte komplementére

Oligonukleotide (5)
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2  Material und Methoden

2.1 Ziele und Bedeutung

Das Ziel dieser Arbeit ist es die RNA-Menge und Qualitéit zweier verschiedener Brustbiopsie-
Nadeln zu vergleichen. In einer Untersuchung wurde die gewonnene Menge und die Qualitét

der extrahierten RNA nach sonographisch gezielter Stanzbiopsie festgestellt.

Eine ausreichende Menge sowie eine gute Qualitit der RNA sind Grundvoraussetzungen fiir
Genexpressionsanalysen zur Optimierung der personalisierten Tumortherapie durch

beispielsweise pradiktive genomische Tests.

2.2 Studiendesign und Datendokumentation

Die Grundlage dieser Arbeit stellt die prospektive, multizentrische Studie AGO-35"! dar. Die
AGO-35 behandelt das Thema der prospektiven Validierung der genomischen Signaturen zur
Erfassung der Chemosensitivitét der axillaren Lymphknoten nach neoadjuvanter
Chemotherapie beim HER2 negativem Mammakarzinom.

Ein sekundédrer Endpunkt der AGO-35 Studie ist der Vergleich der operativen Moglichkeiten
in der Axilla (Sentinel-Node-Biopsie versus axilldre Dissektion) vor und nach neoadjuvanter
Chemotherapie. Klinisch/radiologische Untersuchungen zeigen eine sehr geringe Genauigkeit
zur Vorhersage des Sentinel-Lymph-Node Status nach der neoadjuvanten Chemotherapie und
konnen somit zu unndtigen Operationen fiihren. (37)

Ziel des primdren Endpunktes ist es daher eine Vorhersage tiber das Ausmal3 des
Tumoransprechens in den axilldren Lymphknoten treffen zu kdnnen, um radikale axillére
Operationen im Sinne einer axilldren Dissektion trotz pathologischer Komplettremission zu
vermeiden. (38)

Vor Studieneinschluss wurde ein Ethikvotum eingeholt und von allen Patientinnen wurde eine

Einverstidndniserkldrung unterschrieben.

Die AGO-35 Studie schlieBt mehrere rekrutierende Zentren in Osterreich, Deutschland und

Slowenien ein. Fiir diese Arbeit wurden Proben von 55 Patientinnen eingeschlossen. Bei

' Die AGO-35 wird vom Wissenschaftsfonds (WFW) gefordert (NCT02032745).
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diesen Patientinnen wurde zur Sicherung eines Mammakarzinoms eine Stanzbiopsie
durchgefiihrt. Fiir die AGO-35 Studie wurden zwei zusédtzliche Proben fiir

Genexpressionsanalysen entnommen. Ein Teil der Proben wurde in RNA later konserviert.

Im Institut fiir Pathologie der Medizinischen Universitit Graz wurden die Proben bei -80°C

eingefroren und aufbewahrt bis zum Versand in das M.D. Anderson Cancer Center, TX, USA.

Die diagnostische Stanzbiopsie wurde im jeweiligen pathologischen Institut histologisch
aufgearbeitet. Konnte ein HER2-negatives Mammakarzinom unter Berticksichtigung der
Einschlusskriterien verifiziert werden, wurde die Patientin in die Studie eingeschlossen. Nach
genauer Dokumentation von Tumor und Lymphknoten mittels Bildgebung und klinischer
Untersuchung wurde eine sequentielle anthrazyklin- und taxanhéltige neoadjuvante
Chemotherapie durchgefiihrt. Nach Abschluss der Chemotherapie wurde das Ansprechen des
Tumors wiederum mittels Bildgebung untersucht um iiber die Art der endgiiltigen
chirurgische Therapie zu entscheiden (Mastektomie oder brusterhaltende Therapie). Das
Operationspréiparat (Tumor und Lymphknoten) wurde danach am jeweiligen Institut fiir

Pathologie histopathologisch untersucht.

Im M.D. Anderson Cancer Center wurden die Untersuchung der Menge und Qualitét der
extrahierten RNA, Genexpressionsanalysen mit Microarrays (Affymetrix U133) sowie die

Kalkulation der Chemosensitivitit an Gefrierproben durchgefiihrt.

Die Datendokumentation erfolgte in einer fiir die AGO-35 erstellten elektronischen

Datenbank.

Dazu wurden folgende klinische, radiologische und histopathologische Daten

eingegeben:

* Menopausenstatus

¢ Grofter Durchmesser des Tumors in der Bildgebung (Mammografie, Sonografie,
Magnetresonanz)

* Histologie der Tumorbiopsie (Hormonrezeptorstatus, histopathologischer Tumortyp,
Differentierungsgrad)

* Klinischer Lymphknotenstatus

* Wahl und Durchfiihrung der neoadjuvanten Chemotherapie
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* Ansprechen des Tumors und Lymphknoten mittels Bildgebung und Untersuchung auf
die Chemotherapie

* Art des Operationsverfahrens (Brusterhaltung vs. Mastektomie und Sentinel Node
Biopsie vs. Axillendissektion)

* Histologische Aufarbeitung des Operationspraparates

* Nachbehandlungen

* Medikamentdse Therapien

* Nachbeobachtung: Rezidiv, Metastasierung, Tod durch das Mammakarzinom

2.3 Patientinnenkollektiv

Einschlusskriterien der Studie:

* FEinverstandniserkldrung der Patientin {iber zusétzliche Tumorbiopsien zur weiteren
Untersuchung im M.D. Anderson Cancer Center sowie der Tumordokumentation in
der Datenbank

* Verfiigbarkeit des klinischen sowie sonografischen Lymphknotenstatus vor der
Therapie

*  Frauen mit Mammakarzinom > 18 Jahre

* Histopathologischer Befund eines HER2 negativen, invasiven Mammkarzinoms, T1-4,
MO (nicht-inflammatorisches T4c)

* Durchfiihrung einer neoadjuvanten Chemotherapie aufgrund Tumormasse > 20 mm,
ungiinstiger Tumor-Brust-Korrelation, High-grade-Tumor, klinisch positiver
Lymphknoten in der Axilla

¢ 3-wochentliche anthrazyklinhéltige neoadjuvante Chemotherapie (3-4 Zyklen) gefolgt
von Taxanen (3-4 Zyklen)
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Ausschlusskriterien der Studie:

¢ Sentinel-Lymphknoten-Biopsie vor der neoadjuvanten Chemotherapie

* HER?2 positives Mammakarzinom (Amplifikation oder 3+ Score)

* Vorangegangene Diagnose eines invasiven oder metastatischen Mammkarzinoms

* Vorangegangene Teilexzision des Mammakarzinoms

* Vorangegangene kontralaterale Lymphknotenbiopsien aufgrund eines
Mammakarzinoms

* Unmdglichkeit der Durchfiihrung einer Stanzbiopsie

* Metastasiertes Mammakarzinom

* Inflammatorisches Mammakarzinom (T4d)

22



2.4 Datenverarbeitung und statistische Methoden

Fiir die statistische Auswertung wurde die Statistiksoftware SAS verwendet. Demographische

und klinische Daten wurden mittels deskriptiver statistischer Methoden berechnet.

Zur Berechnung der medianen Tumorgrofe wurden die grofiten Durchmesser des Tumors

jeder Patientin erhoben und mittels deskriptiver Statistik der Median berechnet.

Um die RNA-Menge und Qualitit zweier verschiedener Biopsie-Nadeln zu vergleichen wurde
der Mann-Whitney-U Test durchgefiihrt. Dabei handelt es sich um ein nonparametrisches
Verfahren, bei dem zur deskriptiven Darstellung der Median und die interquartilen Range P25

und P27 verwendet werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Deskriptive Statistiken

3.1.1 Patientinnen/Tumor Charakteristika

Diese Teilstudie der AGO-35 beinhaltet nicht die gesamte Stichprobe. Insgesamt wurden 55
Patientinnen in die Studie eingeschlossen. Dabei handelt es sich ausschlieSlich um weibliche
Patientinnen mit einem Mammakarzinom. Bei einer Patientin konnten die histopathologischen

Parameter des Tumors sowie die TumorgrofBe nicht erhoben werden.

26 Patientinnen weisen einen Ostrogenrezeptor-positiven (47%) und 16 Patientinnen einen

Progesteronrezeptor-positiven Tumor (35%) auf. 9 Patientinnen sind HER2-positiv (16%).

Bei allen Patientinnen wurde nach der Biopsie eine histopathologische Untersuchung
durchgefiihrt, um den histologischen Subtyp und den Differenzierungsgrad zu bestimmen. Bei
53 Patientinnen handelt es sich um ein invasiv duktales Karzinom (96%) und bei einer

Patientin um einen muzindsen Tumor (2%).

2 Patientinnen weisen einen G1-Tumor auf (4%), 16 Patientinnen einen G2-Tumor (29%) und

26 Patientinnen einen G3-Tumor (65%).

Zur Berechnung der medianen TumorgroBe wurde der grofite Durchmesser in Millimeter des
Primértumors in der radiologischen Bildgebung verwendet. Bei N=54 zeigte sich ein
maximaler Tumordurchmesser von 100mm und ein minimaler Durchmesser von 10mm. Die

mediane Tumorgrofe betrdgt 31mm.
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Hiufigkeit Prozent Kumulierte Kumulierte
Haufigkeit Prozente
Ostrogen Rezeptoren
negativ 28 51 29 53
positiv 26 47 55 100
Progesteron Rezeptoren
negativ 35 64 36 65
positiv 19 35 55 100
HER2neu
Rezeptoren
negativ 45 82 46 84
positiv 9 16 55 100
Histologischer Subtyp
Invasiv duktal 53 96 54 98
Anders 1 2 55 100
Differenzierungsgrad
Gl 2 4 3 5
G2 16 29 19 35
G3 36 65 55 100
Tumorgrofie | N | Mittelwert Standardabweichung | Median | Minimum | Maximum
54 140.8 22.6 31.0 10.0 100.0

Tabelle 4: Patientinnen/Tumor Charakteristika
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3.1.2 Verwendete Biopsienadeln

Bei diesen Patientinnen mit Verdacht auf Mammakarzinom wurde zur histologischen
Sicherung eine Stanzbiopsie durchgefiihrt. Dabei wurde entweder die Bard® oder die
Climed® 14-Gauge Nadel verwendet.

Die Bard® Nadel wurde bei 39 Patientinnen verwendet (71%), die Climed® Nadel bei 16
Patientinnen (29%).

Nadel Haufigkeit (%)
Bard® Nadel 39 (71)
Climed® Nadel | 16 (29)

Tabelle 5: Verwendete Nadeln

3.1.3 RNA Charakteristika

Die RNA Charakteristika wurden unabhéngig von der verwendeten Biopsienadel iiber alle

Gewebeproben hinweg untersucht.

Der mediane Wert der RNA Integrity Number misst 8.9. Der minimale RIN Wert liegt bei 5.1
und der maximale RIN Wert bei 9.6.

Der mediane Wert des RNA Quotienten 260/280 betrigt 2.1, wobei das Minimum 2.0 und das

Maximum 1012.1 misst.

Der mediane Wert der RNA Konzentration misst 238.1 ng/uL. Die minimale Konzentration

betrdgt 2.0 und die maximale Konzentration 1248.3 ng/uL.

Der mediane Wert der RNA Menge betrdgt 12.3 pg. Die minimale Menge liegt bei 1.2 und
die maximale Menge bei 49.9 pg.
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N Mittelwert | Std Median | 25. 75. Min Max
Pctl Pctl

RIN 39 8.6 1.0 8.9 8.4 9.2 5.1 9.6
RINA 260/280 | 55 104.1 246.0 | 2.1 2.0 2.1 2.0 1012.1
RNA 55 251.8 237.1 | 238.1 68.2 352.1 | 2.0 1248.3
Konzentration
ng/pL
RNA Menge 55 14.2 10.2 12.3 6.7 17.5 1.2 499
n pg

Tabelle 6: RNA Charakteristika: N = Gesamtzahl, Std. = Standardabweichung, 25./75. Pctl =

25./75. Percentile, Min = Minimum, Max = Maximum

3.1.4 Deskriptive Statistiken nach Biopsienadel und Vergleiche

Die Vergleiche der Bard®- und Climed® Nadel mit der RIN, des RNA Quotienten
0OD260/0D280, der RNA Konzentration und der RNA Menge zeigen einen signifikanten

Unterschied zwischen den beiden Nadeln in der RNA Konzentration (P = 0.0323).

N | NMiss | Mean | Std | Median | P25 | P75 | Min | Max |p

RIN Nadel
Bard® 23 |16 8.4 1.1 |89 7.8 9.2 5.1 9.5 [0.3984
Climed® |16 |0 8.8 0.7 19.0 8.4 9.3 7.1 19.6

RNA Nadel

260:280 Bard® 39 10 146 283 | 2.1 2 270 [2.0 |1012]0.8160
Climed® |16 |0 2.1 0.0 2.1 2.1 2.1 20 |21

RNA Konz. | Nadel

in ng/pLL Bard® 39 |0 221 2451199 2.1 349 |2.0 |12480.0323
Climed® |16 |0 326 206 | 326 137 448 |44.3 | 728

RNA Menge | Nadel 10.

in pg Bard® 39 |0 14.6 9 11.8 79 |17.5 | 1.2 |49.9 ]0.9335
Climed® |16 |0 13.1 8.3 |13.0 5.5 179 | 1.8 |29.1

Tabelle 7: Deskriptive Statistiken nach Nadel und Vergleiche: N = Gesamtzahl, NMiss =
fehlende Daten, Mean = Durchschnitt, Std = Standardabweichung, P25/P75 = interquartile
Rénge, Min = Minimum, Max = Maximum
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3.2 RNA Integrity Number (RIN)

Der Median der RNA Integrity Number der Bard Nadel liegt bei 8.9 mit einem Minimum bei
5.1 und einem Maximum bei 9.5.
Der Median der RNA Integrity Number der Climed Nadel liegt bei 9.0 mit einem Minimum

bei 7.1 und einem Maximum bei 9.6.

Der Vergleich beider Nadeln mit der RIN zeigte kein signifikantes Ergebnis (P = 0.3984).

RIN
L]

Nadel M Bard Nadel O Climed Nadel

Abbildung 8: Boxplot RNA Integrity Number: Die horizontale Linie reprasentiert den
Median, die Box die 25. — 75. Perzentile. Die horizontalen Kappen zeigen 10% und 90% an.
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3.3 RNA Quotient OD26(0/0D280

Der Median des RNA Quotienten OD26(0/OD28( der Bard Nadel liegt bei 2.1 mit einem

Minimum bei 2.0 und einem Maximum bei 1012.

Der Median des RNA Quotienten OD260/OD28(0 der Climed Nadel liegt bei 2.1 mit einem

Minimum bei 2.0 und einem Maximum bei 9.5.

Der Vergleich beider Nadeln mit dem RNA Quotienten OD26(0/OD28( zeigte kein
signifikantes Ergebnis (P = 0.8160).

1000 -
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RNA 260:280

400 -
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Nadel M Bard Nadel O Climed Nadel

Abbildung 9: Boxplot RNA Quotient OD26(0/OD28(: Die horizontale Linie reprasentiert den
Median, die Box die 25. — 75. Perzentile. Die horizontalen Kappen zeigen 10% und 90% an.
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3.4 RNA Konzentration

Der Median der RNA Konzentration der Bard Nadel liegt bei 199 ng/uLL mit einem Minimum
bei 2 und einem Maximum bei 1248 ng/pL.
Der Median der RNA Konzentration der Climed Nadel liegt bei 326 ng/uL mit einem

Minimum bei 44.3 und einem Maximum bei 728 ng/uL.

Der Vergleich beider Nadeln mit der RNA Konzentration zeigte ein signifikantes Ergebnis
(P =0.0323).

1250 °

1000 -

750 - N

RNA conc ng:ul

500

»

250

Nadel M Bard Nadel O Climed Nadel

Abbildung 10: Boxplot RNA Konzentration in ng/uL: Die horizontale Linie reprédsentiert den
Median, die Box die 25. — 75. Perzentile. Die horizontalen Kappen zeigen 10% und 90% an.
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3.5 RNA Menge

Der Median der RNA Menge in der Bard Nadel liegt bei 11.8 mit einem Minimum bei 1.8

und einem Maximum bei 49.9 pg.
Der Median der RNA Menge in der Climed Nadel liegt bei 13.0 mit einem Minimum bei 1.8

und einem Maximum bei 29.1 pg.

Der Vergleich beider Nadeln mit der RNA Menge zeigte kein signifikantes Ergebnis (P =
0.9335).

40

30 -

RNA yield ug

20

»

Nadel M Bard Nadel O Climed Nadel

Abbildung 11: Boxplot RNA Menge in pg: Die horizontale Linie représentiert den Median,
die Box die 25. — 75. Perzentile. Die horizontalen Kappen zeigen 10% und 90% an.

31



4 Diskussion

Die Gewinnung der RNA aus Gewebeproben ist seit Jahren ein gingiges Verfahren fiir
molekularbiologische Untersuchungen. Durch die Analyse von Genexpressionsprofilen
verschiedener Mammakarzinome konnten molekulare Subtypen identifiziert werden. Diese
unterscheiden sich in ihrer Prognose und ihrem Ansprechen nach neoadjuvanter systemischer
Therapie. (6,7) Die Gewinnung der RNA aus Mammabiopsien zielt darauf ab,
Genexpressionstests zu entwickeln, welche eine genauere prognostisch/pradiktive Information
als die klinisch-pathologischen Faktoren wie Tumorgrofe oder Hormonrezeptor- und HER2-

Status und axilldrer Lymphknotenstatus darstellen.

Genexpressionssignaturen arbeiten mit RT-PCR (Real-time PCR) oder Microarraytechnik und
liefern besser reproduzierbare Ergebnisse als die konventionelle Immunhistochemie. (11) Die
derzeit kommerziell erhiltlichen Produkte sind beispielsweise EndoPredict®, Mammaprint®,
Oncotyp DX® oder Prosigna® (PAM 50).

Der MammaPrint® Test unterscheidet im Ergebnis zwischen niedrigem und hohem Risiko
und kann durch die Risikoeinschiatzung zur Reduktion von Chemotherapien bei Patientinnen
mit einem Mammakarzinom mit niedrigem Risiko fiihren. Der Nachteil ist, dass die Proben
zentral ausgewertet werden und nach Amsterdam oder die USA geschickt werden miissen und
dadurch keine Uberpriifbarkeit gegeben ist. Der Oncotyp DX® Test unterscheidet zwischen
niedrigem, intermedidrem und hohem Risiko. Der Vorteil des Prosigna® und Endopredict®
Test ist die Moglichkeit der Aufarbeitung an Paraffinschnitten in molekularpathologischen
Laboren vor Ort. Weiters sind die Testergebnisse schneller verfiigbar und iiberpriifbar.
AuBerdem ermdglicht die Hinzunahme von TumorgrofSe und Nodalstatus die Abgrenzung
einer Niedrigrisikogruppe auch unabhingig von anderen klinisch-pathologischen
Risikoklassifikationen. (11,39)

GroBter Nachteil aller verfiigbaren Genexpressionstest ist die schlechte Spezifitit.

Die S3-Leitlinien empfehlen den Einsatz dieser Genexpressionstests aus derzeitiger Sicht in
Einzelfillen zur Identifikation von Patientinnen mit sehr guter Prognose, die ein ungiinstiges
Nutzen-Risiko-Verhéltnis aufweisen. Weiters bei ,,Borderline* Patientinnen, wie
beispielsweise die Kombination der histopathologischen Parameter G1 N1. In der Praxis
scheint ein Genexpressionstest dann sinnvoll zu sein, wenn die Frage ob eine Chemotherapie

durchgefiihrt werden sollte unschliissig diskutiert wird. (40)
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Im Gegensatz zu den prognostischen Tests wird in der AGO-35 ein pradiktiver genomischer
Test validiert. Durch die Kalkulation der Chemosensitivitdt kann eine Vorhersage iiber das
Ausmal} des Tumoransprechens in den axilliren Lymphknoten getroffen werden. Bei
Patientinnen mit Tumoren, die anhand des genomischen Tests eine Chemosensitivitit
aufweisen, konnte auf eine axilldre Dissektion (ALND) verzichtet werden. Umgekehrt konnte
bei Patientinnen mit Tumoren, die als nicht-chemosensitiv klassifiziert werden und daher ein
schlechtes Tumoransprechen zeigen, eine zusétzliche adjuvante systemische Therapie
notwendig sein. Die Gewinnung der RNA in ausreichender Qualitit und Quantitét stellt die

Grundlage fiir die Kalkulation der Chemosensitivitét dar.

Ziel dieser Arbeit war es bei 55 Patientinnen mit einem HER2-negativen Mammakarzinom,
die vor der neoadjuvanten Chemotherapie eine Tumorbiopsie erhalten haben, die vorliegende
RNA auf Qualitdt und Quantitit zu testen. Die Biopsie wurde mit zwei verschiedenen Nadeln,
der Bard® und Climed® 14-Gauge Nadel, durchgefiihrt. Die Ergebnisse der extrahierten

RNA zeigen inwiefern sich beide Nadeln unterscheiden.

Die RNA, die aus der Probe isoliert werden konnte, dient als Ausgangsmaterial fiir weitere
molekularbiologische Analysen. Die Analyse der isolierten RNA bietet dann den gro3en
Vorteil, dass sie eine Aussage zum ,,Status quo* der Genexpression jener Zellen liefern kann.
Das ist aber nur moglich, wenn die gewonnene RNA auch den Qualitétskriterien flir weitere
Analysen gentigt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die RNA Integritétszahl als Faktor fiir den
Grad der Degradierung der RNA bestimmt. Weiters wurde die Reinheit der RNA, die Menge
der RNA in pg und die Konzentration in ng/pL bestimmt.

Die RNA Charakteristika zeigen, dass sowohl die Bard® als auch die Climed® Nadel
dhnliche Mengen an Gesamt RNA liefern. Die mittlere RNA Menge der Bard® Nadel liegt
bei 11.8 pg und die der Climed® Nadel bei 13.0 pg. Der mittlere Quotient OD260/OD2g() als
Faktor fiir die Reinheit der isolierten RNA war mit 2.1 bei beiden Nadeln ident. Der mittlere
RIN-Wert der Bard® Nadel ist mit 8.9 zu dem der Climed® Nadel mit 9.0 sehr dhnlich. Der
RIN-Wert konnte jedoch nur in 59 % der Tumorbiopsien beurteilt werden. Die mittlere
Konzentration der RNA pro pL lag bei der Bard® Nadel bei 199 ng/pL und bei der Climed®
Nadel bei 326 ng/uL, was einen signifikanten Unterschied bringt.

Zusammenfassend demonstriert diese Studie, dass sich die Menge, Reinheit und Qualitdt von
isolierter RNA bei den beiden verwendeten Nadeln nicht unterscheiden. Beziiglich der
Konzentration ldsst sich aber ein signifikant hoherer mittlerer Wert mit der Climed® Nadel
erreichen.
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Hatzis et. al. berichteten 2011 von einer Mindestmenge von 1 pg und einem Quotienten

0OD260/0D280 von > 1,8 fiir die Eignung von Proben fiir Genexpressionsanalysen. (30)

Diese Kriterien wurden bei 100% der Proben in dieser Studie erfiillt. Inwiefern die
Konzentration einen Qualitdtsunterschied in nachfolgenden Analysen der extrahierten RNA

bringt, miissten weitere Tests und Studien zeigen.

Eine Moglichkeit die RNA Bestimmungen zu optimieren wire die Verwendung eines
Fluoreszenz Farbstoffes statt der photometrischen Methode. Mittels Fluoreszenz lassen sich
Nukleinsduren indirekt nachweisen. Der Vorteil ist, dass die Farbstoffe spezifisch an die
jeweilige Nukleinsdure binden und RNA in sehr geringen Konzentrationen nachgewiesen
werden kann. Als Farbstoff fiir die RNA als Zielmolekiil dient zum Beispiel RiboGreen®,
welches einen Messbereich von 1-1000 ng/mL besitzt. Diese Methode besitzt eine héhere
Spezifitit und ist um den Faktor 1000-100000 sensitiver als die herkdmmliche Methode
mittels photometrischer Messung. (36)
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