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Kurzreferat:

Das Mammakarzinom steht aufgrund seiner hohen Prévalenz und Inzidenz in besonderem klinischem
und wissenschaftlichem Fokus. EIF2B und seine Untereinheiten spielen eine zentrale Rolle in der
Proteinbiosynthese von Zellen.

In dieser Arbeit wurde die Expression von elF2B5 auf immunhistochemischer Ebene, sowie die
Expression von elF2B1, elF2B2, elF2B4 und elF2B5 auf mRNA-Ebene in Hinblick auf deren
Bedeutung als Tumormarker und auch als Prognoseparameter fiir das Mammakarzinom untersucht.
Die immunhistochemische Analysen zweier Kohorten (276 Patientinnen und 49 Patientinnen) zeigten
keine gesteigerte elF2B5-Expression in Mammakarzinomen. Dennoch lie3 sich eine verminderte
immunhistochemische Expression von elF2B5 bei nodal-positiven Mammakarzinomen in einer der
Kohorten nachweisen.

Weiterhin war die mRNA-Expression von elF2B5 bei Mammakarzinomen bei Betrachtung
verschiedener Subcharakteristika signifikant erhdht.

Zudem konnte gezeigt werden, dass eine niedrige e[F2B5-Expression auf mRNA-Niveau mit einer
giinstigeren Prognose einhergeht, wenn die Patientinnen eine Hormontherapie bekamen, so dass die
elF2B5-Expression zumindest auf mRNA-Niveau als pradiktiver Faktor fiir diese Patientinnen mit

Mammakarzinom dienen konnte.

Schliisselworter: eIF2B5 — elF2 — Mammakarzinom — Tumormarker

- Prognoseparameter
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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Mammakarzinom

1.1.1. Epidemiologie

Weltweit ist das Mammakarzinom der maligne Tumor mit der hdchsten Inzidenz und zudem mit fast
sieben Prozent die fiinfthdufigste Todesursache [2]. Fiir Frauen ist es der hdufigste privalente maligne
Tumor weltweit und ist zudem auch fiir die meisten tumor-assoziierten Todesfdlle verantwortlich.
Auch in Deutschland ist es fiir Frauen das Karzinom mit der hochsten Inzidenz im Jahr 2020.
Geschlechteriibergreifend weist es zudem die hochste Neuerkrankungsrate auf und ist die dritthdufigste
Krebstodesursache [2].

Auch Minner konnen an Brustkrebs erkranken. Die Pravalenz ist niedrig und auch in dieser Studie
waren nur Patientinnen-Daten vorhanden, so dass das Mammakarzinom des Mannes kein Bestandteil
dieser Dissertation ist.

Innerhalb der Vereinigten Staaten von Amerika und auch in Deutschland wird jeder achten Frau (12,8%)
eine derartige Diagnose gestellt. Das Lebenszeitrisiko an Brustkrebs zu versterben, liegt in den USA bei
3,4% [3,4]. Obwohl aufgrund fortschrittlicher Therapien [5] die Uberlebensraten gestiegen sind, ist vor
allem der Zeitpunkt der Diagnosestellung stark mit der Prognose assoziiert [6—9], weshalb eine

moglichst frithe Diagnosestellung und Screening-Untersuchungen unabdinglich sind.

1.1.2. Vorsorge

Beim Mammakarzinom spielt die Vorsorge eine groBle Rolle. So ist das Screening mittels
Mammographie fiir eine frithe Diagnosestellung wichtig. Es ist auch die einzige Methode mit gesicherter
Reduktion der Brustkrebsmortalitidt [10,11]. Dennoch hat es Limitationen und detektiert nicht jeden
Tumor. In Metaanalysen [12] konnte lediglich in der Altersgruppe von 40-50 Jahren ein Benefit
gefunden werden, wobei die ,,number needed to treat* bei 350 gescreenten Patientinnen liegt. Zudem
gibt es auch falsch-positive Ergebnisse, so dass es zu einer vermehrten Rate an vermeintlich positiven
Karzinomen kommt und konsekutiv zu einer moglichen Uberbehandlung [9,13]. Nicht zuletzt deshalb
ist es notwendig, andere FritherkennungsmaBBnahmen wie Tumormarker, zu untersuchen, um das
Patienten-Outcome und die Uberlebenschancen der Patientinnen zu verbessern.

Weitere Moglichkeiten der bildgebenden Verfahren, neben der Mammographie, sind der Ultraschall
und die Magnetresonanztomographie (MRT), wobei sowohl Ultraschall als auch das MRT eine hohe
Rate falsch-positiver Befunde aufweisen und nicht als Screening genutzt werden sollten [13—15].
Dennoch ist es ratsam, bei eingeschriankter mammographischer Beurteilbarkeit (zum Beispiel durch eine
hohe mammographische Dichte der Brust) eine Sonographie akzessorisch durchzufiihren, um die

Sensitivitdt des Screenings zu erhéhen [14—-16].
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1.1.3. Atiologie

Risikofaktoren:

Unter den Risikofaktoren muss man zwischen endogenen (inneren) und exogenen (von aullen
zugefiigten) Risikofaktoren unterscheiden.

Bei den endogenen Risikofaktoren ist zuerst das Alter zu nennen [17-19]. Die Inzidenz von Brustkrebs
steigt mit zunehmendem Lebensalter.

Auch der Menopausen-Status, also ob sich eine Frau bei Diagnosestellung vor oder nach der Menopause
befindet, macht einen Unterschied. So steigt zwar die Inzidenz durch das zunehmende Alter auch in der
Postmenopause, jedoch ist der Anstieg weniger stark ausgeprégt als bei pramenopausalen Frauen.
Dieser Punkt legt nahe, dass Brustkrebs eine hormon-abhiingige Krankheit ist, weshalb die Ostrogen-
und Progesteron-Konzentrationen auch zu den endogenen Risikofaktoren gehoren. Da Frauen in ihrem
Leben abhingig vom Alter, Pubertit und Schwangerschaft unterschiedliche Hormonkonzentrationen im
Gewebe haben, ergeben sich folgende Risikosituationen, die mit einem erhohten Brustkrebs-Risiko
einhergehen: Frithe Pubertit bzw. friihe erste Menarche, spite erste Geburt eines Kindes und spite
Menopause [3].

Zu den exogenen Risikofaktoren ist die orale Einnahme von Hormonen, sei es als orale Kontrazeption
oder als postmenopausale Hormon-Substitutionstherapie, zu nennen [3,5]. Des Weiteren gelten
Tabakkonsum [20] und erhohter Alkoholkonsum [21] als exogene Risikofaktoren fiir die Entstehung

eines Mammakarzinoms.

Familifires Mammakarzinom

Neben dem sporadisch auftretenden Mammakarzinom gibt es auch das hereditire Mammakarzinom.
Bekannte Genmutationen finden sich dabei im p53-Gen, PTEN-Gen, PALB-2-Gen und vor allem bei
Frauen im Alter von 20 bis 29 Jahren spielen die BRCA-Gene 1 und 2 eine wichtige Rolle [22,23].
Umgekehrt erkranken Frauen mit einer BRCAI- oder BRCA2-Mutation circa 20 Jahre frither und ihr
Lebenszeitrisiko, an einem Mammakarzinom zu erkranken, betrdgt ungefdhr 60% [24].
Interessanterweise weisen BRCAI-assoziierte Mammakarzinome dabei einen charakteristischen Typ
auf. Wahrend sie histologisch hdufig ein schlecht differenziertes (G3) invasives Karzinom mit
medulldren Eigenschaften sind, verhalten sie sich immunhistochemisch triple negativ [25,26].
Demgegeniiber lassen sich BRCAZ2-assoziierte Mammakarzinome phinotypisch nicht einfach vom

sporadisch auftretenden Mammakarzinom unterscheiden.

1.1.4. Klassifikation

Wie bei fast allen Tumoren ldsst sich das Mammakarzinom anhand der TNM-Klassifikation einteilen.
Diese beriicksichtigt die GroBe des Primértumors (T), die Metastasierung in regiondre Lymphknoten

(N) und in andere Organe (M). Basierend auf der TNM-Klassifikation lasst sich das Mammakarzinom

2
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in UICC-Stadien einteilen, die wiederum fiir die Therapieentscheidung herangezogen werden. Zu
diesem Zeitpunkt ist die achte Auflage von der UICC TNM Klassifikation giiltig und in Tabelle 6.1.1.
verandert dargestellt [27].

1.1.5. Pathologie und (Immun-) Histologie
Es lassen sich unterschiedliche histologische Verdnderungen von Hyperplasie {iber atypische
Veridnderungen bis zum duktalem und lobulidrem Carcinoma in situ (DCIS, LCIS) und letztendlich dem

invasiven Karzinom vermerken.

Duktales Carcinoma in situ (DCIS):

Das duktale Carcinoma in situ kann als obligate Vorstufe zum invasiven Karzinom gesehen werden.
Wihrend sowohl beim DCIS als auch beim invasiven Karzinom die Atypie von den Driisenendstiicken
ausgeht, so liegt der Hauptunterschied beim Uberschreiten der Basalmembran, was per definitionem nur
beim invasiven Karzinom vorkommt [28].

Die Inzidenz des DCIS betrédgt in Deutschland circa 5.500 Neuerkrankungen pro Jahr und ist somit in

den letzten Jahrzehnten gestiegen [4].

Lobulére intraepitheliale Neoplasien:

Als weitere Vorstufe beziehungsweise Risikoldsion werden lobuldre intraepitheliale Neoplasien
angesehen. Diese werden unterteilt in die atypische lobuldre Hyperplasie (ALH) und das lobulére
Carcinoma in situ (LCIS). Hierbei geht die Atypie von den Milchdriisenldppchen (Lobuli) aus und
beschrinkt sich auf die terminalen Milchginge (sog. Terminale duktulo-lobuldre Einheiten). Die
atypische lobuldre Hyperplasie weilit eine geringen Befall der Atypie als das lobuldre Carcinoma in situ

auf [29]. Auch hier wird jeweils die Basalmembran nicht durchbrochen.

Invasives Karzinom — Histologische Typen:

Der hiufigste histologische Typ ist das invasive Karzinom ohne speziellen Typ (NST), das in ca. 75%
der Fille vorkommt und frither duktales Karzinom genannt wurde. Wie der Name vermuten lésst,
umfasst es eine Gruppe von Tumoren, die keinem speziellen histologischen Typ zugeordnet werden
konnen. Demnach muss es per definitionem ein nicht spezielles Muster in iiber 50% seiner Masse zeigen
[25].

Zu circa 25% findet sich ein invasives Karzinom mit speziellem Typ, das wiederum unterteilt wird in
das invasiv-lobuldre Karzinom (ca. 15%) und weitere seltener vorkommende histologische Subtypen
wie zum Beispiel das tubuldre, cribriforme, muzindse, metaplastische, apokrine, papilldre,
mikropapilldre, inflammatorisches Mammakarzinom und das Mammakarzinom mit medulldren

Eigenschaften. [25,30].
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Grading:

Bei jedem invasiven Mammakarzinom soll zudem ein histologisches Grading erfolgen [29]. Dies erfolgt
nach der von Elston und Ellis modifizierten Einteilung von Bloom und Richardson. Dabei werden
sowohl die Tubulusbildung, die Kernpolymorphie als auch die Mitoserate miteinbezogen (vgl. Tabelle

1.2) [31].

Merkmal 1 Punkt 2 Punkte 3 Punkte

Tubulusbildung > 75% 10 —-75% <10%

Kernpolymorphie | Gering mittelgradig stark

Mitoserate 0-5/10 High power fields |6 —11/10 High power fields |> 12/ 10 High power fields
Auswertung:

Gl 3 — 5 Punkte gut differenziert geringer Malignititsgrad
G2 6 — 7 Punkte méBig differenziert maéBiger Malignitétsgrad
G3 8 — 9 Punkte schlecht differenziert hoher Malignitatsgrad

Tabelle 1.1: Kriterien des Gradings fiir das Mammakarzinom nach Elston und Ellis

Rezeptorstatus:

Mammakarzinome konnen zudem noch immunhistochemisch weiter unterteilt werden, was vor allem
aus therapeutischer Sicht sinnvoll ist, da sich je mnach Rezeptorstatus verschiedene
Therapiemoglichkeiten ergeben.

Mammakarzinome konnen auf Ostrogene und Progesterone reagieren, weshalb der Rezeptorstatus
bestimmt werden sollte [29]. Dabei gilt ein Mammakarzinom als Progesteron- bzw. Ostrogenrezeptor
positiv, wenn sich immunhistochemisch mindestens 1% positiv gefarbte Tumorzellkerne nachweisen
lassen [32-35].

Ein weiterer Rezeptorstatus, der aus therapeutischen Griinden untersucht werden sollte, ist der
HER2/neu-Status. Dieser l4sst sich sowohl immunhistochemisch iiber eine Protein-Uberexpression, und
in unklaren Féllen (Intensitdt 2+ (schwache Membranfarbung und leichte Farbung in mehr als 10% der
Tumorzellen, oder komplette Membranfirbung und intensive Farbung in weniger als 10% der
Tumorzellen)) zusétzlich iiber eine in-situ-Hybridisierung (Genamplifikation) nachweisen [36].

Triple negative Mammakarzinome sind definiert als Ostrogen-, Progesteron- und HER2-negativ.

Proliferationsindex Ki-67:

Der Proliferationsindex Ki-67 ist ein Marker der Proliferationsaktivitit des Tumors. Dementsprechend
spricht ein hoher Index fiir ein schnelles Tumorwachstum. Derzeit gibt es keine einheitlichen
Grenzwerte, wobei gesagt werden kann, dass bei einem Ki-67-Proliferationsindex von > 25% von einem

erhohten Risiko auszugehen ist. Somit kann der Index als unabhéngiger prognostischer Faktor gewertet
4
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werden kann, da die Prognose der Tumoren mit einer hohen Ki-67-Positivitét signifikant schlechter ist

als die der Ki-67-niedrigexprimierenden Tumoren [29].

Intrinsische Subtypen:

Im Jahr 2000 wurde zudem auf Basis von Genexpressionsanalysen eine molekulare Subtypisierung des
Mammakarzinoms vorgenommen [37]. Diese Subtypen unterschieden sich hinsichtlich ihres klinischen
Verlaufs und dem Therapieansprechen. Zur Vereinfachung wurde eine simplere Klassifikation etabliert,
die auf die bereits etablierten klinisch verwendeten immunhistochemischen Kriterien zuriickgreift (vgl.

Tabelle 1.3.) [38—40].

Hprmonrezeptorstatus
Intrinsischer Subtyp (Ostrogenrezeptor- & | HER2-Status | Ki-67 Proliferationsindex
Progesteronrezeptorstatus)
Luminal A + - niedrig
) HER2-negativ + - hoch
Luminal B — .
HER2-positiv + + niedrig / hoch
HER2-positiv - + niedrig / hoch
Basal like - - niedrig / hoch

Tabelle 1.2: Klassifikation des Mamma-Karzinoms in die intrinsischen Subtypen an Hand immun-
histologischer Marker [38—40]

Das immunhistologisch definierte TNBC (triple negative breast cancer) entspricht in vielen Aspekten
dem intrinsischen Subtyp des basal-like Mammakarzinoms welches durch eine Hochregulation von
Genen, die mit der Zellproliferation in Verbindung stehen, gekennzeichnet ist (,,Zytokeratine 5/6, 14,
17, 19, ,,P-Cadherin®, ,,EGFR*). Hormonrezeptoren und HER2-Gene sind bei diesem Subtyp wenig
exprimiert. Meistens sind diese Tumore triple negativ, bis zu 10% dieser Karzinome sind aber Ostrogen-
und HER-2-neu positiv [41].

Das TNBC wird durch unterschiedliche Gen-Expressionsmuster in weitere sechs Subtypen unterteilt.
Zwei basal-like (BL1- und BL2) Subtypen, welche eine hohere Expression von Zellzyklus regulierenden
Genen haben und damit ein hoheres Ansprechen auf Cisplatin haben.

Die mesenchymalen (M-) und mesenchymale-stem-like (MSL) Subtypen haben vermehrt Gene, die eine
hohe Proliferation aufweisen (incl. Ki-67), mehr auf mTOR-Inhibitoren und abl/src-Inhibitoren
ansprechend. Der luminale androgene Rezeptor (LAR) Subtyp wird vermehrt tiber den Androgen
Rezeptor Signalweg angesprochen und ist damit gut durch Androgen-Rezeptor-Antagonisten
therapierbar. Zuletzt gibt es noch den immunmodulatorischen Subtyp (IM), der vermehrte Aktivitét in

der Immunzellregulation zeigt [42].
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1.1.6. Therapie

Die Therapie des Mammakarzinoms ist komplex und abhéngig von verschiedenen Faktoren, wie zum
Beispiel dem Stadium, dem Rezeptorstatus und nicht zuletzt abhidngig von patientenindividuellen
Eigenschaften und Komorbiditidten. Die unterschiedlichen Therapiemoglichkeiten werden zudem
miteinander kombiniert. Grundsétzlich ldsst sich unterscheiden zwischen der lokoregiondren Therapie
(Operation und Radiotherapie) und der (neo)-adjuvanten systemischen Therapie, bestehend aus
Chemotherapie, Hormontherapie und Antikorpertherapie.

Eine Ubersicht iiber den Therapiealgorithmus fiir die Primirtherapie des Mammakarzinoms ist in

Abbildung 6.1.1. dargestellt.

Operation:

Hauptziel und Verfahren der Wahl ist die komplette Entfernung des Tumors (RO-Resektion) [29,44—
46]. Dies ist sowohl iiber eine brusterhaltende Operation (BET = Brusterhaltende Therapie) als auch
iiber eine komplette Entfernung der Brust (Mastektomie) mdglich. Fisher et al. konnten zeigen, dass
eine partielle Mastektomie (teilweise Entfernung der Brust) in Kombination mit einer Radiotherapie den
gleichen Uberlebenserfolg bringt wie die komplette Mastektomie [47]. Einen groBeren Einfluss als das
AusmaB der Exzision spielen dabei anscheinend die Resektionsriander. So ist es hinsichtlich eines
Lokalrezidivs und auch der Effektivitdt der Boost-Bestrahlung prognostisch besser, wenn eine RO-
Resektion geschaffen wurde, also die Resektionsrander tumorfrei sind [45,46,48].

Zusitzliches Ziel einer jeden onkologischen Brustoperation ist neben der vollstindigen Entfernung des
Karzinoms die Beibehaltung mdglichst viel gesunden Gewebes und der Form und Kontur der Brust.
Daher sollte, wenn moglich, die brusterhaltende Therapie erste Therapieoption sein. Indikationen fiir
die BET sind: Duktales Carcinoma in situ (DCIS), invasives Karzinom mit giinstiger Relation der
Tumorgréfe zum Brustvolumen und jegliches invasive Karzinom mit intraduktaler Begleitkomponente,
solange die Resektionsrdnder im Gesunden verlaufen [29].

Da dies in einigen Fillen schwierig sein kann, besteht die Moglichkeit, mit einer neoadjuvanten Therapie
(Chemotherapie oder Hormontherapie) die Grofe des Primirtumors praoperativ zu verkleinern. Ist dies
nicht moglich, so ist eine radikale Mastektomie notwendig, bei der der komplette Driisenkorper und je
nach Verfahren weitere Anteile entfernt werden. Fir die Mastektomie gelten demnach folgende
Indikationen: Vorherige inkomplette Entfernung des Tumors, inflammatorisches Mammakarzinom, bei
Kontraindikationen zur Nachbestrahlung nach BET, wenn eine Bestrahlung unbedingt notwendig ist,
sowie der Patientinnen-Wille [29,49-51].

Im Anschluss kann mithilfe der plastischen Chirurgie ein kosmetisch gutes Ergebnis erzielt werden,
wobei hédufig die kontralaterale Brust aus Symmetriegriinden mitoperiert wird. Eine Mdglichkeit besteht
in der Anwendung von Brustimplantaten. Eine abgewandte Form der radikalen Mastektomie ist die
hautsparende Mastektomie, bei der das Brustparenchym entfernt, wihrend Haut und Brustwarzen

erhalten bleiben [3].
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Neben der Operation an der Brust ist auch die Axilla als mogliches Lymphabflussgebiet und demnach
auch moglicher lymphogener Metastasierungsort von besonderem diagnostischem und therapeutischem
Interesse.

Wihrend frither die Axilladissektion (Entfernung aller Lymphknoten in der Achsel) Methode der Wahl
war, konnte dies durch die Sentinel-Lymphonodektomie (SLNE) in den meisten Fillen abgeldst werden
[29,44,52-54]. Bei dieser Methode wird der Wichterlymphknoten (Sentinel-Lymphknoten) detektiert,
entfernt, und im Schnellschnitt untersucht [3]. Zur Detektion des Sentinel-Lymphknotens eignet sich
die pridoperative Farbstoffmarkierung, die nuklearmedizinische Markierung mit Technetium® oder die
Kombination beider Verfahren [52,55,56]. In Abhéngigkeit des Schnellschnitt-Befundes des Sentinel-
Lymphknotens werden dann weitere axillire Lymphknoten entfernt, wobei bei klinisch auffalligen
positiven Nodalstatus diese Lymphknoten auch bei bioptisch negativem Befund mit entfernt werden

sollen [29,54,57].

Radiotherapie:

Die Bestrahlung spielt sowohl bei der brusterhaltenden Therapie als auch bei der Mastektomie eine
Rolle und ist eine effektive MaBBnahme, um das Risiko fiir ein Lokalrezidiv zu vermindern. Wird im
Anschluss an die brusterhaltende Therapie bestrahlt, so sinkt einerseits das lokale Rezidivrisiko als auch
die 15-Jahres-Mortalitdt [58]. Eine Bestrahlung nach radikaler Mastektomie vermindert auch das Risiko
eines Rezidivs und verbessert das Gesamtiiberleben [59]. Daher ist nach brusterhaltender Therapie die
adjuvante Radiotherapie momentan Mittel der Wahl sowohl bei allen invasiven Mammakarzinomen als
auch Mittel der Wahl nach radikaler Mastektomie bei lokal fortgeschrittenen oder nodal-positiven
Mammakarzinomen [3,29,60].

Dabei gibt es verschiedene Mdglichkeiten, wie die Bestrahlung durchgefiihrt wird. StandardméaBig wird
in einem fiinf- bis sechswochigen Intervall mit einer Gesamtdosis von 50 Gy bestrahlt. Eine weitere
Moglichkeit ist die hypofraktionierte Bestrahlung, bei der in 15 — 16 Sitzungen iiber drei bis fiinf
Wochen eine Gesamtdosis von 40 Gy verabreicht wird [29]. Studien zeigten, dass beide Therapieregime
dhnliche Ergebnisse hervorbringen [61-64]. Bei letzterer wird die Anzahl der Bestrahlungen verringert,
wiéhrend die Einzeldosis einer Fraktion steigt. Trotzdem sinkt im Vergleich zur konventionellen
Bestrahlung die Gesamtdosis (Fraktionen * Einzeldosis). Dies bringt den Vorteil eines verkiirzten
Behandlungszeitraums (3-5 Wochen vs. 5-6 Wochen) sowie geringere akute Hautreaktionen und
verminderten Spatfolgen bei gleicher lokaler Tumorkontrolle [62,65]. Die hypofraktionierte
Bestrahlung kann somit bei allen Patientinnen benutzt werden. Einzige Ausnahme ergibt sich bei der
Notwendigkeit der Lymphknotenbestrahlung. Fiir diese Subgruppe gibt es noch keine ausreichend
valide Studienlage [29].

Haufig wird, vor allem bei jiingeren Patientinnen, eine Boost-Bestrahlung durchgefiihrt, bei der
zusitzlich mit 10 — 16 Gy das Tumorbett bestrahlt wird. Obwohl es keinen Uberlebensvorteil mit sich

bringt, senkt es die lokale Rezidivrate [66,67]. Dieser Effekt ist bei jungen Patientinnen besonders
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ausgepragt und der Effekt der Boost-Bestrahlung verhilt sich indirekt proportional zum zunehmenden
Alter [67], so dass die Boost-Bestrahlung allen primenopausalen (und damit jiingeren) Patientinnen
sowie dlteren (postmenopausalen) Patientinnen mit erhohten Risikofaktoren, wie schlecht
differenziertes Mammakarzinom (G3-Grading), HER2-positive oder triple-negative Mammakarzinome
und Mammakarzinome grofer als 2 cm (> T1), zu empfehlen ist [29,66,67]. Auch primir inoperable
Mammakarzinome sollen in Anschluss an eine neoadjuvante Therapie mit anschlieBender Operation
nachgehend eine Strahlentherapie erhalten. Dies ist vor allem bei sogenannten lokal fortgeschrittenen
Mammakarzinomen der Fall, die entweder mindestens ein T3- oder ein N2-Status in der TNM-

Klassifikation [27] erfiillen [68,69].

Chemotherapie:

2001 konnten Eifel et al. zeigen, dass es zu einer Prognoseverbesserung innerhalb aller Altersgruppen
kommt, wenn Patientinnen mit einer Karzinomgréfe grofer als 1 cm eine systemische Chemotherapie
erhalten [70].

Wiahrend die Wirkung der Chemotherapie mit héherem Lebensalter nachldsst [29,71], ist der grofite
Prognoseeffekt vor allem bei Patientinnen mit positivem Nodalstatus zu sehen, so dass nodal-positive
Mammakarzinome eine Indikation fiir die adjuvante Chemotherapie sind. Weitere Indikation fiir die
adjuvante Chemotherapie findet sich bei Hormonrezeptor-negativen, triple-negativen, schlecht
differenzierten (Grading G3) Mammakarzinomen und Patientinnen mit einem jungen Erkrankungsalter
(< 35 Jahre) [29,50,71]. Vor allem bei jungen Frauen (jinger als 50 Jahre) scheint die adjuvante
Chemotherapie einen positiven Effekt sowohl auf die Rezidiv-Wahrscheinlichkeit als auch auf die
Uberlebenswahrscheinlichkeit zu haben, wobei dieser Effekt, wenn auch nicht so stark wie bei jungen
Frauen, auch bei dlteren (postmenopausalen) Frauen vorhanden ist [72]. Weitere Studien zeigten, dass
eine Chemotherapie mit Taxanen das Uberleben verbessert [73], so dass als Mittel der Wahl momentan
eine Kombination aus Anthracyclinen und Taxanen benutzt wird [29,74-79]. Zudem ist die adjuvante
Chemotherapie simultan zur Anti-HER2-Therapie mit Trastuzumab bei HER2-positiven
Mammakarzinomen indiziert [29]. Das Rezidivrisiko kann mit Hilfe molekularpathologischer Tests
(,,OncotypeDX Recurrence Score* (RS), ,,EndoPredict“ (EP), ,,Prosigna Prediction Analysis of
Microarray 50 (PAM 50) und ,,Breast Cancer Index* (BCI)) zusitzlich abgeschétzt werden [80].

Wie oben beschrieben ist zudem die neoadjuvante Chemotherapie eine Mdglichkeit die Tumorgrofie
praoperativ zu verkleinern und somit einen operablen Status herbeizufiihren [81]. Dies ist indiziert bei
lokal fortgeschrittenen, primir inoperablen oder inflammatorischen Mammakarzinomen [29]. Den
Einfluss des Alters untersuchend, konnte Wolmark et al. zeigen, dass auch die préoperative
Chemotherapie bei prémenopausalen Frauen, und demnach auch jiingeren Frauen, einen groBeren Effekt

hat als bei postmenopausalen &lteren Frauen [82].
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Hormontherapie:

Wie bereits oben erwdhnt ist Brustkrebs eine hormonabhidngige Krankheit, weshalb eine
Antihormontherapie eine mogliche Therapieoption bei hormonrezeptor-positivem Mammakarzinom ist
[54]. Zur Hormonablation stehen dabei sowohl chirurgische als auch medikamentése Optionen zur
Auswahl. Chirurgisch steht dabei die bilaterale Adnexektomie im Vordergrund, bei der beide Ovarien
entfernt werden. Wesentlich hiufiger wird jedoch die medikamentdse Kastration bevorzugt, bei der
entweder GnRH-Analoga (Gonadotropin-Releasing-Hormon-Analoga), in Kombination mit Tamoxifen
oder Aromatase-Hemmer benutzt werden. Adjuvante medikamentds endokrine Therapien reduzieren
dabei bei Hormonrezeptor-positiven Mammakarzinomen die Rezidiv-Wahrscheinlichkeit und erhéhen
auch die Uberlebenswahrscheinlichkeit [83,84].

Tamoxifen als selektiver Ostrogenrezeptor-Modulator ist dabei das Mittel der Wahl und kann sowohl in
der Pré- als auch in der Postmenopause verabreicht werden und ist bei primenopausalen Frauen First-
Line-Therapie [29,84]. Als Alternative fiir prdmenopausale Frauen stehen GnRH-Analoga zur
Verfligung [29], wihrend Aromatasechemmer in der Postmenopause gegeben werden konnen und in
dieser Subgruppe Tamoxifen sogar iiberlegen sind [85-88].

Auch bei dieser systemischen Therapiealternative besteht die Moglichkeit einer priméren
Hormontherapie. Dies kann fiir postmenopausale Frauen erwogen werden, wenn weder eine Operation
noch eine Chemotherapie erwiinscht sind. Auch hier sollen, wie bei der adjuvanten Therapie,

Aromatasehemmer benutzt werden [89-91].

Antikérpertherapie:

Eine weitere Moglichkeit der systemischen Therapie liegt in der Antikdrpertherapie, die bei HER2-
positiven Karzinomen und einem Tumordurchmesser gréfler 1 cm indiziert ist [29]. Medikament der
Wahl ist dabei der monoklonale Antikoérper Trastuzumab (Herceptin®), welcher gegen den humanen
epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor 2 (HER2) wirkt. Trastuzumab wird dabei zusétzlich zur
Chemotherapie fiir 1 Jahr gegeben [50,54] und konnte das Rezidivrisiko um die Hélfte und das
Mortalitdtsrisiko um ein Drittel senken [92-97]. Als zusétzlichen Kombinationspartner gibt es noch
Pertuzumab (Perjeta®), welches ein humanisierter monoklonaler IgG1-Antikérper gegen HER?2 ist und
in Kombination mit Trastuzumab und Docetaxel in metastasierten, oder lokal rezidivierenden
inoperablen Féllen gegeben wird [98]. Des Weiteren konnen Antikorper-Cytostatika-Konjugate zum
Einsatz kommen. Diese werden im Abschnitt ,,Therapie im metastasierten Stadium® ndher beschrieben.
Eine weitere neuere Option in der systemischen Therapie ist die Check-Point-Inhibitor-Therapie. Ein
mogliches Target der Check-Point-Inhibitor-Therapie ist PD-L1.

PD-L1 ist ein Transmembranprotein, welches sich auf den Tumorzellen befindet und in HER2/neu
positiven und triple-negativen Mammakarzinomen vermehrt exprimiert wird [99,100].

Pembrolizumab und Atezolizumab kénnen an PD-L1 binden und den Liganden so deaktivieren.
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Atezolizumab, ein Antikorper gegen PD-L1, kann dabei in Kombination mit nab-paclitaxel beim triple-
negativen Mammakarzinom gegeben werden, wenn die Tumorzellen PD-L1 exprimieren.

Indiziert ist Atezolizumab beim lokal fortgeschrittenen triple-negativen Mammakarzinom, welches
nicht reseziert werden kann, als auch beim metastasierten triple-negativen Mammakarzinom [101,102].
Pembrolizumab, ebenfalls Antikorper gegen PD-L1, kann beim metastasierten triple-negativen
Brustkrebs gegeben werden und sollte als Erstlinientherapie gewidhlt werden, wenn PDL-1 hoch

exprimiert ist [103—105].

Therapie im metastasierten Stadium:

Leider entwickeln weiterhin ein Drittel aller Patientinnen mit Brustkrebs Fernmetastasen, beispielsweise
in Knochen, Lunge, Pleura, Gehirn oder Leber, Haut und Weichteile [29]. Fiir Patientinnen im
fernmetastasierten Stadium betréigt das mediane Uberleben weniger als drei Jahre, so dass bei Vorliegen
einer Fernmetastase eine palliative Therapiesituation vorliegt. Hauptziel in diesem Krankheitsstadium
ist die Verbesserung der Lebensqualitit sowie die Lebensverldngerung. Dies wird vor allem durch die
systemischen Therapien erreicht, wobei bei Patientinnen mit einer isolierten Metastase in nur einem
Organ auch eine Operation versucht werden kann [3,106].

Wie bei jeder palliativen Situation gilt es die erheblichen Nebenwirkungen der systemischen Therapien
gegeniiber der Ansprechrate und dem moglichen Benefit der Therapie abzuwigen.

Wie auch beim kurativen Stadium wird die Hormontherapie vor allen bei Ostrogenrezeptor-positiven
Mammakarzinomen gegeben, da die endokrine Therapie weniger toxisch als eine Chemotherapie ist
[54,107-109]. Chemotherapie sollte hingegen bei Ostrogenrezeptor-negativen und HER2-Rezeptor-
negativen Patientinnen zugefiihrt werden [29]. Dabei sollte ein Chemotherapeutikum ausgewéhlt
werden, welches die Patientin in einer vorherigen (moglicherweise in kurativer Absicht) erfolgten
Therapie noch nicht bekommen hat. Anstelle einer Polychemotherapie sollte aufgrund besserer
Vertraglichkeit eine Monochemotherapie erfolgen [110]. Patientinnen, die ein Mammakarzinom mit
einer HER2-Uberexpression haben, sollten eine Kombination aus Chemotherapie und Anti-HER-2-
Therapie mittels Trastuzumab bekommen [108,111,112].

Bei einem Rezidiv eines metastasierten HER-2-positiven Mammakarzinoms (nach zuvor gegebener
Chemotherapie mit einem Taxan in Kombination mit Trastuzumab) kann zudem Trastuzumab
Emtansine (Kadcyla®) gegeben werden, ein Konjugat, welches aus Trastuzumab und dem Mikrotubuli-
inhibierenden Maytansinoid DM-1 (ein Chemotherapeutikum) besteht. Es wurde im Rahmen der
EMILIA-Studie* zugelassen [113].

Zudem steht ein weiteres Konjugat, bestehend aus dem Wirkstoff Trastuzumab und Deruxtecan
(Enhertu®) zur Verfiigung, welches eine hohere Uberlebensrate aufweist, als Kadcyla® [114].
Deruxtecan ist dabei ein zytotoxischer Toposiomerase-Hemmstoff, der die Mitose in HER-2-positiven

Mammakarzinom-Zellen hemmt.
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Radiotherapie kann zudem genutzt werden, um Symptome der Fernmetastasen zu lindern. Dies ist vor
allem bei Knochenmetastasen und einhergehendem Knochenschmerz gut mdglich [3]. Eine weitere
Gruppe in der Therapie des metastasierten Mammakarzinoms stellen die CDK4/6-Inhibitoren da. Sie
hemmen die Aktivitdt der Zellzyklus-regulierenden Cyclin-abhéngigen Kinasen.

Bei primenopausalen Frauen werden die CDK4/6-Inhibitoren mit Antiostrogenen kombiniert
[29,115,116], wihrend sie bei postmenopausalen Frauen mit einem Aromatasehemmer kombiniert
werden sollen [29,117]. Die CDK4/6-Inhibitoren (Palbiciclib®, Ribociclib®, Abemaciclub®) hemmen
die Aktivitdt der Zellzyklus-regulierenden cyclinabhéngigen Kinasen. Die Kombination zeigte in
Studien ein verlingertes progressionsfreies Uberleben [118].

Relativ neu sind die PARP-Inhibitoren (Olaparib® und Talazoparib®), welche ebenfalls eine
Therapieoption im metastasierten Stadium bei HER2-negativen Mammakarzinomen darstellen. PARP-
Inhibitoren haben jedoch nur eine Wirkung bei Patientinnen, die eine BRCA-1- und 2-Mutation

vorweisen [119].
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1.1.7. Prognostische und pradiktive Faktoren

Prognostische Faktoren:

Als einer der wichtigsten prognostischen Faktoren gilt dabei die TNM-Klassifikation.

Die GroBe des Primédrtumors spielt dabei eine wichtige Rolle (T-Status), da diese, wie auch die Grofle
und die Anzahl der Lymphmetastasen (N-Status) mit einer schlechteren Uberlebenswahrscheinlichkeit
einhergehen [3]. Sobald eine Fernmetastase nachzuweisen ist (Stadium IV nach UICC), liegt ein
palliativer Therapieansatz vor, so dass der M-Status auch als prognostisch ungiinstig gilt.

Zusitzlich ist das L- und V-Stadium und damit das Vorliegen einer peritumoralen (Lymph-, und / oder
Blut-) GefaBinvasion ein wichtiger prognostischer Faktor [120,121]. Insbesondere fiir nodal-negative
T1-Tumoren ist das Risiko fiir ein Rezidiv oder die Entwicklung einer Fernmetastase bei Vorliegen
einer peritumoralen (Lymph-) Gefdfinvasion signifikant erhoht [122,123].

Ein weiterer prognostisch ungiinstiger Faktor ist das Grading. Je schlechter das Mammakarzinom
differenziert ist, desto hoher ist dabei der Malignititsgrad. Eine Einteilung des Gradings kann mithilfe

des Systems von Elston und Ellis vorgenommen werden [31].

Pridiktive Faktoren

Da es unterschiedliche Therapiemdglichkeiten gibt, sind zur Einschédtzung der Wirkung dieser weitere
pradiktive Faktoren unabdingbar, die im Rahmen der Therapieplanung erhoben werden sollten. So ist
zur Einschétzung adjuvanter systemischer Therapien im Hinblick auf eine endokrine Systemtherapie die
Bestimmung des Hormonrezeptorstatus, des Menopausen-Status und, fiir eine zielgerichtete Anti-HER-
2-Therapie, der HER2-Status sinnvoll [124,125]. Im Hinblick auf eine neoadjuvante Systemtherapie ist
zusitzlich das Alter, der TNM-Status, der histologische Typ und das Grading wichtig [126,127]. Dabei
sprechen Mammakarzinome mit dem Ziel der Komplettremission besser auf eine neoadjuvante
Systemtherapie an, wenn die Patientinnen ein junges Erkrankungsalter haben, die Mammakarzinome
Hormonrezeptor- und HER2-negativ sind, der groBite Tumordurchmesser maximal 5 cm betragt
und/oder die Tumoren schlecht differenziert (G3) sind.

Fir die Chemotherapie mit Anthrazyklinen und Taxanen gibt es préddiktive Faktoren, die die
Wahrscheinlichkeit des Therapieansprechens erhohen: Junges Erkrankungsalter, Mammakarzinome mit
maximal 5 ¢cm Tumorgrofle (max. T2-Stadium), nodal-negative (NO), schlecht-differenzierte (G3),

Hormonrezeptor-negative und triple-negative Mammakarzinome [29].
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1.2. elF2 und elF2B
1.2.1. elF2

Struktur und Funktion:

Der eukaryontische Initiationsfaktor 2 ist ein wichtiger Bauteil in der Translation, also in dem Vorgang,
in der die Erbinformation von mRNA-Ebene in Proteine umgeschrieben wird.

elF2 (eukaryotic initiation factor 2) besteht aus 3 Untereinheiten, welche von a bis y durchnummeriert
werden. Er entfaltet seine Wirkung wéhrend des Initiationsprozesses der Translation. Dieser wird im
Folgenden niher beschrieben:

Anfangs bildet sich ein terndrer Komplex, bestechend aus der Initiator-Methionyl-tRNA, dem
Initiationsfaktor eIF2 und GTP. elF2 ist dabei der Vermittler zwischen der Bindung von Methionyl-
tRNA und der 40S-Untereinheit der Ribosomen. Zusammen mit weiteren Initiationsfaktoren (eIF1A
und elF3) bilden sie den 43S-Priinitiationskomplex.

Zusammen mit dem Initiationsfaktor elF4, welches an die mRNA bindet, bilden sie den 48S-
Initiationskomplex. Dieser bewegt sich entlang der mRNA, bis er das passende Startcodon (AUG) findet
und bindet es unter Hydrolyse von GTP zu GDP. Hierbei spielt weiterhin elF5 eine katalytische Rolle,
so dass dieser Schritt nur in Anwesenheit von elF5 stattfinden kann. Dabei 10st sich eIF2-GDP mit elF5
vom Komplex ab. elF2 ist ein G-Protein, welches im aktiven Zustand GTP und im inaktiven Zustand
GDP gebunden hat. elF5 stabilisiert dabei eIF2-GDP. Soll der inaktive elF2-GDP-Komplex wieder in
den aktiven elF2-GTP-Komplex gebracht werden, so wird dafiir der Nukleotid-Austauschfaktor eIF2B
(s. unten) bendtigt. Dieser setzt GDP frei, so dass sich an die frei werdende Austauschstelle GTP binden
kann und der terndre Komplex erneut zur Initiation gebildet werden kann [128].

Betrachtet man dabei die einzelnen Untereinheiten von elF2, so interagiert elF2p3 mit eIF5 und eiF2B,

wihrend elF2a phosphoryliert wird und den regulatorischen Part ibernimmt [129,130].

Regulation:

Mindestens vier stressregulierte Proteinkinasen, greifen an dieser Stelle, der elF2a-Phosphorylierung,
an. Die elF2a-Untereinheit wird dabei an Serin 51 phosphoryliert, wodurch elF2 eine hohere Affinitit
zu elF2B bekommt und damit als nicht-kompetitiver Inhibitor von elF2B wirkt [131].

Die wichtigsten Proteinkinasen, die die e[F2-Aktivitdt regulieren, werden im Folgenden vorstellt:

Zum einem wire die heme-regulated inhibitor of translation-Kinase (HRI) zu nennen, welche vor allem
in Retikulozyten die Globin-Synthese an den Ham-Vorrat anpasst und somit die Himoglobinsynthese
steuert. Him bindet dabei an HRI und inaktiviert diese. Existiert wenig Ham, so verldsst HRI die
Bindung an Hdm und wird dabei aktiviert [132]. Die aktivierte HRI-Kinase sorgt fiir eine elF2a-
Phosphorylierung, wodurch elF2 eine hohere Affinitit zu el[F2B bekommt, welche und die Translation

hemmt.
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Als zweites ist die Protein Kinase R (PKR) zu nennen. Die PKR phosphoryliert dabei e[F2B in einen
inaktiven Komplex, der die Translation hemmt [133,134]. Sie spielt vor allem in der antiviralen
Immunantwort eine Rolle, da sie durch Bindung an eine Doppel-Strang-RNA aktiviert wird, wie es bei
manchen Virus-Infektionen der Fall ist. Findet in Zellen eine virale Replikation statt, so wird vermehrt
doppelstrangige RNA generiert, welche wiederum PKR aktiviert. Die PKR hemmt die Translation,
sodass kein weiteres virales Protein entstehen kann und das Virus in seiner Vermehrung gehemmt wird
[134].

Des Weiteren vermittelt die PKR einen Splice-Vorgang (Herausschneiden nicht codierter Bereiche aus
dem RNA-Stang) auf der mRNA, welche fiir den TNF (Tumornekrosefaktor) codiert. Dieses Splicen ist
dabei auch von elF2-alpha abhingig [135].

Eine weitere Kinase ist die PERK (PKR-like endoplasmic reticulum kinase), welche auch PEK
(pancreatic elF2 kinase) genannt wird. Diese ist ein Protein, welches einen luminalen Anteil im
endoplasmatischen Retikulum hat und dort auf zelluldren Stress, ausgehend von falsch gefalteten
Proteinen, reagiert. Akkumulieren fehlgefaltete Proteine im ER, so wird PERK aktiviert und inhibiert
somit die Translation der Proteine [132,136,137].

Als letzte zu nennende Kinase, welche die alpha-Untereinheit von eIF2 phosphorylieren kann, ist die
general control non-repressed 2 (GCN 2) Kinase zu nennen. Sie wird durch ernihrungsbedingten Stress
aktiviert, wie es bei Erndhrungsentzug und Erndhrungsmangelzustéinden der Fall ist [138,139].

Werden also sowohl die HRI, PERK als auch die PKR aktiviert, so kommt es zu einer Inhibierung der
globalen Proteinsynthese in den betroffenen Zellen. Aktiviert werden diese Enzyme als Antwort auf
wechselnde pathologische Umstinde wie zum Beispiel Mangelerndhrung, virale Infektionen und

oxidativer Stress und kdnnen somit als ,,integrated stress response‘ angesehen werden [131].

1.2.2. elF2B und elF2B5

elF2B ist der Nucleotid-Austausch-Faktor von elF2 und besteht aus 5 Polypeptiden, welche der Grofle
nach von a bis & durchnummeriert werden. Die kodierenden Gene werden entsprechend elF2B1 bis -5
benannt. elF2B ist ein Dekamer aus jeweils zwei dieser Proteine. Die Komplexe kdnnen in zwei
unterschiedliche Funktionseinheiten unterteilt werden. So besteht der katalytische Sub-Komplex aus
den Untereinheiten eiF2By und elF2Be, wéhrend der regulatorische Sub-Komplex aus den
Untereinheiten elF2Ba, -p und 6 besteht [140,141].

Der im nachfolgenden Abschnitt beschriebene Regulationsprozess der elF2a-Phosphorylierung, findet
dabei vor allem an der fiinften (&) Untereinheit des elF2B-Komplexes statt [132].

elF2-GDP kann erst wieder durch Austausch von GDP mit GTP zu elF2-GTP in seine aktive Form elF2-
GTP unter Abspaltung von elF5 umgewandelt werden [128,141]. Dies passiert durch elF2B, welches
als GDP-Dissoziations-Stimulator-Protein fungiert [130,142]. Somit ergibt sich, dass eine reduzierte

elF2B-Aktivtidt die Translation hemmt, da weniger aktives eI[F2-GTP gebildet werden kann [130].
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Aber auch elF2B kann direkt reguliert werden und somit die elF2-Aktivitit und folglich die Translation
hemmen. Hierbei spielen vier Proteinkinasen (CK1, CK2, DYRK (dual-specificity tyrosine
phosphoprylated and regulated kinase) und GSK3 (Glykogen Synthase Kinase 3)) eine Rolle, wobei
GSK3, den Haupteinfluss auf die eIF2B-Aktivitdt nimmt.

Die GSK3-Aktivitdt ist insulinabhingig. Liegt Insulin vor, so wird die GSK3-Aktivitit inhibiert, eIF2B
wird dephosphoryliert und ist somit aktiv. Wird elF2B durch GSK3 phosphoryliert, wird elF2B inaktiv
und die Translation wird gehemmt. Dies spielt eine Rolle in der Apoptose [132,143]. Wie bereits oben
erwihnt findet der Austausch von GTP und GDP jeweils an der Epsilon-Untereinheit, also der fiinften
Untereinheit des elF2B-Komplexes statt, welche multiple Phosphorylierungsstellen besitzt [143,144].
Ein weiterer onkogener Weg ist der PI3K (phospathidylinositol-3-kinase)/ AKT-Pathway, welcher auch
GSK3 phosphoryliert und somit die Translation hemmt [145].

1.2.3. Klinische Relevanz

Vanishing white matter disease (VWM) and childhood ataxia with central nervous system
hypomyelination (CATCH):

Mutationen in e/F2B konnen verschiedene Krankheitsbilder verursachen. So wurde 2001 ein
Zusammenhang zwischen der Mutation im elF2B-Gen und der neurologischen Krankheit
leukoencephalopathy with vanishing white matter disease (VWM) bzw. childhood ataxia with central
nervous system hypomyelination (CATCH) veroffentlicht [146]. Dabei handelt es sich um eine rezessiv
vererbte Krankheit, die durch eine Missense Mutation in einer der eIF2B-Untereinheiten entstehen kann.
Klinisch zeigt sie sich mit einem breiten Symptomspektrum, von schwerem Krankheitsbeginn als
Neugeborenes bis zu milden Krankheitssymptomen bis in das Erwachsenenalter. Wie zu erwarten ist
die eIF2B-Aktivitit in den betroffenen Patienten reduziert [147].

Diese Unteraktivitédt von elF2B fiihrt zu einer Hochregulation von ATF4 (activating transcription factor
4) [148], welches wiederum viele weitere Gene in ihrer Expression beeinflusst [149,150] und eine
wesentliche Rolle im Aminosiduremetabolismus und der Resistenz gegeniiber oxidativen Stress
einnimmt [150]. Somit kommt es aufgrund der erniedrigten elF2B-Aktivitit zu einer erhdhten

Stressantwort (integrative stress response) in den betroffenen Zellen ( [144].

elF2-Expression und Malignitiit:

Wird das unphosphorylierte elF2a {iberexprimiert, so findet keine Limitation der Translation statt, und
es kann — vor allem in Zusammenhang mit onkogenen Stimuli — zu einer Transformation von normalen
zu malignen Zellen kommen [151-153].

Aufgrund dessen, dass elF2, bzw. elF2a eine wichtige Rolle in der Translation und somit Proliferation,

malignen Transformation, Tumor-Initiation und -Progression spielt, wurden in den letzten Jahren
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verschiedene Arbeiten verdffentlich, die einen Zusammenhang zwischen verschiedenen Tumorentititen

und elF2 und seinem Nukleotid-Austauschfaktor elF2B zeigten:

Mammakarzinom
Guo et al. zeigten, dass elF2-0 in Mammakarzinomen verstarkt phosphoryliert vorliegt und vor
allem hohere Level aufweist als peritumordses Brustgewebe. Die phosphorylierte elF2-o-
Konzentration kann dabei als prognostischer Indikator fiir triple negativen Brustkrebs dienen
[154].
In Méusen wurde gezeigt, dass die PKR bzw. p-elF2-alpha das Wachstum in HER2-positiven
Brustkrebs supprimieren kann [155]. Des Weiteren kann Trastuzumab in HER-2-positiven
Brustkrebszellen die PKR induzieren und somit die weitere Proliferation hemmen. Fiir
Patientinnen, die eine Therapie mit Trastuzumab und Chemotherapie bekommen haben, konnte
hierbei auch gezeigt werden, dass ein erhohter p-elF2a-Level als positiver prognostischer Marker
hinsichtlich der Uberlebenswahrscheinlichkeit angesehen werden kann [156]. Gleichzeitig kann
phosphoryliertes elF20 als moglicher Biomarker fiir die Wirksamkeit einer Trastuzumab-
Therapie benutzt werden [157].

Kolorektales Karzinom
Palaniappan et al. konnten zeigen, dass das e/F2B5-Gen ein Treiber in der Progression von
Kolorektalen Karzinomen von UICC Stufe III auf UICC Stufe IV ist und somit als Biomarker fiir
Kolorektale Karzinome benutzt werden kann [158].

Hepatozellulares Karzinom
Jiao et. al. konnten zeigen, dass e[F2B5 im hepatozelluldren Karzinom (HCC) hochreguliert ist
und, dass ein Zusammenhang zwischen der Expression von e[F2B5 und dem histologischen Grad,
dem klinischen Stadium und dem Vital-Status besteht. Die Expression von elF2B5 steigt dabei
vom gut differenziertem (G1) zu schlecht differenziertem Gewebe (G4) an. Zudem konnte dabei
durch Kaplan-Meier-Kurven die Hypothese untermauert werden, dass eine hohe elF2B5-
Expression mit einer schlechteren Prognose einhergeht und damit elF2B5 als unabhéngiger
Risikofaktor fiir Leberzellkarzinome gilt und als Biomarker genutzt werden kann, auch wenn die
elF2B5-Expression keine prognostische Signifikanz auf das Krankheitsfreie-Intervall zu haben
scheint [159].

Ovarial-Karzinom
In einer Studie, untersuchend den Zusammenhang zwischen elF2B5 und Ovarialkarzinom, konnte
gezeigt werden, dass der Angiogenese-Signalweg der stirkste  Pradiktor der
Uberlebenswahrscheinlichkeit ist. Ebenso zeigte sich, dass das e/F2B5-Gen und der entstehende
Nukleotid-Austauschfaktor dabei den stirksten Einfluss hat. EIF2B5 soll dabei sowohl auf das
Tumorwachstum als auch auf die Angiogenese fordernd wirken [160].

B-Zell-Lymphom

16



1. Einleitung

Unterluggauer et. al. untersuchten sechzehn elF-Untereinheiten und ihre Rolle in diffus
grofBzelligen B-Zell-Lymphomen. Dabei wiesen zwolf dieser Untereinheiten, unter anderem auch
elF2B5, auf mRNA-Niveau eine acht- bis vierzig-fach hohere Expression in den B-Zell-
Lymphomen auf als in normalen nicht-neoplastischen B-Zellen. Ahnlich wie in dieser Arbeit
wurde neben der bioinformatischen Analyse von publizierten Genexpressionsdaten (mRNA -
Daten) auch auf immunhistochemischer Ebene der Zusammenhang zwischen der elF2B5-
Expression und diffus grofzelligen B-Zell-Lymphomen untersucht. Die immunhistochemische
Expression in B-Zell-Lymphomen wurde dabei mit einer Kontrollgruppe, bestehend aus
Keimzentren nicht-neoplastischer Tonsillen von zehn Patienten, verglichen und zeigte eine
erhohte Expression im malignen Gewebe.

Auch eine Uberlebensanalyse wurde in Abhingigkeit von der mRNA- und
immunhistochemischen Expression durchgefiihrt. Dabei konnte gezeigt werden, dass sowohl eine
hoéhere Expression von elF2B5 auf mRNA-Niveau als auch auf immunhistochemischer Ebene
mit einem schlechteren Outcome assoziiert ist.

Trotz der niedrigen Patientenanzahl in den immunhistochemischen Kohorten (n (DLBCL-
Gruppe) = 49 vs. n (Kontrollgruppe) = 10) konnte so gezeigt werden, dass eIF2B5, sogar auf
immunhistochemischer Ebene, als prognostischer Marker im diffusen groBzelligen B-Zell-

Lymphom genutzt werden kann [161].
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1.3.  Zielsetzung

Wie in Kapitel 1.2. aufgezeigt wurde, spielen elF2 und dessen Regulator eIF2B eine wichtige Rolle in
mehreren malignen Tumoren. Auch im Mammakarzinomen wurde bereits aufgezeigt, dass
phosphoryliertes elF2a sowohl eine prognostische Funktion als auch eine Biomarker-Funktion
iibernehmen konnte [154,156,157]. Daraus ergibt sich die Hypothese, dass auch eIF2B als Nukleotid-
Austausch-Faktor von elF2 — und vor allem dessen regulatorische e-Untereinheit — im Mamma-
Karzinom einen hohen Stellenwert fiir die Tumorbiologie besitzt.

In dieser Arbeit wird daher eIF2B und elF2B5 im Besonderen untersucht.

Ahnlich der Studie von Unterluggauer et al. [161] wurden daher in dieser Studie zunichst
Mammakarzinome auf ihr immunhistochemisches Expressionsverhalten beziiglich eIF2B5 untersucht.
Im Folgenden wurde auch die bioinformatische Ebene mit einbezogen, um hierbei auch Unterschiede
und Vergleiche zwischen den unterschiedlichen Ebenen der Genexpression hervorbringen zu kénnen.

Dabei sollen die folgenden Fragen detailliert beantwortet werden:

e Bestehen Unterschiede in der Expression von elF2B5 auf mRNA-Level als auch in der
immunhistochemischen Expression in Bezug auf die Subtypen des Mammakarzinoms?

e Gibt es Unterschiede in der immunhistochemischen Expression von elF2B5, wenn einzelne
Subgruppen der Mammakarzinome betrachtet werden?

e Gibt es auf mRNA-Ebene Unterschiede in der Expression der einzelnen elF2B-Untereinheiten?

e Gibt es einen Einfluss zwischen klinisch-pathologischen Daten und der Expression der
unterschiedlichen elF2B-Untereinheiten?

o Ist e[F2B5 ein moglicher Tumormarker fiir Mammakarzinome entweder auf mRNA oder auf
immunhistochemischer Ebene?

e Verhélt sich die Expression von elF2B5 auf mRNA-Ebene analog zur immunhistochemischer
Ebene?

e Dient elF2B5 als Prognosefaktor fiir Mammakarzinome bzw. Subgruppen von

Mammakarzinomen?
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2.  Material und Methoden
2.1. Material

2.1.1. Patientenkollektive und Genexpressions-Datensétze

In meiner statistischen Analyse wurden mehrere Patientenkollektive einbezogen, die unterschiedlich
untersucht wurden. Aufgrund dessen wurden in dieser Arbeit sowohl unterschiedliche Kohorten als auch

unterschiedliche Untersuchungsmethoden miteinander verglichen.

Immunhistochemische Kohorte Universitit Magdeburg

Immunhistochemisch wurden zwei Patientenkollektive untersucht. Einerseits handelte es sich um ein
Patientenkollektiv des Instituts fiir Pathologie der Otto-von-Guericke Universitit Magdeburg [162] und
andererseits ein Patientenkollektiv des Instituts fiir Pathologie der Universitit Graz. Die
Ausgangskohorte des Patientenkollektivs aus Magdeburg bestand aus 276 Patientinnen, bei denen ein
Mammakarzinom im Zeitraum von 1999 — 2005 [162] diagnostiziert wurde. Die patientenbezogenen
Daten wurden aus den histopathologischen Befunden des Institutes fiir Pathologie des
Universitdtsklinkkum Magdeburgs und aus den Krankenakten der Universititsfrauenkliniken und
weiteren Klinken des Universitdtsklinikums Magdeburgs ermittelt. Fiir alle Patientinnen wurde das
Alter, das TNM-Stadium, incl. L- und V-Status, das histologische Grading, sowie der histologische
Typus, der Rezeptoren-Status, der Proliferationsindex ki67, der Menopausen-Status, sowie die Art der
zugefiihrten Therapie (Radiotherapie, Chemotherapie, Hormontherapie) und die Mdglichkeit eines
Rezidivs unter Tamoxifen, sowie Diabetes Mellitus als Komorbiditit erfasst. Diese Informationen
wurden mit der Histologie-Nummer verschliisselt tabellarisch aufgearbeitet. Weitere klinische Daten,
wie das Rezidivdatum, Sterbedatum und die Follow-Up-Zeit wurden letztmalig im Mai 2019
aktualisiert. Sowohl Stanzbiopsien als auch Resektate primdrer Mammakarzinome mit ausreichendem
histologischen Untersuchungsmaterial wurden eingeschlossen. Aufgrund fehlenden Materials konnten
von dieser Ausgangskohorte 162 Félle beziiglich eI[F2B5 immunhistochemisch geférbt werden, so dass
alle weiteren der Ursprungskohorte angehorigen Fille ausgeschlossen wurden. Ein weiteres
Ausschlusskriterium fiir die retrospektive Studie war eine unzureichende Datenlage beziiglich der oben
genannten aufgenommenen Daten. Fiir diese Untersuchung lag ein Ethikvotum der Ethik-Kommission
der Otto-von-Guericke Universitit Magdeburg vor (Aktenzeichen der Ethik-Kommission der Otto-von-

Guericke Universitét an der Medizinischen Fakultdt und am Universitdtsklinikum Magdeburg: 104/13).

Immunhistochemische Kohorte Universitit Graz
Das Patientenkollektiv aus Graz bestand aus 49 Patientinnen, bei denen ein Mammakarzinom
diagnostiziert wurde. Auch bei dieser Kohorte wurden patientenbezogene Daten mit den

histopathologischen Befunden unter der Histologie-Nummer verschliisselt tabellarisch aufgearbeitet. Zu
19



2. Material und Methoden

den patientenbezogenen Daten gehorten hierbei der Rezeptoren-Status, der ki67-Proliferationsindex, die
RCB-Klassifikation, sowie das Alter und das TNM-Stadium. Einschluss- und Ausschusskriterien
entsprachen der Kohorte der Universitdit Magdeburg. Auch fiir diese Untersuchung lag ein Ethikvotum
sowie ein Folge-Ethikvotum der Ethik-Kommission der Medizinischen Universitdit Graz vor

(Aktenzeichen der Ethik-Kommission der Medizinische Universitdt Graz: 28-008 ex 15/16).

Metabric Kohorte

Neben dem Formalin-fixierten in Paraffin eingebettetem Material, welches aus den Patientenkollektiven
gesammelt wurde und immunhistochemisch untersucht wurde, analysierten wir noch die
molekularbiologischen Daten aus der Studie ,,Metabric* (Molecular Taxonomy of Breast Cancer
International Consortium) [163]. Diese Studie hatte zum Ziel, Brustkrebs durch die molekulare Struktur
detailliert zu klassifizieren. Dabei wurden Proben von 2506 Brustkrebs-Geweben hinsichtlich Gen-
Expressionen und -Mutationen, klinisch-pathologischen Daten und klinischen Follow-Up-Daten
analysiert. Im Rahmen der Studie wurden 173 der am héufigsten mutierten Brustkrebs-Gene auf ihre
Treiber-Mutation und ihre klinische Signifikanz analysiert [164]. Wir selektierten die mRNA-
Expressionsdaten bezogen auf unsere zu untersuchende Gene des elF2B-Komplexes. Die elF2B3-
Einheit wurde aufgrund fehlender Daten bei diesen Analysen nicht miteinbezogen, so dass 1904 Fille

selektiert werden konnten und von https://www.cbioportal.org/study/clinicalData?id=brca_metabric

[1,163,165] heruntergeladen wurden. Diesen Datensatz untersuchten wir beziiglich Tumorausdehnung
(T), Nodalstatus (N), Hormonrezeptorstatus, Menopausen-Status, sowie die erhaltene Therapie
(Chemotherapie, Radiotherapie und Hormontherapie). Des Weiteren untersuchten wir diese Kohorte

beziiglich des Uberlebens der Patientinnen.

KM-Plotter

Die letzte Datensammlung, die wir untersuchten, wurde von dem System KM-Plotter bereitgestellt
[166,167]. KM-Plotter ist eine Internetseite, die die Genexpression, klinische Daten und
Lebenszeitinformationen zu verschiedenen Tumoren zusammenstellt und Analysealgorithmen zur
Verfiigung stellt. Um die prognostische Relevanz verschiedener Gene herauszufinden, wurde der
Datensatz anhand eines Cut-Off-Wertes der Genexpression getrennt und auf diesem
zusammengestellten Datensatz basierend, Kaplan-Meier-Kurven erstellt. Dabei wurde der Cut-Off Wert
vom Algorithmus der Webseite optimiert und der beste Schwellenwert ausgewahlt [163,167,168].

Die Daten wurden von GEO (Gene Expression Omnibus), EGA (European Genome-phenome Archive)
und TCGA (The Cancer Genome Atlas Program) automatisch heruntergeladen, so dass auf mRNA-
Ebene fiir Brustkrebs ein Datensatz von 4929 Daten zur Verfiigung stand. Wir selektierten fiir Brust-
Krebs die Gene , elF2B1*“, ,,elF2B2*, , elF2B3“, ,, elF2B4*“ und ,,elF2B5“ auf mRNA-Ebene und
wihlten sowohl das krankheitsfreie Intervall als auch die Gesamtiiberlebenszeit aus, um diese mit den

Daten von Metabric [163] und den immunhistochemischen Daten vergleichen zu kénnen. Dabei ergab
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sich fiir das krankheitsfreie Intervall eine Anzahl von 4929 Daten und fiir das Gesamtiiberlebens-
Intervall eine Anzahl von 1879 Daten, die in die Berechnung mit einbezogen wurden (zuletzt abgerufen
am 22.02.2024 um 00.07 Uhr). Weiterhin wurde auch hier der Datensatz anhand klinisch-pathologischer
Faktoren (Ostrogenrezeptorstatus, HER2-neu-Status, Nodalstatus) sowie erhaltener Therapie

(Chemotherapie, Hormontherapie) analysiert.

21



2. Material und Methoden

2.2. Methoden

2.2.1. Immunhistochemie

Anfertigung mikroskopischer Schnittpriparate:

Mithilfe eines Rotationsmikrotoms wurden die auf Eis gekiihlten Paraffinblocke 2 pm dick geschnitten
und anschlieBend auf einen Objekttriger aufgezogen. Zum Trocknen wurden diese Leerschnitte bei

60°C iiber Nacht im Brutschrank zur Verbesserung der Haftung am Objekttréger inkubiert.

Entparaffinierung, Hitzevorbehandlung und Antigendemaskierung:

Die immunhistochemische Farbung und Vorbehandlung fand mit dem Ventana Bench Mark XT, einem
vollstindig automatisiertem Farbegerit der Firma Roche, statt.

Durch wiederholtes Aufheizen des Objekttriagers bis auf 75°C gefolgt von vierminiitiger Inkubation und
Spiilen des Objekttragers mit einem Kochpuffer wurden die Paraffinleerschnitte deparaffiniert und
hitzevorbehandelt. Durch Zugabe eines Citratpuffers [169] (CC2 der Firma Roche), der bei erhohten
Temperaturen die kovalenten Formalinbindungen hydrolysiert, wurden die Antigen-Bindungsstellen
frei, so dass sich ein (firbbarer) Antikdrper an diese binden konnte. Dieser Vorgang nennt sich

Demaskierung.

Immunhistochemische Farbung:

Bei der immunhistochemischen Farbung benutzten wir die indirekte Farbemethode, bei der zuerst ein
primdrer Antikdrper (Nummer sc-55558, Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, Texas, Vereinigte
Staaten von Amerika [170]) an das Antigen (elF2BS5) bindet. Ein sekunddrer Antikorper (HRP-
Multimer), der wiederum mit einem Enzym gebunden ist, welches die Farbreaktion des
Detektionssystems [171] (Ultra View DSAB Detektionskit der Firma Roche) katalysiert, bindet dann an

den priméren Antikorper.

+DAB + H,0,

Ao

/ Primarer Antikorper (Maus)
‘ elF2B5
Gewebe

Abbildung 2.1.: Indirekte Antikorperfarbemethode — Schematische Darstellung
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Per manuellem Zufiigen des Immunglobulin Maus-Anti-eI[F2B5-Primirantikdrpers in einer Verdiinnung
von 1:20 mit Antikorperverdiinnungspuffer band dieser nach konsekutiver 32-miniitiger Inkubation
sowie weiterem Aufheizen des Objekttragers auf 37°C und Spiilen an die Antigenbindungsstelle. Durch
wiederholtes Abspiilen mit einem Waschpuffer wurde ungebundenes Material ausgewaschen. Dann
wurde der sekundédre Antikorper (HRP Multimer), ein Komplex aus Ziege-Anti-Maus-Antikorper,
Ziege-Anti-Kaninchen-Antikorper und Meerrettich-Peroxidase aufgetragen und fiir acht Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach wiederholtem Spiilen mit dem Reaktionspuffer wurde dieser Komplex
durch weitere Zugabe von Wasserstoffperoxid und 3,3-Diamonobenzidine-Tetrahydrochlorid (DAB),
Chromogen und Kupfer nach weiterer Inkubation sichtbar gemacht, so dass ein braunes Prézipitat
erschien. [171].

Zum Beenden der Férbereaktion wurden die gefdrbten Schnittpridparate mit warmem Wasser und
Spiilmittel gewaschen und zuletzt in Aqua destillata {iberfiihrt. Zur besseren Darstellung wurden die
Zellkerne noch mit Himalaun nach Mayer gegengefirbt und erschienen folglich blau, so dass ein
positives Farbeergebnis ein braunliches Gewebe mit blauen Zellkernen zeigte. Erneut wurden die
Schnittprdparate fiinf Minuten mit warmem Wasser gespiilt. Zur Dehydrierung wurden die
Schnittpréparate in einer aufsteigenden Alkohol-Reihe (75%, 96%, zweimal 100% fiir jeweils eine
Minute) gestellt. Folgend wurden die Schnittpriaparate zweimal fiir jeweils ein bis zwei Minuten in Xylol
platziert und es erfolgte das Eindecken mit Corbit-Balsam und einem Deckglédschen.

Als Kontrollgewebe fiir die Firbung wurde Darmgewebe benutzt.

Beurteilung der immunhistochemischen Reaktion:

Die elF2B5-Expression der Schnittpréparate wurde mit Hilfe von Frau Dr. Susanne Sprung (vom Institut
fiir Pathologie, Neuropathologie und Molekularpathologie der Medizinischen Universitit Innsbruck)
lichtmikroskopisch beurteilt und hinsichtlich ihrer Firbeintensitdt und dem Prozentsatz der positiv
gefarbten Zellen unterteilt. Dabei wurden sowohl gesundes Brustgewebe, Carcinoma in situ Gewebe
(DCIS) und Mammakarzinom-Gewebe untersucht. Die Farbeintensitit wurde dabei unterteilt in negativ
(keine Anfarbung (0), schwache Anfarbung (1), méBige Anfarbung (2) und starke Anfarbung (3).

Es wurde sowohl fiir DCIS-, gesundes Mamma- als auch Mammakarzinom-Gewebe ein Intensitétsscore
berechnet, bei dem der Prozentsatz der positiv gefarbten Tumorzellen mit der Firbeintensitét
multipliziert wurde. Dieses Ergebnis wurde zur anschaulicheren Auswertung durch zehn dividiert.
Dieser Immunreaktive Score (IRS) reichte damit auf Grund der maximal erreichten Intensitét bei der
Kohorte Magdeburg von 0 — 10 und bei der Kohorte Graz von 0 — 20. Beispiele fiir die Farbeintensitéten
sind in den Anlagen unter Abbildung 6.2.1. dargestellt.
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2.2.2. Aufarbeitung klinisch-pathologischer Parameter der Mamma-Karzinome

Tumorklassifikation:

Die Stadieneinteilung der Karzinome erfolgte anhand der UICC TNM-Klassifikation fiir Mamma-
Karzinome [27]. Neben der Beurteilung der GroBe des Primértumors (T), dem Lymphknotenstatus (N)
und der Metastasierung (M) wurden die Schnittpréparate auf LymphgefdBinvasion (L) und

Veneninvasion (V) beurteilt.

Histologische Typisierung und Grading:

Die histologische Unterteilung erfolgte in invasiv-duktale Karzinome, invasiv-lobulire Karzinome,
sowie andere invasive histologische Subtypen.

Die FEinteilung des histologischen Differenzierungsgrades des Mamma-Gewebes und somit dem
histologischen Malignititsgrad (Grading) erfolgte anhand des Systems von Elston und Ellis. Somit
wurde zwischen gut (Gl), méaBig (G2) und gering (G3) differenzierten Mammakarzinomen

unterschieden. [31]

Hormonrezeptorstatus und Proliferationsindex:

Diese Daten wurden aus den klinisch bereitgestellten Diagnoseinformationen iibernommen. Der
Hormonrezeptorstatus fiir Progesteron- und Ostrogenrezeptoren erfolgte bei der primiren Beurteilung
der Tumorschnittpraparate immunhistochemisch. Bei > 1 % positiven Tumorzellkernen wurden die
Hormonrezeptoren als positiv eingestuft.

Der HER2/neu-Rezeptorstatus wurde ebenso zunichst immunhistochemisch bestimmt. Dabei erfolgte
zunédchst die Einteilung fiir die immunhistochemische Kohorten in keine Férbereaktion, schwache
Farbereaktion, midBige Farbereaktion und starke Farbereaktion.

Bei zweifelhaften Ergebnissen (méBige Fiarbereaktion), wurde zusdtzlich noch eine In-situ-
Hybdridisierung (ISH) durchgefiihrt [29,36,172]. Lag eine starke Firbereaktion vor oder war die In-
situ-Hybridisierung positiv, wurde eine positiver Status (1) angenommen, ansonsten der negative (0).
Fiir den Proliferationsindex ki-67 wurde bei einem Cut-Off-Wert von 19% eine gesteigerte ki-67-
Expression angenommen [173,174].

Die METABRIC Kohorte enthielt bereits die Einteilung nach Ostrogenrezeptor-, Progesteronrezeptor-
und HER2/neu-Status. Fiir die anderen Gene wurde anhand eines Grenzwertes unterschieden, ob eine
positive Expression (Status 1) oder keine Expression (Status 0) vorlag. Zur Festlegung des Grenzwertes

wurde das Quartil ausgewéhlt, welches die hochste Signifikanz im Kaplan-Meier log rank Test zeigte.

Therapien:
Um einen moglichen Zusammenhang zwischen der el[F2B5-Expression, der Therapieentscheidung und

dem Therapieerfolg zu untersuchen, wurde fiir die immunhistochemische Kohorte aus Magdeburg
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weiterhin unterschieden, mit welcher Therapie die Patientinnen behandelt wurden (Hormontherapie,
Chemotherapie,  Radiotherapie). @~ Zudem  wurden in  Abhéngigkeit der  Therapie
Uberlebenswahrscheinlichkeiten berechnet.

Fiir die Patientinnen, die mit Tamoxifen therapiert wurden, wurde auflerdem beriicksichtigt, ob es zu
einem Rezidiv unter dieser Therapie kam.

Ebenso wurde fiir die bioinformatorische Kohorte Metabric die Genexpression der elF2B-Subunits -1,
-2, -4 und -5 in Abhingigkeit von der =zugefilhrten Therapie analysiert und auch auf
Uberlebenswahrscheinlichkeiten hin untersucht. elF2B3 war in den Daten nicht enthalten.

Fiir die immunhistochemische Kohorte Graz wurde zudem die RCB-Klassifikation (Residual Cancer
Burden) angewandt, welche eine Einschitzung des Rezidivrisikos nach neoadjuvanter Therapie

vornimmt [175].

Soziale Faktoren:

Als weiterer klinischer Parameter wurde der Menopausen-Status bestimmt. So wurde fiir die
immunhistochemische Kohorte Magdeburg und die bioinformatorische Kohorte Metabric
unterschieden, ob die Patientinnen zum Zeitpunkt der Erstdiagnose sich im pramenopausalen oder
postmenopausalen Zustand befanden.

Weiterhin wurde das Alter bei Erstdiagnose des Mammakarzinoms als Parameter untersucht. Wahrend
fiir die immunhistochemische Kohorte aus Graz der Median (55,61 Jahre) als Cut-Off genommen wurde,
wurde die Kohorte aus Magdeburg in 10-Jahres-Abstinden subgruppiert. (30 — 39 Jahre, 40 — 49 Jahre,
50 — 59 Jahre, 60 — 69 Jahre, > 70 Jahre).

2.2.3. Statistische Methoden

Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe der Software IBM SPSS Statistics 24. Fiir die
immunhistochemischen Kohorten wurde ein Signifikanzniveau von p < 0,05 angenommen, wéhrend wir
bei einem p-Wert < 0,1 einen Trend sahen.

Zur besseren Vergleichbarkeit beider Kohorten wurde fiir den Immunreaktiven Score (IRS) ein Cut-
Off-Wert von 1 festgelegt, so dass alle Schnitte mit einem Score > 1 als positiv gefarbt galten.

Fiir die immunhistochemisch untersuchten Kohorten wurden sowohl eine deskriptive Statistik als auch
die Héufigkeitsangaben berechnet. Zudem wurde der nichtparametrische Test fiir gepaarte Stichproben
nach Wilcoxon angewandt, um einen Zusammenhang zwischen der elF2B5-Expression in Mamma-
Karzinom-Gewebe, benachbart-gesundem Gewebe und Karzinom-Gewebe mit zusétzlichen DCIS-
Anteilen zu ermitteln. Mithilfe des Chiquadrat-Tests nach Pearson, dem zweiseitige T-Test nach Fisher
und der Rangkorrelation nach Spearman wurde untersucht, ob Korrelationen zwischen der elF2B5-

Expression und klinisch-pathologischen Parametern bestehen.
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Zusitzlich wurde fiir die immunhistochemische Kohorte Magdeburg mithilfe der Kaplan-Meier-Kurven
sowohl das Gesamtiiberleben als auch das rezidivfreie Uberleben berechnet und graphisch dargestellt.
Anfangszeitpunkt dieser Follow-Up Daten war der Zeitpunkt der Erstdiagnose. In diesem
Zusammenhang wurde auch untersucht, ob klinisch-pathologische Faktoren einen Einfluss auf das
Gesamt- bzw. rezidivfreie Uberleben haben.

Aufgrund der hoheren Fallzahl in den mRNA-basierten Kohorten (Metabric [163], KM-Plotter
[166,167]) wurde bei diesen Kohorten ein signifikanter Unterschied bei einem p-Wert von p < 0,01
angenommen.

Fiir die molekularbiologische Kohorte Metabric wurden fiir die mRNA-Expressionen der elF2B-
Subunits 1 (a), 2(B), 4(8) und 5 (¢) der zweiseitige T-Test nach Fisher und eine Korrelationsanalyse nach
Pearson vorgenommen und zudem die Gesamt-Uberlebensfunktion in Abhiingigkeit der mRNA-
Expression und in Abhéngigkeit von klinisch-pathologischen Faktoren analysiert und mit Hilfe von
Kaplan-Meier-Kurven graphisch dargestellt.

Weiterhin wurde mit Hilfe der Cox-Regression die Hazard-Ratio zur besseren Vergleichbarkeit der
Subgruppen berechnet.

Fiir die KM-Plotter-Kohorte wurde die mRNA-Expression anhand eines Auto-Cut-Off-Wertes in
niedrig und hoch exprimiert eingestuft und sowohl die Gesamtiiberlebens-, als auch die krankheitsfreie
Uberlebenszeit mithilfe des Online-Tools graphisch dargestellt. Auch fiir diese Kohorte wurde die
Uberlebensfunktion in Abhingigkeit zu klinisch-pathologischen Faktoren untersucht und zur besseren

Vergleichbarkeit die Hazard-Ratio berechnet.
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3.  Ergebnisse

3.1.  Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen

3.1.1. Klinisch-pathologische Daten
Die untersuchten immunhistologischen Kollektive aus Magdeburg und Graz wurden jeweils in zwei

Subgruppen unterteilt, die Tumorsubgruppe und die Carcinoma in situ-Subgruppe.

Patientenkollektiv aus Magdeburg

Fir die Tumorsubgruppe bestand das Kollektiv aus Magdeburg aus 162 Patientinnen mit einem
mittleren Alter von 63,76 Jahren (SD: 13,13). Die élteste Patientin war 96 Jahre, wihrend die jiingste
Patientin 32 Jahre alt war. Zudem wurde die Population in 10-Jahres-Altersgruppen unterteilt (30- 39
Jahre, 40 — 49 Jahre, 50 — 59 Jahre, 60 — 69 Jahre, > 70 Jahre). Dabei stieg die Pravalenz mit jedem
Lebensjahrzehnt an (0,4% in der Patientinnen-Gruppe 30 — 39 Jahre vs. 34,4% in der Patientinnen-
Gruppe iiber 70 Jahre).

128 Patientinnen von 160 Patientinnen (80%) befanden sich in der Menopause. 94 Patientinnen wurden
weiterhin auf die Komorbiditéit Diabetes mellitus befragt, wovon 21 (22,3 %) an Diabetes mellitus litten.
Fiir die histologische Auswertung waren von 156 Patientinnen Proben vorhanden, wobei 125 (80%) ein
invasives Karzinom ohne speziellen Typ, welches frither auch duktales Karzinom genannt wurde,
aufwies, 23 Tumorschnitte (14,7%) wiesen ein invasiv-lobuldres Karzinom auf. Acht Félle (5,1%)
wiesen andere histologische Subtypen auf: fiinfmal handelte es sich um ein muzindsen Typ und je
einmal war der histologische Typ medullér, metaplastisch bzw. papilldr vertreten. Lediglich achtzehn
Fille zeigten ein gut differenziertes Karzinom (11,3%), wéhrend 90 Fille (56,6%) méaBig differenziert
und 51 Félle (32,1%) gering differenziert waren.

89 Patientinnen hatten mindestens ein T2-Stadium (56%), wahrend 60 Patientinnen (38,2%)
Lymphknotenmetastasen und 43 Patientinnen (28,6%) Fernmetastasen aufwiesen.

Wihrend 110 Tumorschnitte Ostrogenrezeptor positiv (69,2%) und 84 Progesteronrezeptor positiv
(52,8%) waren, zeigte der HER2/neu-Rezeptor-Status in 35 Fillen (22,3%) eine Positivitdt auf. Der
Proliferationsindex ki-67 betrug in 58 Féllen (36,9%) > 19%.

78 Patientinnen bekamen Chemotherapie (49,4%), wéahrend 112 Patientinnen bestrahlt wurden (70,4%).
129 Patientinnen erhielten eine Hormontherapie (86 Patientinnen Tamoxifen (54,4%) und 43
Patientinnen Aromatasehemmer (27,2%)). Unter den Patientinnen, die Tamoxifen erhielten, bekamen
31 Patientinnen ein Rezidiv (36%).

Die gleichen Berechnungen wurde fiir die Carcinoma in situ-Subgruppe erstellt, wobei dieses Kollektiv
aus insgesamt 60 Tumorfillen bestand, die neben dem Primértumor zusétzlich ein Carcinoma in situ im
Mammagewebe aufwiesen. Das mittlere Patientenalter betrug in diesem Kollektiv ebenfalls 63,7 Jahre
(SD: 12,5), wobei die ilteste Patientin 87 Jahre und die jiingste Patientin 34 Jahre alt war. Die

Carcinoma-in-situ-Subgruppe zeigte bezogen auf die klinisch-pathologischen Faktoren, eine nahezu
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identische prozentuale Verteilung wie die Tumorsubgruppe, mit Ausnahme des Progesteronrezeptor-

Status. Dieser war in der DCIS-Subgruppe mit 37 Féllen (61,6%) negativ. 29 Patientinnen erhielten

Chemotherapie (48,3%), 46 Patientinnen wurden bestrahlt (76,7%) und 50 Patientinnen erhielten eine

Hormontherapie (32 von den 50 Patientinnen Tamoxifen (53,3%), die anderen achtzehn Patientinnen

erhielten Aromatasehemmer (30%)). Bei sechs Patientinnen kam es unter Tamoxifen zu einem Rezidiv

(18,8%). Die klinisch pathologischen Daten der immunhistochemischen Kohorte aus Magdeburg sind

in Tabelle 3.1. verzeichnet.
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asen)
60 573 22 20/2
positiv (38,2 (5%) (36,6% (9,1%
) ) )
97 91/6 38 32/6
negativ 61,8  (6,2% (63,3% (15,8
%) ) ) %)
M (Fernmetastasen) 150 0,716 57 0,667
107 101/6 44 37/7
keine (71,3 (5,6% (77,2% (15,9
) ) ) )
43 40/3 13 12/1
Fernmetastasen (28,6 (6,9% (22,8% (7,7%
%) ) ) )
L
(Lymphgefaflinfiltrati | 103 1,000 44 0,619
on)
77 72/5 35 30/5
0 (74,8 (6,5% (79,6% (14,3
%) ) ) %)
26 25/1 9 72
1 (252 (3,9% (20,4% (22,2
%) ) ) %)
\%
(BlutgefiBinfiltration | 102 0,115 43 1,000
)
100 42 35/7
0 (98,0 (95502) ©77% (16,7
%) ) %)
2
o 1/1 1 1/0
! 2.0% " (500 Q3%)  (0%)
Alter 160 0,653 60 0,911
8 8/0 2 2/0
30 — 39 Jahre (%) (0%) (3,3%) (0%
19 18/1 8 8/0
40 — 49 Jahre (11,9  (5,3% (13,3% (0%)
%) ) )
29 28/1 10 13
50 — 59 Jahre (18,1  (3,4% (16,6% (30%)
) ) )
49 45/4 20 173
60 — 69 Jahre 30,6 (8,1% (33,3% (15%)
%) ) )
55 52/3 20 182
>0 Jahre 344  (55% (33,3% (10%)
%) ) )
Menopause 160 0,689 60 0,330
128 120/8 49 41/8
postmenopausal (80%) (6,25 (8L,7% (16,3
%) ) %)
31/1 11
pramenopausal (2%% %) (3,1% (18,3% (101(;?)
invasives Karzinom 125 116/9 53 45/8
ohne speziellen Typ/ | (80,1 (7,2% (88,3% (15,1
duktal %) ) ) %)
invasives Karzinom 23 23/0 3/0
mit speziellen Typ— | (14,8 (0%) 3 (5%) (0%)
lobulér %) ’ ’
8
o 8/0 4 4/0
andere Typen (5,1% (0%) (6,6%)  (0%)
18 16/2 7 6/1
1 a3 (11,1 (11,7% (14,3
%) %) ) %)
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90 85/5 32 27/5
2 (56,6 (5,6% (53,3% (15,6
%) ) ) %)
51 49/2 2 19/2
3 32,1  (3,9% o (9,5%
% ) G3%)
Komorbiditét
Diabetes mellitus 94 0,332 33 1,000
21 9 8/1
ja (22,3 (201;3 (273% (11,1
%) ) %)
73 67/6 24 19/5
nein 77,7 (8,2% (72,7% (20,8
%) ) ) %)
Therapie
Radiotherapie 159 0,452 60 0,179
112 107/5 46 38/8
ja (70,4 (4,5% (76,7% (17,4
%) ) ) %)
47 14
. 43/4 14/0
nein (29,6 (23,3% o
%) (3.5 ) (0%)
Chemotherapie 158 0,495 60 0,465
78 75/3 29 24/5
ja 49,4  (3,8% (48,3% (17,2
%) ) ) %)
80 74/6 31 28/3
nein (50,6 (7,5% 51,7% (9,7%
%) ) ) )
Hormontherapie 158 0,825 60 0,609
29 27/2 10 8/
keine (18,4  (6,9% (16,7% (20%)
%) ) )
86 82/4 32 29/3
Tamoxifen (544 “47% (53,3% (9,4%
%) ) ) )/
43 15/3
Aromatasehemmer (27,2 ?722) & 1)§A)) (16,7
%) %)
Rezidiv unter 86 0,292 32 1,000
Tamoxifen
31 6
. 31/0 6/0
Rezidiv (?}6,0 (0%) (18,8% (0%)
%) )
55 51/4 26 23/3
kein Rezidiv 64,0 (7,3% 31,2% (11,5
%) ) ) %)

* signifikant bei Signifikanzniveau p= 0,05

Tabelle 3.1: Klinisch-pathologische Parameter und immunhistochemische Féarbeintensitdt mit dem
elF2B5 Antikorper der Kohorte Magdeburg

Patientenkollektiv aus Graz

Auch das Patientenkollektiv aus Graz wurde in eine Tumor- und eine DCIS-Subgruppe unterteilt.

Die Tumorsubgruppe bestand aus insgesamt 30 Patientinnen, mit einem mittleren Alter von 55,6 Jahren
(SD: 15,8), wobei die jlingste Patientin 31 Jahre, und die élteste Patientin 82 Jahre alt war. Wahrend elf
Patientinnen (50%) Lymphknotenmetastasen aufwiesen, wiesen alle anderen untersuchten Fille keine
Fernmetastasen auf. Siebzehn Fille (73,9%) waren Ostrogenrezeptor-positiv, vierzehn Fille (60,9%)
Progesteronrezeptor-positiv und fiinf Félle (22,7%) zeigten einen erhohten Proliferationsindex ki-67.
Die Carcinoma in situ-Subgruppe bestand aus neun Patientinnen, wobei die Gruppe ein mittleres Alter

von 62,13 Jahren aufwies (SD: 16,9). Die jiingste Patientin war 31 Jahre alt und die &lteste Patientin 82
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Jahre. Das mediane Alter beider Subgruppen betrug 58 Jahre. Auch in dieser Subgruppe zeigte sich eine

dhnliche prozentuale Verteilung der klinisch-pathologischen Parametern im Vergleich zur

Tumorsubgruppe.

Die klinisch pathologischen Daten der immunhistochemischen Kohorte aus Graz sind der Tabelle 3.2.

zu entnehmen.

Parameter

Tumorsubgruppe DCIS Subgruppe
Tumor DCIS
elF2B P Chi- elF2B Exl:_lkt Chi-
3 Exakter Quadr Korrelati 3 er uadr Korrelati
tumor  Fisher at I DCIS e at e
on nach | DCIS Fisher on nach
Tumor n low < Test nach Spearma n low < Test nach Spearma
1/ nach Pearso —Dearma = 1/ Lsh Pearso —pearma
high>  Fisher n a high > F‘;:‘;er n a
1 - Jumor 1 DCIS
1 Q- T 1 (- DCIS
Suitig) Seiti

Ostrogenrezeptor 23 1,000 8 1,000
12/5 7 6/1
positiv 17 (73,9%) (29,4 87,5 (14,3%
%) %) )
5/1 1 10
negativ 6(26,1%) (16,7 (12,5 (0%)
%) %)
Progesteronrezeptor 23 1,000 8 1,000
10/4 5 41
positiv 14 (60,9%) (28,6 (62,5 (20%)
%) %)
72 3 30
negativ 9(39,1%) (22,2 (37,5 ((0%)
%) %)
HER2-neu-Status 23 0,539 8 1,000
. 14/6 7o ol
negativ 20 (87,0%) 87,5 (14,3%
(30%) %
0) )
1
3/0 (12,5 1/0
positiv 3 (13%) (0%) %) (0%)
TNBC (Triple
negative Breast 23 1,000 8 1,000
Cancer)
12/5 7 6/1
nicht triple negativ 17 (73,9%) (29,4 (87,5 (14,3%
%) %) )
5/1 1
triple negativ 6 (26,1%) (16,7 (12,5 1/0
%i %i iO%i
1
high (>19) 5 (22,7%) (2‘5/;) | (%5 ((1){;"))
12/5 7 6/1
low (< 19) 17 (77,3%) (29,4 87,5 (14,3%
% %
T (Tumorausdehnung) 23 0,541 8 0,565
9/4 3 30
1 13 (56,5%) (30,8 (37,5 (0%)
%) %)
5/2
N 4 3/1
2 7 (30,4%) (20/8036 (50%) (25%)
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3/0 1/0
0,
3 3 (13,1%) (0%) (})/335 (0%)
N
(Lymphknotenmetasta 22 0,149 7 0,286
sen)
5
. 10/1 5/0
0,
positiv 11 (50%) (9,1%) (70/(1);4 (0%)
6/5 2 1
negativ 11 (50% 45,5 28,6
g ( 0) ( %) ( %) (5 0%)
M (Fernmetastasen) 23 % 8 %
17/6 8 7/1
keine Fernmetastasen 23 (100%) (26,1 (100% (12,5%
%) ) )
Fernmetastasen 0 (0% 0 (0% 0(0%) 0 (0%
Alter 23 0,155 8 0,250
. 10/1 6 6/0
0,
> median (58 years) 11 (47,8%) 9,1%) (75%)  (0%)
< median (58 years) 12 (52,2%) (1157 2 11
’ % ! (25%) (50%)
RCB class 13 0,231 0 %
RCB 0O 0 (0%) 0 (0%) 0 0 (0%)
RCB 1 0 (0%) 0 (0%) 0 0 (0%)
RCB 2 10 (76,9%) ( 550/05/0 ) 0 0 (0%)
RCB 3 3(23,1%) ((3)‘<2 ) 0 0 (0%)

Tabelle 3.2: Klinisch-pathologische Parameter und immunhistochemische Scores mit dem elF2B5

Antikorper der Kohorte Graz
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3.1.2. Immunhistochemische Expressionsanalyse

Die Expression von elF2B5 wurde fiir die Kohorte Magdeburg und Graz immunhistochemisch
untersucht. Es wurde, wie erwartet, eine zytoplasmatische Farbung gesehen, da der eIF2-abhingige Teil
der Proteinbiosynthese im Zytoplasma stattfindet.

Bei der Kohorte aus Magdeburg wurden neben den 162 Fillen von invasivem Mammakarzinom,
zusitzlich 134 Fille benachbartes Brustdriisenparenchym und 60 Fille Carcinoma in situ untersucht.
Die Grazer Kohorte bestand aus 30 Fillen mit invasivem Mammakarzinom, 31 Fille benachbartes
Brustdriisenparenchyms und neun Félle Carcinoma in situ Gewebe. Im Paarvergleich zeigte sich dabei
lediglich fiir die Magdeburger Kohorte eine signifikante Korrelation zwischen der Expression von
elF2B5 im normalen Brustdriisengewebe und im Carcinoma in situ Gewebe (p = 0,02). Beispiele fiir die
elF2B5-Expression in Brustdriisenparenchym, Carcinoma in situ und invasivem Mammakarzinom in

der Grazer- und Magdeburger Kohorte sind in den Anlagen unter Abbildung 3.1. aufgefiihrt.

3.1.3. Korrelation der immunhistochemischen eFI2B5-Expression mit den klinisch-
pathologischen Faktoren

Die Daten der immunhistochemischen Expressionsanalyse wurden zudem mit den klinisch-
pathologischen Faktoren korreliert und sind fiir die Kohorte Magdeburg in der Tabelle 3.1. und fiir die
Kohorte Graz in der Tabelle 3.2., sowohl bezogen auf das Expressionsverhalten von invasivem
Karzinom als auch von Carcinoma in situ Gewebe, aufgefiihrt. Signifikante Zusammenhénge zwischen
der immunhistochemischen eI[F2B5-Expression und den klinisch pathologischen Faktoren waren weder
fiir die Magdeburger Kohorte noch fiir die Grazer Kohorte nachweisbar.

Betrachtet man die Carcinoma in situ-Gruppe, so lisst sich ein trendartiger Zusammenhang zwischen
der elF2B5-Expression und der Tumorausdehnung feststellen, wobei trendartig héufiger eine starke
Anférbung (elF2B5 positiv) nachzuweisen war, wenn das Primartumorstadium grofer 2 innerhalb der
Kohorte Magdeburg vorlag (p = 0,057), wahrend dies bei der Kohorte Graz nicht der Fall war, wobei in
der Grazer Kohorte auch nur fiinf Fille mit einer Tumorausdehnung > 2 beschrieben sind.

Fiir die Grazer Kohorte lielen sich keine trendartigen, oder signifikanten Zusammenhénge nachweisen.
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a. Tumorfreies Brustdriisenparenchym in b.
schwacher Farbeintensitét schwacher Farbeintensitét
(VergroBerung: x 100, Skala: 500 pm) (VergroBerung: x 400, Skala 50 pm)

¢. Carcinoma in situ in schwacher d. Carcinoma in situ in schwacher
Fiarbeintensitét Fiarbeintensitit
(VergroBerung: x 100, Skala 500 pm) (VergroBerung: x 400, Skala 50 pm)

e. Invasives Mammakarzinom in schwacher f. Invasives Mammakarzinom in schwacher
Fiarbeintensitit Farbeintensitit
(VergroBerung: x 100, Skala 500 pm) (VergroBerung: x 400, Skala 50 um)

Abbildung 3.1: Beispiele fiir die eI[F2B5-Expression in Brustdriisenparenchym, Carcinoma in situ und
invasivem Mammakarzinom
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3. Ergebnisse

3.2. Ergebnisse der bioinformatischen Analyse von Genexpressions-

Datensatzen

Die von Metabric [163] und KM-Plotter [166,167] erhobenen Microarray-Daten enthielten die mRNA-
Expression von verschiedenen Subunits des e[F2B-Komplexes im invasiven Mammakarzinom [164].
Dabei wurden die mRNA-Expressionen der Subunits gegeneinander korreliert. Desweiteren wurde fiir
jede einzelne Untereinheit ein geeigneter Schwellenwert (anhand der Uberlebensanalyse) gewihlt und
die Expression hinsichtlich klinisch-pathologischer Daten analysiert. Um einen geeigneten
Schwellenwert festzulegen, wurde fiir die Metabric-Kohorte die Expressionslevel der einzelnen
Subunits nach Quartilen aufgeteilt und mithilfe von Kaplan-Meier-Kurven wurde das Quartil als Cut-
Off gewihlt, welches die ,,signifikantesten® Ergebnisse hervorbrachte. Fiir die Kohorte Metabric wurden
dabei 1904 Daten analysiert.

Bei den Daten aus dem Online-Tool KM-Plotter [166,167] war es direkt moglich, einen Auto-Cut-Off-
Wert auszuwéhlen. Fiir diese Kohorte konnten 4929 fiir das Gesamtiiberleben und 1979 Daten fiir das

krankheitsfreie Uberleben analysiert werden.

3.2.1. Klinisch-pathologische Daten

Auch die von Metabric [163] untersuchten Félle des invasiven (lobuldren und duktalen)
Mammakarzinoms zeigten eine dhnliche Verteilung hinsichtlich der klinisch-pathologischen Daten.
1459 bioinformatisch untersuchte Tumorschnitte waren Ostrogenrezeptor-positiv (76,6%), 1009
Progesteronrezeptor-positiv (53,0%) und 236 Fille zeigten einen HER2-neu-Rezeptor-positiven Status
(12,4%). 1493 Patientinnen der untersuchten Tumoren befanden sich in der Postmenopause (78,4%).
Hinsichtlich der zugefiihrten Therapie zeigte die bioinformatisch untersuchte Kohorte die gleiche
Tendenz wie die immunhistochemisch untersuchte Kohorte. So bekamen 1174 der 1904 Patientinnen
eine Hormontherapie (61,7%), 396 Patientinnen (20,8%) eine Chemotherapie und 1137 Patientinnen
(59,7%) eine Radiotherapie. Die klinisch-pathologischen Daten der Metabric-Kohorte sind in der
Tabelle 3.3 aufgelistet.

Die statistische Analyse erfolgte liber Kreuztabellen, wobei sich der Schwellenwert zwischen hoher

und niedriger Expression an den Ergebnissen der Kaplan-Meier Uberlebensanalyse orientiert.
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Tumor Tumor p Tumor p Tumor
Chi- Exakter Chi- Exakter Chi- Exakter Chi- Exakter
eiF2B1 < — ey . . — . | eiF2B4<1. — e eif2B5 <1. e
Parameter n ‘median / Quadrat Fisher eiF2B2 <1. u.artll Quadrat Fisher Quartil / > Quadrat Fisher Quartil /> 1. Quadrat Fisher
— >_me dian nach Test nach [>1. Quartil nach Test nach 1. Quartil nach Test nach Quartil nach Test nach
— Pearson  Fisher (2- Pearson  Fisher (2- Pearson  Fisher (2- Pearson  Fisher (2-
Seitig) Seitig) Seitig) Seitig)
cutoff _ median 1. quartil 1. quartil 1. quartil
T 1884 0,417 0,443 0,475 0,202
821 416/405 o 217/ 604 221/600
! (43,6%) (49,3%) 2157606 (73,8%) (73,6%) (73,1%)
968 475 /493 236 /732 230/738
o, 0, 52 /0 0, 0,
2 (51.4%) | (50,9%) 2291739 (76,3%) (75.6%) (76.2%)
53/42 21/74 20/75(
0, 0,
3 95 (5,0%) (44,2%) 25/70(73,7%) (77,9%) 79,0%)
N 1904 0,099 0,039 0,916 0,791
.. 911 437/474 o 229 /682 225/ 686
positiv (47.9%) (52,0%) 208 /703 (77,2%) (74.9%) (75,3%)
. 993 515/478 o 247 /746 251/742
negativ 52.1% 48.1% 268 /725 (73,0%) 75.1% 74.7%
ER 1904 0,002%* 4,5%10 4% 0,189 0,005%*
.. 1459 700/759 o 354/1105 342/1117
positiv (76,6%) (52%) 336/1123 (77%) (75,7%) (76,6%)
. 445 252/193 o 122/323 134/311
negativ (23.4%) (43.4%) 140/305 (68,5%) (72,6%) (69.9%)
PR 1904 0,142 3%100%* 0,015 1,000
.. 1009 488/521 o 229/780 252/757
positiv (53,0%) (51,6%) 298/801 (79,4%) (77,3%) (75%)
. 895 464/431 o 247/648 224/671
negativ (47.0%) (48.2%) 268/627 (70,1%) (12,4%) (75%)
HER2 1904 0,001%* 0,200 0,010 0,668
.. 236 143/93 o 43/193 56/180
positiv (12,4%) (39.4%) 67/169 (71,6%) (81,8%) (76,3%)
. 1668 809/859 o 433/1235 420/1248
negativ (87.6%) (51,1%) 409/1259 (74,6%) (74%) (74,8%)
TNBC 1904 0,208 0,003 2% Q4% 0,002%*
. . 299 160/139 o 101/198 97/202
Triple Negativ (15,7%) (46,5%) 96/203 (67,9%) (66,2%) (67.6%)
1605 792/813 375/1230 379/1226

. . . 0,
Nicht Triple Negativ i84’3% i50’7%i 380/1225(76,3%) i76’6%i i76’4%i
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Menopause 1904 0,738 0,480 0,653 0,700

1493 743/750 . 377/1116 370/1123

postmenopausal (78,4%) (50,2%) 379/1114 (74,6%) (74,7%) (75,2%)

B} 411 209/202 . 99/312 106/305

pramenopausal (21.6%) (49,1%) 97/314 (76,4%) (75.9%) (74.2%)

Therapie

Radiotherapie 1904 0,350 0,052 0,027 0,094

. 1137 558/579 . 305/832 300/837

1 (59,7%) | (50,9%) 266/871 (76,6%) (73,2%) (73,6%)

‘ 767 394/373 . 171/596 176/591

femn (40,3%) | (48,6%) 210/557 (72,6%) (77,7%) (77,1%)
Chemotherapie 1904 0,101 0,948 0,043 0,016

. 396 213/183 . 115/281 118/278

ja 20.8%) | (46,2%) 98/298 (75,3%) (71%) (70.2%)

, 1508 739/769 . 361/1147 358/1150

nein a2 | (Lo%) 378/1130 (74,9%) 76.1%) 76.3%)
Hormontherapie 1904 0,001%* 2,1%105%* 0,044 0,157

. 1174 550/624 . 312/862 307/867

ja 61.7%) | (53.2%) 2541920 (78,4%) (73.4%) (73.9%)

. 730 402/328 . 164/566 169/561

nemn (383%) | (44,9%) 222/508 (69,6%) (77,5%) (76,8%)

*%*: signifikant bei Signifikanzniveau p=0,01
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3.2.2. mRNA-Expressionsanalyse

Vergleicht man die mRNA-Expression der einzelnen Subunits des el[F2B-Komplexes in
Mammakarzinomen miteinander, so lassen sich bei einem Signifikanzniveau von p < 0,01 mehrere
signifikante Zusammenhénge herstellen (Tab. 6.3.2). Bei einem Schwellenwert der Korrelation von
0,2 zeigt sich eine positive Korrelation zwischen der mRNA-Expression der Subunit o (eIF2B1) und
der mRNA-Expression der Subunit B (e[F2B2). Zudem besteht auch ein positiver Zusammenhang
zwischen der Expression der 6-Subunit (eIF2B4) und der e-Subunit (eIF2B5). Eine negative
Korrelation fand sich zwischen der Untereinheit  (eIF2B2) und der Untereinheit € (eIF2BS5). Die
elF2B3-Einheit wurde aufgrund fehlender Daten bei diesen Analysen nicht miteinbezogen. Die
Punktdiagramme der Korrelationen der mRNA-Expression zwischen den einzelnen elF-Subunits der

Metabric-Kohorte befinden sich in den Anlagen (Abbildung 6.3.1.).

3.2.3. Korrelation der bioinformatorischen elF2B-Expression mit den klinisch-pathologischen
Faktoren

Auch die Genexpressionsdaten wurden in Bezug auf klinisch-pathologische Faktoren untersucht.
Aufgrund der groBeren Datenmenge wurde ein signifikanter Unterschied bei einem p-Wert von p < 0,01
und ein Trend ab einem p-Wert von p < 0,05 angenommen.

Bezogen auf die TNM-Klassifikation liel sich ein trendartiger Zusammenhang bei nodal-positiven
Mammakarzinomen und der Expression von elF2B2 nachweisen (p = 0,039). Fiir eIF2B2 war bei nodal-
positiven Mammakarzinomen eine trendartig hdufigere hohe mRNA-Expression zu verzeichnen.
Wihrend sich fiir die Expression der Subunits a (p = 0,002), B (p = 4,5%10) und ¢ (p = 0,005) ein
signifikanter Zusammenhang bei Ostrogenrezeptor-positiven Mamma-Karzinomen zeigte, stellte sich
fiir Progesteronrezeptor-positive Mamma-Karzinome ein signifikanter Zusammenhang bei der
Expression der Subunits B (p = 3*10°) und ein trendartiger Zusammenhang bei der Expression der
Subunit ¢ (p = 0,015) heraus. Zudem lie3 sich mit einem p < 0,001 ein signifikanter Zusammenhang
zwischen HER2-negativen Mamma-Karzinomen und der Expression der eIF2B1-Subunit nachweisen,
wobei HER2-neu positive Mammakarzinome hiufiger eI[F2B1- negativ waren.

Weiterhin war mit einem p = 0,01 ein trendartiger Zusammenhang zwischen dem HER2/neu-Status und
der Expression der elF2B4-Subunit nachzuweisen.

Fiir die Subunits B (p = 0,003), § (p = 2*10*) und & (p = 0,002) war zudem ein signifikanter
Zusammenhang zwischen deren Expression und der Einteilung in Triple-negativen Mamma-
Karzinomen gegeben. Bekamen die Patientinnen eine Hormontherapie, so zeigte sich auch in diesem
Kriterium ein signifikanter Zusammenhang bei der Expression der Subunits o (p = 0,001) und B (2,1

*10). Die Patientinnen, die Hormontherapie erhielten, hatten hiufiger eIF2B1-positive
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Mammakarzinome, wihrend die Patientinnen, die keine Hormontherapie erhielten, haufiger elF2B1-
negative Mammakarzinome hatten.

Bei Patientinnen, die Chemotherapie erhielten, liel sich ein trendartiger Zusammenhang mit der
elF2B5-Expression nachweisen (p = 0,016). Haufiger hatten diese Patientinnen ein elF2B5-positives
Mammakarzinom.

Eine genaue Auflistung der p-Werte der Expression der einzelnen Subunits und der klinisch-

pathologischen Faktoren sind in Tabelle 3.3. dargestellt.
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3.3. Uberlebenszeitanalyse

Bei der Uberlebenszeitanalyse untersuchten wir mithilfe der Kaplan-Meier-Methode die Abhingigkeit
des Gesamtiiberlebens von der elF2B5-Expression auf immunhistochemischer Ebene fiir die Kohorte
aus Magdeburg, als auch auf mRNA-Ebene fiir die Metabric-Kohorte [163] und online-bereitgestellte
KM-Plotter Kohorte [166,167]. Fiir die mRNA-basierten Kohorten wurden weiterhin auch die
Untereinheiten a, B, y (nur KM-Plotter [166,167]) und 6 untersucht. Fiir die Magdeburger Kohorte wurde
zudem zwischen invasivem Mamma-Karzinom-Gewebe und zusitzlichem Carcinoma-in-situ-Gewebe
unterschieden. Die immunhistochemische Magdeburger Kohorte und die KM-Plotter-Kohorte wurden
zudem zusitzlich auf das rezidivfreie Uberleben analysiert. Aufgrund fehlender Uberlebenszeitdaten
konnte eine Uberlebenszeitanalyse fiir die Grazer-Kohorte nicht durchgefiihrt werden. Des Weiteren
wurde mithilfe der Cox-Regression die Hazard-Ratio fiir die jeweiligen Uberlebenskurven berechnet.
Betrachtet wird dabei vorwiegend die Hazard Ratio und die Signifikanz der Kaplan-Meier-Kurven und
weniger das mittlere und mediane Uberleben, da vor allem das Erstere aufgrund der Verteilung und
Anzahl zensierter Fille beeintridchtigt sein kann. Weiterhin konnte der Median nicht bei allen

Datensitzen berechnet werden, da die Uberlebenskurven teilweise nicht unter 50% fielen.

3.3.1. Korrelation der immunhistochemischen eIF2B5-Expression mit dem Uberleben

Fiir Patientinnen mit einem Mammakarzinom konnte keine mittlere Gesamtiiberlebenszeit berechnet
werden, da es sich in den elF2B5-positiven Féllen nur um zensierte Fille handelte. Aus Abbildung 3.2.
lasst sich aber entnehmen, dass die immunhistochemische elF2B5-Expression keinen signifikanten
Unterschied (p= 0,292; HR = 0,046) auf die Gesamtiiberlebenszeit hat. Gleiches gilt auch bezogen auf
das krankheitsfreie Intervall (p = 0,119; HR = 0,046). Es fillt aber auf, dass kein eIF2B5 positiver Fall
im Beobachtungszeitraum ein Rezidiv oder ein Todesereignis hatte.

Bei Mammakarzinom-Patientinnen, die zudem noch ein duktales Carcinoma in situ aufwiesen, lag die
mittlere Gesamtiiberlebenszeit bei 133,3 Monaten. Aufgeteilt nach Expressionsgrad lag die mittlere
Gesamtiiberlebenszeit bei niedriger Farbeexpression mit 132,8 (+ 8,4) Monaten, tiefer als sie bei hoher
Farbeexpression (136,5 Monaten (£ 14,2)) lag (p=0,801; HR = 0,764). Betrachtete man fiir diese Gruppe
anstelle des Gesamtiiberlebens das krankheitsfreie Intervall, so lie3 sich auch dort kein Unterschied
hinsichtlich der immunhistochemischen elF2B5-Expression erkennen. Das mittlere krankheitsfreie
Intervall betrug unabhingig von der immunhistochemischen Expression 128,6 Monate. Bei niedriger
Farbeintensitit betrug es 127,025 (£ 8,2) Monate, wéihrend es bei hoher Farbeintensitit 136,1 (+ 14,7)
Monate betrug (p=0,600; HR = 0,849). Diese Daten, vor allem die berechneten Hazard-Ratios, sind
aufgrund Schétzung (in der Kohorte handelt es sich vor allem um zensierte Fille), der geringen Fallzahl
und dem geringem Beobachtungszeitraum mit Vorsicht zu interpretieren.

Die Kaplan-Meier-Kurven sind in Abbildung 3.2. dargestellt.
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Analysierte man das Uberleben in Abhiingigkeit der immunhistochemischen Expression unterteilt nach
klinisch-pathologischen Faktoren, so lieB3 sich auch dort kein signifikanter Unterschied zeigen, weshalb
die Uberlebenskurven aufgeteilt nach klinisch-pathologischen Faktoren zugunsten der Ubersichtlichkeit

hier nicht dargestellt werden.
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3. Ergebnisse

3.3.2. Korrelation der eIF2B-Genexpressionsdaten mit dem Uberleben
Metabric-Kohorte [163]:
Auch fiir die mRNA-Daten wurde fiir die Subunits a, 8, 6 und € des elF2B-Komplexes basierend auf

der Kaplan-Meier-Methode Uberlebenskurven berechnet. Da sich hierbei teilweise signifikante
Unterschiede im Uberleben in Abhéngigkeit von der mRNA-Expression der jeweiligen Subunit zeigten,
wurde fiir das Gesamtiiberleben zusitzlich eine Unterteilung anhand klinisch-pathologischer Faktoren

vorgenommen.

elF2B1 / eIF2Bo:

Betrachtet man das Gesamtiiberleben in Abhéngigkeit von der elIF2B1-Expression in
Mammakarzinomen auf mRNA-Ebene [163], so zeigt sich bei einem Cut-Off am Median (p = 0,261,
HR = 1,094)) kein signifikanter Unterschied. Wahrend bei einer hohen mRNA-Expression das mediane
Gesamtiiberleben bei 282,6 Monaten lag, so lag es bei einer niedrigen mRNA-Expression bei 300,7 (+
17,6) Monaten.

Ein trendartigen mittleren Uberlebensvorteil von 20 Monaten ergab sich im TNM-Stadium T=1, wenn
elF2B1 niedrig exprimiert war (p = 0,033; HR = 1,348).

Ist der HER2-neu-Status positiv, so zeigte sich auch ein trendartiger Unterschied im Uberleben in
Abhingigkeit von der e[F2B1-Expression mit einem p von 0,019. Das Hazard-Ratio betrigt hierbei
1,545. Das Risiko fiir HER2-positive Mammakarzinome ist also anderthalb-fach erh6ht, wenn elF2B1
hoch exprimiert ist und geht mit einer schlechteren Prognose einher.

Wihrend bei HER2-neu-positiven Mamma-Karzinomen und niedriger mRNA-Expression das mittlere
Uberleben bei 191,2 (+ 12,2) Monaten lag, so betrug es bei hoher mRNA-Expression 126,8 (+ 11,3)
Monaten. Das bedeutet, dass die Prognose bei HER2-neu-positiven Mammakarzinomen um 5,4 Jahre
schlechter ist, wenn elF2B1 auf mRNA-Niveau hdoher exprimiert wird. Bei Ansicht des medianen
Uberlebens wird dieser Unterschied noch deutlicher bemerkbar, da das mediane Uberleben bei niedriger
Expression 196,9 Monate betrug und bei hoher Expression 90,8 Monate, was einer schlechteren
Prognose bei hoher Expression von 8,8 Jahren entspricht. Bei HER2-neu-negativen Mamma-
Karzinomen lieB sich kein signifikanter Unterschied zwischen hoher und niedriger Expression zeigen.
Hinsichtlich der gewihlten Therapie gab es auch Unterschiede in der Uberlebenszeitanalyse, welche
jedoch nicht signifikant waren. Die Uberlebensdaten sind in Tabelle 6.3.3 und einige Uberlebenskurven

in den Abbildungen 3.3. und 6.3.2. dargestellt.
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Abbildung 3.3.: Gesamtiiberleben in Abhéngigkeit der mRNA-Expression von elF2B1 basierend auf
der Metabric-Kohorte [163] beim Mammakarzinom

elF2B2 / eIF2B}:
Fiir die Untereinheit B des elF2B-Komplexes wihlte ich mit einem p = 0,021 (HR = 1,247) die 1.
Quartile als Cut-Off-Wert. Hierbei zeigte sich ein mittleres Gesamtiiberleben von 246,9 (+ 7,9) Monaten
bei einer e[F2B2-mRNA-Expression unterhalb des Cutoffs bzw. von 222,9 (+ 4,3) Monaten bei einer
héheren mRNA-Expression. Auch hier ist der Unterschied bei Betrachtung des medianen Uberlebens
mit 300,7 zu 270,1 Monaten groBer. Insgesamt lie sich demnach ein trendartiger Uberlebensvorteil
nachweisen.

Bei T2-Mammakarzinomen lieB sich ein trendartiger mittlerer Uberlebensvorteil nachweisen, wenn
elF2B2 niedrig exprimiert war (p = 0,019; HR = 1,355; 194 Monate mittleres Gesamtiiberleben bzw.
211 Monate medianes Gesamtiiberleben bei hoher Expression vs. 229 Monate mittleres
Gesamtiiberleben bzw. 286 Monate medianes Gesamtiiberleben bei niedriger Expression).

Betrachtete man nur Ostrogenrezeptor-positive Mammakarzinome, so fand sich hier ein trendartiger
Unterschied (p = 0,013), je nach Expressionsgrad von elF2B2. Das mediane Gesamtiiberleben lag bei
niedriger Expression bei 300,7 Monaten, wahrend es bei hoherer Expression bei 270,1 (£ 9,46) Monaten
lag. Somit ist die Prognose bei Ostrogenrezeptor-positivem Mammakarzinomen um ca. 30 Monate
schlechter, wenn eIF2B2 hochgradig exprimiert wird (HR = 1,339).

Bei Betrachtung des Progesteronrezeptor-Status fiel auf, dass die Uberlebenskurve fiir
Progesteronrezeptor-negative Mammakarzinome mit einer niedrigen elF2B2-Expression trendartig
korreliert (p = 0,017; HR = 1,341), wobei die Kreuztabellen (vgl. Tabelle 3.4.) einen signifikanten
Zusammenhang zwischen Progesteronrezeptor-positiven Mammakarzinomen und hoher elF2B2-
Expression anzeigten. Das mittlere Gesamtiiberleben betrug bei Progesteronrezeptor-negativen
Mammakarzinomen 220,3 (£ 8,8) Monate bei niedriger mMRNA-Expression und zeigte damit mit einem
Uberlebensvorteil von 20 Monaten gegeniiber Progesteronrezeptor-negative Mammakarzinomen mit

hoher Expression (200,8 + 6,7 Monate).
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Ebenso war die Prognose bei HER2-neu-negativem Mammakarzinom signifikant schlechter (p = 0,005;
HR = 1,351), wenn elF2B2 auf mRNA hochgradig exprimiert wurde (mediane Uberlebenszeit: 300,7
vs. 270,1 Monate). Das Risiko, frither zu versterben, ist beim HER2-neu-negativem Mammakarzinom
1,351-fach erhdht, wenn eIF2B2 hoch exprimiert ist.

Zudem gab es einen trendartigen Unterschied im Uberleben bei hoher mRNA-Expression, wenn das
Mammakarzinom nicht triple-negativ war (p = 0,041). Dieser Zusammenhang zeigte sich schon in den
Kreuztabellen (vgl.  Tabelle 3.4.). Bei niedriger mRNA-Expression betrug das mediane
Gesamtiiberleben 300,7 Monate, wiahrend es hingegen bei hoher mRNA-Expression 270,1 (+ 11,46)
Monate betrug. Auch hier ist die Prognose bei hoher Expression schlechter (HR = 1,245).

Weiterhin fand sich ein Unterschied in der Prognose je nach gewdhlter Therapie und elF2B2-
Expression. Bei nicht erhaltener Chemotherapie zeigte sich ein trendartiger Uberlebensvorteil in
Abhingigkeit von der elF2B2-Expression (p = 0,027; HR = 1,127). Die Kaplan-Meier-Kurve zeigte
einen Uberlebensvorteil fiir Mammakarzinome mit einer niedrigen elF2B2-Expression mit einer
Hazard-Ratio von 1,127 an.

Eine durchgefiihrte Hormontherapie korrelierte trendartig mit einem Uberlebensvorteil bei niedriger
mRNA-Expression von elF2B2 (p = 0,028; HR = 1,149). Bei niedriger Expression betrug das mittlere
Gesamtiiberleben 236,6 (+ 12,2) und das mediane Gesamtiiberleben 285,7 (+ 28,7) Monate, wihrend
bei hoher Expression das mittlere Gesamtiiberleben 208,5 (+ 5,3) und das mediane Gesamtiiberleben
232,7 (= 11,9) Monate betrug. Somit ergibt sich ein Uberlebensvorteil bei niedriger eIF2B2-Expression.
Die Uberlebensdaten und Kaplan-Meier-Kurven fiir die elF2B2-Untereinheit sind in der Tabelle 6.3.4
sowie den Abbildungen 3.4. und 6.3.3. abgebildet.

Uberlebensfunktionen Uberlebensfunktionen
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Abbildung 3.4: Gesamtiiberleben in Abhidngigkeit der mRNA-Expression von elF2B2 basierend auf
der Metabric-Kohorte [163] beim Mammakarzinom und bei erhaltener Hormontherapie beim
Mammakarzinom
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elF2B4 / elF2Bo:

Auch fiir die 4. Subunit des eI[F2B-Komplexes entsprach der Cut-off-Wert dem 1. Quartil. Hier zeigte
sich kein signifikanter Unterschied im mittleren Gesamtiiberleben. Bei einem p von 0,150 betrug das
mittlere Gesamtiiberleben bei niedriger eIF2B4-Expression 237,7 (£ 7,2) Monate und bei hoher eIF2B4-
Expression 227,8 (+ 5,3) Monate (HR = 1,149).

Einen signifikanten Unterschied zugunsten niedriger mRNA-Expression gab es allerdings, wenn man
nur die Ostrogenrezeptor-negativen Mammakarzinome betrachtete (p = 0,007; HR = 1,63). Innerhalb
dieser Subgruppe betrug das mittlere Gesamtiiberleben bei niedriger mRNA-Expression der Subunit
205,6 (£ 11,2) Monate, wéahrend es bei hoher mRNA-Expression 182,5 (+ 8,3) Monate betrug. Somit ist
bei Ostrogenrezeptor-negativen Mammakarzinomen die Prognose bei hoher eIF2B4-mRNA-Expression
um ca. zwei Jahre schlechter und das Risiko, frither zu versterben, ist um den Faktor 1,63 erhoht.
Einen gleichen signifikanten Unterschied ergab sich auch bei Betrachtung der Progesteronrezeptor-
negativen Mammakarzinome (p = 0,005; HR = 1,447), wobei in dieser Subgruppe die Prognose um
lediglich 9 Monate schlechter war (207,1 vs. 198,7 Monate).

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass triple-negative Mammakarzinome eine trendartig schlechtere
Prognose haben, wenn die elF2B4-Expression auf mRNA-Niveau iiber dem Cut-off-Wert liegt (p =
0,048; HR = 1,526). Die mittlere Uberlebenszeit bei niedriger Expression betrug 206,6 (+ 11,8) Monate,
wihrend sie bei hoher Expression bei 187,0 (£ 9,9) Monate lag.

Unterscheidet man anhand der zugefiihrten Therapie, so zeigte sich in der Uberlebensgrafik, dass die
Radiotherapie bei niedriger mRNA-Expression besser anschlug (p = 0,039; HR = 1,292). Das mittlere
Gesamtiiberleben suggeriert allerdings ein Uberlebensvorteil bei hoher eIF2B4-Expression, welches
sich nicht im medianen Uberleben verifizieren ldsst, da wegen der geringeren Sterbewahrscheinlichkeit
bei niedriger Expression kein Median berechnet werden konnte. Die Uberlebensdaten und Kaplan-

Meier-Kurven sind in der Tabelle 6.3.5 sowie in den Abbildungen 3.5. und 6.3.4. abgebildet.
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Abbildung 3.5.: Gesamtiiberleben in Abhédngigkeit der mRNA-Expression von elF2B4 basierend auf
der Metabric-Kohorte [163] beim Mammakarzinom
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elF2BS / elF2Bs:

Der gewihlte Schwellenwert beziiglich niedriger und hoher mRNA-Expression entsprach auch bei der letzten
Subunit, der e-Untereinheit, dem 1. Quartil (log rank p = 0,004). Bei niedriger Expression betrug das mediane
Gesamtiiberleben ca. 8 Monate mehr als bei hoher Expression (285,7 (£ 13,0) vs. 278,4 (£ 17,5) Monate; HR
=1,334).

Gleiche Tendenz zeigte sich bei Betrachtung von T2-Mammakarzinomen. Mit einem p = 0,020 und einer
Hazard Ratio HR = 1,362 besteht ein trendartiger Uberlebensvorteil fiir eIF2B5-niedrig exprimierte T2-
Mammakarzinome. Dies spiegelt sich auch in der Betrachtung des medianen Gesamtiiberlebens wider (285,7
vs. 216,9 Monate).

Ein trendartiger Uberlebensvorteil zeigte sich auch bei niedriger mRNA-Expression fiir nodal-negative
Mammakarzinome (p = 0,032; HR = 1,434). Das mediane Gesamtiiberleben konnte fiir nodal-negative
Mammakarzinome bei niedriger Expression nicht berechnet werden, da das kumulative Uberleben noch nicht
unter 50% sank.

Ebenso lieB sich ein Uberlebensvorteil bei nodal-positiven Mammakarzinomen bei niedriger mRNA-
Expression verzeichnen (p = 0,034; HR = 1,300; medianes Gesamtiiberleben bei niedriger Expression 270,1
vs. 178,7 Monate bei hoher Expression).

Sowohl bei Ostrogenrezeptor-positiven (p = 1,4*10~; HR = 1,685) als auch bei Progesteronrezeptor-positiven
(p = 0,001, HR = 1,698) Mammakarzinomen zeigten sich signifikante Unterschiede in der Uberlebensanalyse
in Abhéngigkeit der mRNA-Expression der e-Untereinheit.

Mit einer Hazard Ratio von 1,685 fiir Ostrogenrezeptor-positive und einer Hazard Ratio von 1,698 fiir
Progesteronrezeptor-positive Mammakarzinome ist das Risiko, frither zu versterben bei hoher mRNA-
Expression erhoht. Diese Signifikanzunterschiede zeigten sich nicht bei Betrachtung des medianen und
mittleren Gesamtiiberlebens.

Dem entgegen gab es signifikante Unterschiede in der Uberlebenszeitanalyse, wenn der HER2-neu-Status
negativ war (p = 0,004; HR = 1,374). Das mediane Gesamtiiberleben war bei niedriger e[F2B5-Expression
besser (285,7 = 11,1 vs. 282,6 + 13,5 Monate) und entspricht auch der Uberlebenskurve. Eine hohe Expression
geht somit mit einem 1,374-fach erhohtem Risiko einher, frither zu versterben.

Auch fiir nicht-triple-negative Karzinome zeigten sich in der Kaplan-Meier Kurve und im medianen
Gesamtiiberleben signifikante Unterschiede (medianes Gesamtiiberleben von 285,7 Monaten bei niedriger
Expression vs. 278,4 Monate bei hoher Expression). Der p-Wert zeigte einen signifikanten Unterschied an (p
=1,4*10"> HR = 1,539) und das Hazard-Ratio erbrachte den Nachweis, dass eine hohe eIF2B5-Expression mit
einem 1,539-fach erhohtem Risiko verbunden ist, frither zu versterben. Betrachtet man das mediane Uberleben,

so besteht ein Uberlebensvorteil von 7,3 Monaten bei niedriger Expression.
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Wie bei den vorherigen Untereinheiten auch, so ergaben sich auch Unterschiede im Uberleben je nach
zugefiihrter Therapie. Erhielten die Patientinnen keine Chemotherapie, so war die Prognose bei niedriger
mRNA-Expression besser (p = 0,001; HR = 1,528).

Erhielten die Patientinnen eine Radiotherapie, so bestand ein trendartiger Uberlebensvorteil bei niedriger
mRNA-Expression (p = 0,015; HR = 1,355). Das mediane Gesamtiiberleben war bei niedriger mRNA-
Expression um 7,3 Monate hdher (p = 0,015; medianes Gesamtiiberleben bei geringer Expression: 285,7 (+
11,2) vs. medianes Gesamtiiberleben bei hoher Expression: 278,4 (£ 25,2) Monate).

Bei erhaltener Hormontherapie war hierbei mit einem p von 1,4*10°5 das Uberleben bei niedriger mRNA-
Expression besser als bei hoher mRNA-Expression (p =1,4*10°5; HR = 1,777). Eine hohe mRNA-Expression
geht hier mit einem 1,777-fach erhohtem Risiko einher, friiher zu versterben. Auch das mediane
Gesamtiiberleben zeigte einen Uberlebensvorteil fiir elF2B5-niedrig exprimierte Mammakarzinome an
(mittleres Gesamtiiberleben bei niedriger Expression 285,7 Monate vs. 226,2 + 14,0 Monate bei hoher mRNA -
Expression). Die Uberlebensdaten aufgeschliisselt nach klinisch-pathologischen Faktoren in Abhiingigkeit der
mRNA-Expression von eIF2B5 sind der Tabelle 6.3.6 und den Abbildungen 3.6. und 6.3.5. dargestellt.
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Abbildung 3.6.: Gesamtiiberleben in Abhéngigkeit der mRNA-Expression von eIF2B5 basierend auf der
Metabric-Kohorte [163] beim Mammakarzinom und bei erhaltener Hormontherapie beim Mammakarzinom
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KM-Plotter [166]:

Um die bioinformatorischen Uberlebenszeitdaten von Metabric [163] fiir die Untereinheiten von eIF2
auf mRNA-Ebene verifizieren zu konnen, nutzten wir mithilfe des KM-Plotters weitere Datenbanken
[166]. Mithilfe dieses Online-Survival-Tools wurden die Datenbanken von EGA, TCGA und GEO nach
der mRNA von elF2B untersucht, ein Auto-Cut-Off-Wert festgelegt und basierend darauf Kaplan-
Meier-Kurven erstellt. Fiir das krankheitsfreie Intervall konnten 4929 Daten selektiert werden, wahrend
fiir das Gesamtiiberleben 1879 Daten selektiert wurden.

Zugunsten der Ubersicht wurden fiir jede Untereinheit die Kaplan-Meier-Kurven fiir das
Gesamtiiberleben und das rezidiv-freie Uberleben dargestellt. Fiir die Subanalysen wurden jeweils nur

die signifikanten und trendartigen Uberlebenskurven abgebildet.

elF2B1 / elF2Ba:

Fiir die alpha-Untereinheit eI[F2B1 lag der p-Wert fiir das Gesamtiiberleben bei p = 0,102 wihrend er
fiir das krankheitsfreie Uberleben bei p = 0,240 lag. Bei niedriger eIF2B1-Expression lag die mediane
Gesamtiiberlebenszeit bei 81 Monaten, wihrend sie bei hoher eIF2B1-Expression bei 106,8 Monaten
lag. Auf das krankheitsfreie Uberleben bezogen zeigte sich bei hoher eIF2B1-Expression eine niedrigere
mediane Gesamtiiberlebenszeit (46,8 Monate vs. 51 Monate). Hierbei lie sich auch bei Betrachtung der
Kaplan-Meier-Kurven somit kein signifikantes Ergebnis darstellen.

Bei der Unterteilung in Subgruppen zeigte sich, dass ein Uberlebensvorteil sowohl im Gesamtiiberleben
als auch im medianen krankheitsfreien Uberleben bei Ostrogenrezeptor-negativen Mammakarzinomen
besteht, wenn elF2B1 hoch exprimiert ist (Gesamtiiberleben: p = 0,009; HR = 0,66; 68,4 Monate bei
hoher Expression vs. 40,7 Monate bei niedriger Expression; Krankheitsfreies Uberleben: p = 0,006; HR
= 0,77; medianes krankheitsfreies Uberleben 27 Monate bei hoher Expression vs. medianes
krankheitsfreies Uberleben von 18 Monaten bei niedriger Expression).

Fiir das mediane krankheitsfreie Uberleben zeigte sich zudem ein signifikanter Uberlebensvorteil beim
Ostrogenrezeptor-positiven Mammakarzinom, wenn elF2B1 niedrig exprimiert ist (p = 0,005, HR =
1,18; 69,7 Monate bei niedriger mRNA-Expression vs. 54 Monate bei hoher mRNA-Expression).
Beim nodal-negativem Mammakarzinom lieB sich ein signifikanter Uberlebensvorteil im
Gesamtiiberleben bei niedriger elF2B1-Expression nachweisen (p = 0,006; HR = 1,45; medianes
Gesamtiiberleben 173,7 Monate bei niedriger eIF2B1-mRNA-Expression vs. 89,0 Monate bei hoher
elF2B1-mRNA-Expression).

Weiterhin war bei nodal-positivem Mammakarzinomen ein Uberlebensvorteil bei hoher elF2B1-
mRNA-Expression zu verzeichnen. Bezogen auf das Gesamtiiberleben liel sich ein trendartiger
Unterschied mit einem Uberlebensvorteil von 20 Monaten zugunsten hoher mRNA-Expression
nachweisen (p = 0,040; HR = 0,70; medianes Gesamtiiberleben bei niedriger e[F2B1-Expression = 35,3
Monate vs. medianes Gesamtiiberleben bei hoher elF2B1-Expression = 55,5 Monate), wiahrend der

Uberlebensvorteil bei hoher mRNA-Expression, bezogen auf das mediane krankheitsfreie Uberleben
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sogar signifikant war (p = 0,004; HR = 0,78; medianes krankheitsfreies Uberleben bei niedriger
Expression 32,0 Monate vs. 45 Monate bei hoher Expression). Ebenso zeigte sich ein Uberlebensvorteil
— im Gesamt- und im krankheitsfreien Uberleben — bei niedriger eIF2B1-Expression, wenn die
Patientinnen eine Hormontherapie bekamen (p = 0,006; HR = 1,98 fiir das Gesamtiiberleben bzw. p =
0,002; HR = 1,48 fiir das mediane krankheitsfreie Uberleben). Patientinnen, die eine Chemotherapie
erhielten, hatten einen trendartigen Vorteil im krankheitsfreien Uberleben, wenn elF2B1 niedrig
exprimiert war (p = 0,045; HR = 1,26; medianes krankheitsfreies Uberleben bei niedriger eIF2B1-
mRNA-Expression: 58 Monate vs. medianes krankheitsfreies Uberleben bei hoher elF2B1-mRNA-
Expression: 39,84 Monate).

Die Ubersicht der Uberlebensdaten sowie die signifikanten Uberlebenskurven als Kaplan-Meier-Kurven

sind in Tabelle 6.3.7 und in den Abbildung 3.7. sowie 6.3.6. und 6.3.7. dargestellt.

Gesamtiiberleben elF2B1
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Abbildung 3.7.: Gesamtiiberleben in Abhingigkeit der mRNA-Expression von eIF2B1 basierend auf
dem KM-Plotter [166, 167] beim Mammakarzinom und bei erhaltener Hormontherapie beim
Mammakarzinom

elF2B2 / elIF2Bp:

Sowohl fiir das mediane krankheitsfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben lieB sich kein signifikanter
Uberlebensvorteil in Abhéngigkeit von der elF2B2-Untereinheit nachweisen.

Dennoch zeigte sich wie auch bei der alpha-Subunit ein signifikanter Uberlebensvorteil bei Betrachtung
des rezidiv-freien Uberlebens fiir Ostrogenrezeptor-positive Mammakarzinome, wenn elF2B2 niedrig
exprimiert war (p = 0,004; HR = 1,20; medianes krankheitsfreies Uberleben bei niedriger Expression =
216,7 Monate vs. medianes krankheitsfreies Uberleben bei hoher Expression = 184 Monate). Ebenso —
lieB sich ein signifikanter Uberlebensvorteil im Gesamtiiberleben und ein trendartiger Uberlebensvorteil
beim krankheitsfreien Uberleben beim Ostrogenrezeptor-negativem Mammakarzinom feststellen (p =

0,0095; HR = 1,52). Auch hier war bei hoher eI[F2B2-Expression das mediane Gesamtiiberleben 26
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Monate geringer (67,4 vs. 41,4 Monate) und das mediane krankheitsfreie Uberleben (p = 0,018; HR =
1,26) um 4,6 Monate geringer (23,6 vs. 19 Monate).

Waren die Mammakarzinome HER2-neu negativ, so lieB sich ein signifikanter Vorteil im
krankheitsfreien Uberleben (p = 0,004; HR = 1,20; medianes krankheitsfreies Uberleben bei niedriger
Expression von 228,9 vs. medianes krankheitsfreies Uberleben bei hoher Expression von 184 Monate)
und ein trendartiger Uberlebensvorteil im Gesamtiiberleben (p = 0,034; HR = 1,29; 123,6 vs. 80,65
Monate) bei niedriger e[F2B2-mRNA-Expression nachweisen.

Trendartige Unterschiede zugunsten einer niedrigen elF2B2-Expression zeigten sich zudem im
Gesamtiiberleben bei nodal-positivem Mammakarzinom (p = 0,046; HR = 1,4) und bei erhaltener
Chemotherapie (p = 0,013; HR = 1,71).

Ebenfalls trendartige Uberlebensvorteile bei niedriger eIF2B2-Expression zeigten sich im
krankheitsfreien Uberleben beim nodal-negativem (p = 0,018; HR = 1,25) Mammakarzinom und bei
nicht erhaltener Chemotherapie (p = 0,03; HR = 1,23).

Sowohl bezogen auf das Gesamtiiberleben (p = 0,0003; HR = 2,34) als auch auf das krankheitsfreie
Uberleben (p = 0,001; HR = 1,47) lieBen sich signifikante Uberlebensvorteile bei erhaltener
Hormontherapie feststellen, wenn elF2B2 schwach exprimiert war.

Die Uberlebensdaten aufgeschliisselt nach den verfiigharen klinisch-pathologischen Faktoren in
Abhingigkeit der mRNA-Expression von elF2B2 sind in der Tabelle 6.3.8 und in den Abbildungen 3.8.
sowie 6.3.8. und 6.3.9. dargestellt.
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Abbildung 3.8.: Gesamtiiberleben in Abhingigkeit der mRNA-Expression von eIF2B2 basierend auf
dem KM-Plotter [166, 167] beim Mammakarzinom und bei erhaltener Hormontherapie beim
Mammakarzinom
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elF2B3 / elF2By:

Fiir die Untereinheit eIF2B3 konnte sowohl fiir das mediane Gesamtiiberleben als auch fiir das mediane
krankheitsfreie Uberleben kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden. Jedoch konnte ein
trendartiger Uberlebensvorteil bei niedriger elF2B3-Expression im krankheitsfreien Uberleben
nachgewiesen werden (p=0,018; HR = 1,14). Gleicher Trend zeigte sich im krankheitsfreien Uberleben,
bei selektiver Betrachtung Ostrogenrezeptor-positiver Mammakarzinome (p= 0,031; HR = 1,17)
zugunsten einer niedrigen mRNA-Expression.

Einen signifikanten Uberlebensvorteil im krankheitsfreien Uberleben zeigte sich bei HER2-neu
negativen Mammakarzinomen, wenn elF2B3 niedrig exprimiert war (p = 0,008; HR = 1,18).

Obwohl eine hohe elF2B3-Expression mit einem trendartig (bei Betrachtung des krankheitsfreien
Uberlebens aller Mammakarzinome und Ostrogen-rezeptor-positiver Mammakarzinome) bzw.
signifikant (bei Betrachtung HER2-neu-negativer Mammakarzinome) hoherem Hazard Ratio assoziiert
ist, ergeben sich widerspriichliche Angaben zum medianen Uberleben. Dies ist vermutlich auf die
Verteilung der zensierten Félle zurlickzufiihren, da lediglich zensierte Félle unter die 50%-Grenze der
Uberlebenswahrscheinlichkeit fallen.

Sowohl bezogen auf das mediane Gesamtiiberleben (p = 0,030), als auch auf das mediane krankheitsfreie
Uberleben (p = 0,034) ergaben sich beim nodal-negativem Mammakarzinom trendartige
Uberlebensvorteile, wenn eIF2B3 niedrig exprimiert war. Beim nodal-positivem Mammakarzinom lie3
sich ein signifikanter Uberlebensvorteil von 41,8 Monaten im krankheitsfreien Uberleben zeigen, wenn
elF2B3 niedrig exprimiert war (p = 0,001; HR = 1,33; medianes krankheitsfreies Uberleben von 171,4
Monate bei niedriger eIF2B3-Expression vs. 129,6 Monate bei hoher elF2B3-Expression).

Wie auch bei den vorherigen Untereinheiten zeigte sich ein signifikanter Uberlebensvorteil im
Gesamtiiberleben (p = 0,007; HR = = 2,23) als auch im krankheitsfreien Uberleben (p = 0,010; HR =
1,37), wenn elF2B3 niedrig exprimiert war und die Patientinnen eine Hormontherapie erhielten.
Ebenso zeigte sich ein trendartiger Unterschied zugunsten niedriger elF2B3-Expression bei nicht
erhaltener Hormontherapie im medianen krankheitsfreien Uberleben (p = 0,022; HR = 1,22).

Die Uberlebensdaten und Kaplan-Meier-Kurven fiir die elF2B3-Untereinheit sind in der Tabelle 6.3.9
sowie in den Abbildungen 3.9. sowie 6.3.10. und 6.3.11. abgebildet.
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Gesamtiiberleben eIF2B3
Erhaltene Hormontherapie
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Abbildung 3.9: Gesamtiiberleben in Abhingigkeit der mRNA-Expression von elF2B3 basierend auf
dem KM-Plotter [166, 167] beim Mammakarzinom und bei erhaltener Hormontherapie beim
Mammakarzinom

elF2B4 / eIF2Bé:

Einen signifikanten Unterschied im krankheitsfreien Intervall zeigte auch die e[F2B4-Untereinheit. Mit
einem p-Wert von 0,0002 lieB sich ein Uberlebensvorteil bei hoher mRNA-Expression nachweisen (HR
= 0,82). Das mediane krankheitsfreie Intervall betrug bei hoher Expression 60 Monate, wéahrend es bei
niedriger mRNA-Expression 42,0 Monate betrug. Umgekehrt verhielt es sich beim Gesamtiiberleben,
jedoch konnte hier kein signifikanter Unterschied aufgezeigt werden.

Betrachtet man nur Ostrogenrezeptor-positive Mammakarzinome, so ldsst sich bezogen auf das
Gesamtiiberleben ein signifikanter Uberlebensvorteil bei niedriger elF2B4-mRNA-Expression
feststellen (p = 0,010; HR = 1,38; medianes Gesamtiiberleben von 135,8 Monate bei niedriger
Expression vs. 82 Monate bei hoher Expression), wihrend sich ein signifikanter Uberlebensvorteil (im
Median von 20 Monaten) im krankheitsfreien Intervall bei hoher eIF2B4-Expression vermerken lie3 (p
= 0,005; HR = 0,84; medianes krankheitsfreies Uberleben von 52 Monaten bei niedriger Expression vs.
72 Monate bei hoher Expression).

Weiterhin = signifikant war das mediane krankheitsfreie Uberleben bei HER2-neu-negativen
Mammakarzinomen, die eine bessere Prognose bei Hochexpression von elF2B4 aufwiesen (p = 4,3x10
® HR = 0,77; medianes krankheitsfreies Uberleben bei niedriger Expression = 44 Monate vs. 72,1
Monate bei hoher Expression).

Nodal-positive Mammakarzinome zeigten einen signifikanten Uberlebensvorteil im Gesamtiiberleben
bei niedriger el[F2B4-mRNA-Expression (p = 0,005; HR = 1,63; medianes Gesamtiiberleben bei
niedriger e[F2B4-Expression von 55,5 Monaten vs. medianes Gesamtiiberleben bei hoher elF2B4-

Expression von 33,4 Monaten).
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Wie auch bei den vorherigen elF2B-Untereinheiten zeigte sich ein Gesamtiiberlebensvorteil bei
Patientinnen, die eine Hormontherapie erhalten haben und eIF2B4 niedrig exprimiert war (p = 0,001;
HR =2,43).

Patientinnen, die keine Hormontherapie bekommen haben, zeigten einen trendartigen Uberlebensvorteil
im krankheitsfreien Uberleben, wenn eIF2B4 hoch exprimiert war (p = 0,011; HR = 0,81; medianes
krankheitsfreies Uberleben bei niedriger mRNA-Expression von 39,96 Monaten vs. medianes
krankheitsfreies Uberleben bei hoher mRNA-Expression von 57 Monaten).

Ein trendartig ldngeres Gesamtiiberleben hatten sowohl HER2-neu-positive Mammakarzinome und
Patientinnen, die eine Chemotherapie erhalten haben, wenn elF2B4 niedrig exprimiert war.

Die Uberlebensdaten, basierend auf dem KM-Plotter fiir die eIF2B4-Untereinheit, sind in Tabelle
6.3.10, die Uberlebenskurven nach der Kaplan-Meier-Methode in den Abbildungen 3.10. sowie 6.3.12.
und 6.3.13. dargestellt.

Gesamtiiberlchen e[F2B4
Hormantherapie erhalten
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Abbildung 3.10: Gesamtiiberleben in Abhéngigkeit der mRNA-Expression von elF2B4 basierend auf
dem KM-Plotter [166, 167] beim Mammakarzinom und bei erhaltener Hormontherapie beim
Mammakarzinom
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elF2B5 / elF2Bs:

Nicht signifikant zeigte sich das Gesamtiiberleben in Abhingigkeit der mRNA-Expression von der
elF2B5-Untereinheit.

Der p-Wert lag hierbei bei 0,057 und die mediane Gesamtiiberlebenszeit betrug bei niedriger elF2BS5-
Expression 72,2 Monate, wihrend die Gesamtiiberlebenszeit bei hoher eI[F2B5-Expression 33,2 Monate
mehr betrug (105,44 Monate).

Der p-Wert lag fiir diese Population, bezogen auf das krankheitsfreie Uberleben, bei p = 1x107 und die
Hazard Ratio betrug HR = 0,75.

Die mediane krankheitsfreie Uberlebenszeit betrug bei niedriger Expression 191,21 Monate, wihrend
sie bei hoher Expression 216,66 Monate lag, somit lag bezogen auf das mediane krankheitsfreie
Uberleben ein signifikanter Uberlebensvorteil bei hoher elF2B5-mRNA-Expression vor.

Ebenso zeigte sich in der Subgruppenanalyse ein krankheitsfreier Uberlebensvorteil bei hoher eIF2B5-
Expression fiir Ostrogenrezeptor-positive Mammakarzinome (p= 0,0002; HR = 0,78; medianes
krankheitsfreies Uberleben bei niedriger eIF2B5-mRNA-Expression = 191,2 Monate vs. medianes
krankheitsfreies Uberleben bei hoher eIF2B5-mRNA-Expression = 216,7 Monate) als auch fiir HER2-
neu-negative Mammakarzinome (p = 4,3x10%; HR = 0,71; medianes krankheitsfreies Uberleben bei
niedriger Expression = 191,2 Monate vs. 216,7 Monate bei hoher Expression). Bei letzter Subgruppe
konnte auch ein trendartiger Uberlebensvorteil bei hoher mRNA-Expression im Gesamtiiberleben
nachgewiesen werden (p = 0,018; HR = 0,75; medianes Gesamtiiberleben bei niedriger Expression =
80,6 Monate vs. 121,2 Monate bei hoher Expression).

Fiir nodal-positive Mammakarzinome war ein trendartiger Uberlebensvorteil im krankheitsfreien
Uberleben bei hoher mRNA-Expression nachweisbar (p = 0,042; HR = 0,82; medianes krankheitsfreies
Uberleben bei niedriger mRNA-Expression = 122,64 Monate vs. 171,43 Monate bei hoher mRNA-
Expression), wihrend fiir nodal-negative Mammakarzinome ein signifikanter Uberlebensvorteil im
krankheitsfreien Uberleben fiir eIF2B5-niedrig-exprimierte Mammakarzinome nachweisbar war (p =
8,7x10°5; HR = 1,38; medianes krankheitsfreies Uberleben bei niedriger mRNA-Expression von e[F2B5
=216,7 Monate vs. 185,2 Monate bei hoher mRNA-Expression).

Fiir Patientinnen, die keine Chemotherapie bekamen, zeigte sich ein signifikanter Vorteil im
krankheitsfreien Uberleben bei niedriger elF2B5-Expression (p = 0,002; HR = 1,29; medianes
krankheitsfreies Uberleben bei niedriger eIF2B5-Expression = 216,7 vs. 185,2 Monate bei hoher
mRNA-Expression). Einen signifikanten Uberlebensvorteil zugunsten niedriger mRNA-Expression
zeigte sich filir Patientinnen, die keine Hormontherapie bekamen (p = 0,001; HR = 1,33; medianes
krankheitsfreies Uberleben bei niedriger Expression = 216,7 Monate vs. 161,3 Monate bei hoher
Expression). Trendartige Uberlebensvorteile zugunsten niedriger mRNA-Expression lieBen sich im

Gesamtiiberleben fiir Patientinnen nachweisen, die keine Chemotherapie erhielten (p = 0,039; HR =
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1,46) und im krankheitsfreien Uberleben fiir Patientinnen, die Chemotherapie erhielten (p = 0,027; HR
=1,29).

Die Uberlebensdaten aufgeschliisselt nach den verfiigbaren klinisch-pathologischen Faktoren in
Abhingigkeit der mRNA-Expression von elF2B5 sind der Tabelle 6.3.11 und in den Abbildungen 3.11.
sowie 6.3.14. und 6.3.15. dargestellt.
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Abbildung 3.11: Gesamtiiberleben in Abhéngigkeit der mRNA-Expression von elF2B5 basierend auf
dem KM-Plotter [166, 167] beim Mammakarzinom
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Folgend sind die signifikanten Ergebnisse der Kreuztabellen und der Uberlebensanalyse zusammengefasst. Nicht signifikante Ergebnisse, sowie die

Uberlebensanalyse der immunhistochemischen Kohorten wurden zu Gunsten der Ubersichtlichkeit in den folgenden Tabellen auBen vorgelassen. Fiir die

Uberlebensanalyse waren maBgeblich die Daten des KM-Plotters, sowie die Hazard Ratio. Griin beschriftet wurde das Ergebnis, wenn der Zusammenhang bzw.

Uberlebensvorteil bei hoher Expression zu verzeichnen war, blau markiert wurde das Ergebnis, wenn der Zusammenhang bzw. der Uberlebensvoteil bei niedriger

Expression nachzuweisen war.

elF2B1 elF2B2
mRNA Metabric* KM-Plotter* mRNA Metabric* KM-Plotter*
Kreuztabellen Gesamtiiberleben Gesamtiiberleben Krankheitsfreics Kreuztabellen Gesamtiiberleben Gesamtiiberleben Krankheitsfreics
Uberleben Uberleben
E R
Gesamtiiberleben Uberlebensvorteil -
allen Kurven - L .
Lo . niedrige Expression
niedrige Expression
Krankheitsfreies Uberleben
- signifikanter signifikanter
Ostrogenrezeptor Zusammenhang Zusammenhang
hiuficer hohe _ signifikanter hiufier hohe _ trendartiger _ signifikanter
positiv gern Uberlebensvorteil - gert Uberlebensvorteil - Uberlebensvorteil -
Expression L . Expression L . L .
niedrige Expression niedrige Expression niedrige Expression
hiiufieer neeative signifikanter signifikanter signifikanter trendartiger
negativ ger neg Uberlebensvorteil- | Uberlebensvorteil - Uberlebensvorteil - | Uberlebensvorteil-
Expression . . L . s .
hohe Expression hohe Expression niedrige Expression | niedrige Expression
Progesteronrezeptor signifikanter
s P Zusammenhang
ositi héufiger hohe
posity Expression
trendartiger
negativ Uberlebensvorteil -
niedrige Expression
HER2-neu-Status signifikanter
Zusammenhang

negativ

haufiger hohe
Expression

signifikanter
Uberlebensvorteil -
niedrige Expression

trendartiger
Uberlebensvorteil -
niedrige Expression

signifikanter
Uberlebensvorteil -
niedrige Expression

positiv

haufiger niedrige
Expression

trendartiger
Uberlebensvorteil -
niedrige Expression

TNBC (Triple negative Breast
Cancer)

signifikanter
Zusammenhang
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nicht triple negativ

triple negativ

T (Tumorausdehnung)

T1

T2

T3

N (Lymphknotenmetastasen)

Nodal positiv

Nodal negativ

Radiotherapie
ja
nein

Chemotherapie

ja

nein

Hormontherapie

keine

erhalten

héufiger hohe
Expression

trendartiger
Uberlebensvorteil -
niedrige Expression
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trendartiger
Uberlebensvorteil -
niedrige Expression

trendartiger
Uberlebensvorteil -
niedrige Expression

trendartiger
Zusammenhang

trendartiger

signifikanter

niedrige Expression

- - haufiger hohe trendartiger
Uberlebensvorteil - | Uberlebensvorteil - N Uberlebensvorteil -
. . . Expression . .
hohe Expression hohe Expression niedrige Expression
signifikanter trendartiger
Uberlebensvorteil -

Uberlebensvorteil -
niedrige Expression

trendartiger
Uberlebensvorteil -
niedrige Expression

trendartiger
Uberlebensvorteil -
niedrige Expression

trendartiger
Uberlebensvorteil -
niedrige Expression

Uberlebensvorteil -

trendartiger

niedrige Expression

signifikanter signifikanter

Zusammenhang Zusammenhang

héufiger niedrige
Expression

hiufiger hohe ) signifikanter. } signiﬁkamer' hiufiger hohe ) trendartiger' } signifikanter. ) signiﬁkamer'
e Uberlebensvorteil - | Uberlebensvorteil - . . Uberlebensvorteil - | Uberlebensvorteil - | Uberlebensvorteil -
Expression Expression

niedrige Expression

niedrige Expression

niedrige Expression

niedrige Expression

* Signifikanzniveau: p < 0,01

**Signifikanzniveau: p< 0,05

Tabelle 3.4: Signifikanziibersicht von eIF2B1 und elF2B2
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elF2B3 elF2B4
KM-Plotter* mRNA Metabric* KM-Plotter*
Gesamtiiberleben Krankheitsfreies Uberleben Kreuztabellen Gesamtiiberleben Gesamtiiberleben Krankheitsfreies Uberleben
_ nicht signifikanter
Gesamtiiberleben Uberlebensvort.eﬂ in allen
Kurven - niedrige
Expression
trendartiger signifikanter
Krankheitsfreies Uberleben Uberlebensvorteil - niedrige Uberlebensvorteil - hohe
Expression Expression
()strogenrezeptor
trendartiger signifikanter signifikanter
positiv Uberlebensvorteil - niedrige Uberlebensvorteil - niedrige Uberlebensvorteil - hohe
Expression Expression Expression
. signifikanter
negativ Uberlebensvorteil - niedrige
Expression
Progesteronrezeptor trendartiger Zusammenhang
positiv haufiger hohe Expression
signifikanter
negativ Uberlebensvorteil - niedrige
Expression
HER2-neu-Status trendartiger Zusammenhang
trendartiger signifikanter
negativ Uberlebensvorteil - niedrige Uberlebensvorteil - hohe
Expression Expression
trendartiger
positiv haufiger hohe Expression Uberlebensvorteil - niedrige
Expression
TNBC (Triple negative signifikanter
Breast Cancer) Zusammenhang
nicht triple negativ haufiger hohe Expression
trendartiger
triple negativ Uberlebensvorteil - niedrige
Expression
T (Tumorausdehnung)
T1
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N (Lymphknotenmetastasen)

3. Ergebnisse

T2

T3

signifikanter

signifikanter

Uberlebensvorteil - niedrige

Nodal positiv Uberlebensvorteil - niedrige
Expression Expression
trendartiger trendartiger
Nodal negativ Uberlebensvorteil - niedrige | Uberlebensvorteil - niedrige
Expression Expression
Radiotherapie
trendartiger
ja Uberlebensvorteil - niedrige
Expression
nein
Chemotherapie
trendartiger
ja Uberlebensvorteil - niedrige
Expression

nein

Hormontherapie
trendartiger trendartiger
keine Uberlebensvorteil - niedrige Uberlebensvorteil - hohe
Expression Expression
signifikanter signifikanter signifikanter
erhalten Uberlebensvorteil - niedrige | Uberlebensvorteil - niedrige Uberlebensvorteil - niedrige
Expression Expression Expression

* Signifikanzniveau: p < 0,01

**Signifikanzniveau: p< 0,05

Tabelle 3.5: Signifikanziibersicht von elF2B3 und eIF2B4

59



3. Ergebnisse

elF2B5
mRNA Metabric* KM-Plotter* IHCMD 1o Mp DCIs IHC Graz | 14C Graz DCIS*
Tumorsubgruppe Tumorsubgruppe
Kreuztabellen Gesamtiiberleben Gesamtiiberleben Krankheitsfreies Kreuztabellen / KM- | Kreuztabellen / KM- | Kreuztabellen / KM- | Kreuztabellen / KM-
- —— S Uberleben Plotter Plotter Plotter Plotter
signifikanter
Gesamtiiberleben Uberlebensvorteil -
niedrige Expression
Krankheitsfreies - S{gnlflkant?r .
- Uberlebensvorteil -
Uberleben .
hohe Expression
-- signifikanter
Ostrogenrezeptor Zusammenhang
hiuficer hohe signifikanter signifikanter
positiv autiger ¥ Uberlebensvorteil - Uberlebensvorteil -
Expression L . .
niedrige Expression hohe Expression
negativ
Progesteronrezeptor
_ signifikanter
positiv Uberlebensvorteil -
niedrige Expression
negativ
HER2-neu-Status
signifikanter trendartiger signifikanter
negativ Uberlebensvorteil - Uberlebensvorteil - Uberlebensvorteil -
niedrige Expression hohe Expression hohe Expression
positiv
TNBC (Triple negative signifikanter
Breast Cancer) Zusammenhang
.. _ signifikanter
nicht triple negativ h““ﬁ%“ hOhC Uberlebensvorteil -
Expression L .
niedrige Expression
triple negativ
trendartiger
T (Tumorausdehnung) Zusammenhang
T<2 héaufiger nlgdrlgc
Expression
T>2 hz{uhgcr hohc
Expression
1
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N

(Lymphknotenmetastasen)

Nodal positiv

Nodal negativ
Radiotherapie
ja
nein
Chemotherapie
ja
nein
Hormontherapie

keine

erhalten

trendartiger
Uberlebensvorteil -
niedrige Expression

3. Ergebnisse

trendartiger trendartiger
Uberlebensvorteil - Uberlebensvorteil -
niedrige Expression hohe Expression

trendartiger signifikanter

Uberlebensvorteil -
niedrige Expression

Uberlebensvorteil -
niedrige Expression

trendartiger
Uberlebensvorteil -
niedrige Expression

trendartiger
Zusammenhang
trendartiger
Uberlebensvorteil -
niedrige Expression
signifikanter trendartiger signifikanter

hiufiger hohe
Expression

Uberlebensvorteil -
niedrige Expression

Uberlebensvorteil -
niedrige Expression

Uberlebensvorteil -
niedrige Expression

signifikanter
Uberlebensvorteil -
niedrige Expression

signifikanter
Uberlebensvorteil -
niedrige Expression

* Signifikanzniveau: p <

0,01

**Signifikanzniveau: p<

0,05

Tabelle 3.6: Signifikanziibersicht von e[F2B5

61



4. Diskussion

4.  Diskussion

In dieser Diskussion wird auf die initialen Fragestellungen der hier dargestellten Thematik der
Expression der Untereinheiten des elF2B-Komplexes beim Mammakarzinom eingegangen. Fokus liegt
auf dem Vergleich der mRNA-Expression und der immunhistochemisch bestimmten Expression von
elF2B-Untereinheiten im Mammakarzinom. Insbesondere wird auf die prognostische Relevanz dieser

Daten eingegangen.

4.1. Patientenkollektive und klinisch pathologische Parameter

Diese Dissertation bearbeitet verschiedene Kohorten, die teilweise immunhistochemisch auf
Proteinebene und teilweise auf Genexpressionsebene untersucht wurden.

Die beiden immunhistochemisch untersuchten Patientenkollektive aus den Kohorten Magdeburg und
Graz wurden getrennt analysiert und im Nachhinein miteinander verglichen.

Fiir die Kohorte Magdeburg ergab sich ein mittleres Erkrankungsalter von 63,8 Jahren, wihrend das
mittlere Erkrankungsalter der Grazer Kohorte 56,2 Jahre betrug (p=0,002). Bezugnehmend auf das
Zentrum fiir Krebsregisterdaten lag 2018 das mittlere Erkrankungsalter in Deutschland (fiir Frauen) bei
64 Jahren [176]. Dies entspricht der Verteilung in der Allgemeinbevolkerung, womit unsere Kohorten
reprasentative Kollektive darstellen. Dass die Grazer Kohorte ein niedrigeres mittleres Erkrankungsalter
aufwies, kann in der niedrigen Fallzahl (n = 49) begriindet sein. Dementsprechend waren in der
Magdeburger Kohorte ca. 80% der betroffenen Mammakarzinom-Patientinnen in der Postmenopause.
Eine dhnliche Verteilung zeigte sich auch in der mRNA-basierten Kohorte von Metabric. Dies
verwundert nicht, da das Alter und der Menopausenstatus unmittelbar voneinander abhidngen und bei
einem hoheren Erkrankungsalter eine hohere Wahrscheinlichkeit vorliegt, dass die Patientin sich schon
in der Menopause befunden hat oder sich gerade darin befindet.

Bezogen auf den Rezeptorstatus zeigte sich sowohl in der Magdeburger, der Grazer, als auch in der
Metabric-mRNA-basierten Kohorte in ca. 70% der Ostrogenrezeptor positiv und in 50% der
Progesteronrezeptor als positiv. Auch dies entspricht dem Rezeptorstatus bei Mammakarzinomen in der
Normalbevolkerung [177].

Ebenfalls entsprechend der Allgemeinbevolkerung lag in der Magdeburger Kohorte in 80% ein
invasives Karzinom ohne speziellen Typ vor. 15% wiesen ein invasiv-lobuldres Karzinom auf.
Zusammenfassend zeigte sich auch in der Verteilung der histologischen Subtypen ein repriasentatives

Kollektiv [30].
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4.2. Expression der elF2B-Untereinheiten und klinisch pathologische Faktoren

Bei Betrachtung der immunhistochemischen Expression ist in erster Linie zu sagen, dass die
Farbeergebnisse in den unterschiedlichen Kohorten (Magdeburg vs. Graz) unterschiedlich erscheinen.
Zudem muss bei der Interpretation beriicksichtigt werden, dass fiir die Kohorte Magdeburg die Anzahl
der Patientinnen deutlich groBer war als die der Kohorte Graz.

Betrachtet man die immunhistochemische Expression von eIF2B5 in der Magdeburger Kohorte, so zeigt
sich keine signifikant erhdhte immunhistochemische Expression in den Tumoren. Auch bezogen auf die
histologischen Subtypen lieB sich keine vermehrte Expression feststellen (vgl. Tabelle 3.1.)

Lediglich in der DCIS-Gruppe, was bedeutet, dass neben dem Primartumor noch duktale Carcinoma-in-
situ-Anteile im Préparat vorhanden waren, zeigte sich ein trendartiger Zusammenhang zwischen der
immunhistochemischen elF2B5-Expression und der Primirtumorausdehnung T. Ist die
Primértumorausdehnung T < 2, so zeigt sich hdufiger eine niedrige el[F2B5-Expression. Gleichzeitig ist
das Risiko, dass die Primartumorausdehnung T > 2 ist, hdher, wenn eine héhere immunhistochemische
Expression vorliegt.

Dieses Phanomen, dass DCIS als Tumor-Vorstufe eine hohe Expression von elF2B5 hat, wenn der
Priméirtumor grof3 genug ist (T > 2) ist, ldsst sich schwer erklaren. Eine mdgliche Erklarung findet sich
darin, dass eine hohe elF2B5-Expression im DCIS das Wachstum von Tumoren fordert, so dass diese
grofler werden. Weiterhin ist auch denkbar, dass groflere Tumoren mehr Zytokine ausscheiden, die
elF2B5 im DCIS hochregeln.

Weitere mogliche Erklarungsversuche finden sich im Tumorenvironment. Tumorenvironment
beschreibt einen sich stindig stattfindenden Prozess zwischen der Tumorzelle und dem umgebenden
Gewebe, bei dem Immunzellen, Zytokine, Stoma-Zellen, extrazellulire Matrix, Blutgefille, etc.
involviert sind. Dies scheint gegenseitigen Einfluss aufeinander und auf das Uberleben der Tumorzelle,
deren lokalen Invasion und auf die Metastasenbildung zu haben scheint. [178].

Dieser Trend zeigte sich in der ebenfalls immunhistochemisch untersuchten Grazer Kohorte nicht.
Betrachtet man die mRNA-Expression von elF2B5, so lassen sich mehrere signifikante Korrelationen
zwischen dieser Expression und weiteren klinisch pathologischen Faktoren feststellen (vgl. Tabelle
3.3.). Hierbei muss man allerdings festhalten, dass in der Metabric-Kohorte deutlich mehr Fille
eingeschlossen wurden, wodurch eine hohere Signifikanz bei niedrigen Unterschieden entsteht.

Ein signifikanter Zusammenhang zwischen der e[F2B5-Expression auf mRNA-Niveau zeigte sich beim
Ostrogenrezeptorstatus und der Einteilung in triple-negative Mammakarzinome. War der
Ostrogenrezeptorstatus positiv, so war vermehrt eine hohe elF2B5 Expression zu verzeichnen. Dies lisst
schlussfolgern, dass der Expressionslevel von eIF2B5 vom Ostroge-Rezeptor-Signalling abhiingig sein
konnte.

Da triple-negative Mammakarzinome Ostrogenrezeptor negativ sind, haben TNBC-Fille

dementsprechend ein geringeres Expressionsniveau.

63



4. Diskussion

Ahnliche Expressionsmuster lieBen sich bei den anderen elF2B-Untereinheiten nachweisen.

Bezogen auf den Ostrogenrezeptorstatus zeigte sich in den Kreuztabellen ein signifikanter
Zusammenhang mit der elF2B1 und elF2B2-Expression. Héufig war dort eine erhdhte mRNA-
Expression beim Ostrogenrezeptorpositiven Mammakarzinom zu sehen. Fiir die zweite (eIF2B2) und
trendartig flir die vierte (e[F2B4) Untereinheit des eI[F2B-Komplexe zeigte sich zudem héufig erhohte
mRNA-Expression beim Progesteronrezeptor-positiven und nicht-triple negativen Mammakarzinomen.
Wie oben beschrieben, lassen sich diese Expressionsmuster durch die Haufigkeitsverteilung beim
Mammakarzinom erkléren.

Diese signifikanten Ergebnisse lieen sich bei der immunhistochemischen Expressionsanalyse nicht
bestétigen. Hierzu miissen auch mehrere Griinde diskutiert werden. Einerseits kann der Fehler in der
immunhistochemischen Expressionsanalyse liegen, beispielsweise — wie bereits oben erwéhnt — in einer
unzureichend sensitiven Antikorperfarbung. Nicht zuletzt kann aber auch die vergleichsweise geringe
Anzahl der eingeschlossenen Patientinnen im Vergleich zur deutlich hdheren Anzahl, der in der
Metabric-Studie eingebrachten Patientinnen-Daten einen Unterschied hervorbringen. Hinzu kommt,
dass eine erhohte mRNA-Expression nicht zwangslaufig eine erhohte Proteinexpression bedingt.

Des Weiteren lie3 sich fiir die eI[F2B1-Untereinheit ein signifikanter Zusammenhang zwischen der
mRNA-Expression und dem HER2-neu-Rezeptorstatus vermerken. HER2-neu positive
Mammakarzinome waren héufiger elF2B1 niedrig exprimiert, wadhrend HER2-neu positive
Mammakarzinome hiufiger eIF2B1 hoch exprimiert waren.

Einen signifikanten Zusammenhang zwischen der Expression der Subunits e[F2B1 und elF2B2 lésst
sich insbesondere vermerken, wenn die Patientin eine Hormontherapie bekommen hat, also der Tumor
hormonrezeptor-rezeptor positiv ist. Bei diesen Patientinnen war hédufiger eine hohe elF2B1 bzw.
elF2B2-Expression nachzuweisen. Dieses Phéinomen lésst sich dadurch erkldren, dass Hormontherapie
nur die Patientinnen bekommen konnen, deren Mammakarzinom Hormonrezeptor-positiv sind [54]. Da
eine erhohte Expression bei Patientinnen, die eine Hormontherapie bekommen haben, festzustellen ist,
muss zwangsweise auch eine erhohte Expression bei Hormonrezeptor-positiven Mammakarzinomen
nachweisbar sein, da der positive Hormonrezeptorstatus die Bedingung fiir die Hormontherapie ist.

Die signifikant hohere Expression von elF2B1, eIF2B2 und eIF2B5 in Ostrogenrezeptor-positiven
Mammakarzinomen ldsst die Hypothese aufstellen, dass die Expression von elF2B-Untereinheiten

moglicherweise hormonrezeptor-abhéngig exprimiert werden.

4.3. Expression der elF2B-Untereinheiten und Uberleben

In diesem Abschnitt mochte ich auf die Uberlebenskurven in Zusammenhang mit der elF2B5-

Expression und im Verlauf auch mit der Expression der weiteren eIF2B-Untereinheiten eingehen.
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Fir die immunhistochemischen Kohorten konnte lediglich fiir die Kohorte aus Magdeburg
Uberlebenszeitanalysen durchgefiihrt werden. Wie in Abbildung 3.2. dargestellt, lieBen sich keine
medianen Uberlebenszeiten bei hoher immunhistochemischen eIF2B5-Expression berechnen, da die
elF2B5-positiv gefiarbten Fille alles zensierte Fille waren. Dies bedeutet allerdings im Umkehrschluss
auch, dass kein eIF2B5-positiver Fall in der Magdeburger Kohorte ein Rezidiv oder ein Todesereignis
hatte. Als wahrscheinlichste Ursache ist die geringe Anzahl an elF2B5-positiv geféarbten
Tumorschnitten (n = 8) zu nennen. Die Kaplan Meier Analyse ergab dementsprechend auch kein
signifikantes Ergebnis, auch wenn die Uberlebenskurven deutlich unterschiedlich verlaufen.

Betrachtet man zudem die Subgruppe der Mammakarzinome, die zusétzlich eine positive DCIS-Féarbung
aufwiesen, so zeigt sich auch hier kein signifikanter Unterschied im Gesamt- und krankheitsfreien
Uberleben in Abhiingigkeit von der immunhistochemischen eIF2B5-Expression. Die Fallzahl ist hier
allerdings noch niedriger. Diese Ergebnisse lassen die Vermutung nahe, dass eine immunhistochemische
elF2B5-Féarbung als prognostischer Marker fiir das Mammakarzinom keine wesentliche Rolle zu spielen
scheint. Um dies aber abschlieBend zu kliaren, wire eine deutlich grofere Kohorte notwendig.
Moglicherweise ist auch das Expressionsniveau in Mammakarzinomen fiir den verwendeten Antikdrper
zu gering, obwohl mit identischen Férbeparametern ein Ergebnis im DLBCL erzielt werden konnte
[161].

Betrachten wir nun die Uberlebensanalysen fiir die mRNA-Expression von elF2B5. Hierfiir standen
Daten von 2 Kohorten — die Metabric-Kohorte [163] mit 1904 eingeschlossenen Fillen und die KM-
Plotter-Kohorte [166,167] mit 4929 Fille bzw. 1879 Féllen, zur Verfiigung.

Bei einem Signifikanzniveau von 99% lieB sich in der Metabric-Kohorte ein signifikanter
Uberlebensvorteil bei niedriger elF2B5-Expression nachweisen. Interessanterweise zeigten die Daten
des KM-Plotters einen nicht signifikanten Uberlebensvorteil bei hoher eFI2B5-Expression an. Bezogen
auf das krankheitsfreie Uberleben war dieser Vorteil sogar signifikant.

Mogliche Erkldrungen finden sich dabei in den gewéhlten Cut-Off-Werten, in der unterschiedlichen
Anzahl an eingeschlossenen Patientinnen, sowie deren Altersstruktur und Methodik der
Genexpressionsanalysen in den jeweiligen Kohorten.

Differenziert man die Mammakarzinome anhand ihrer klinisch-pathologischen Daten so lassen sich fiir
die Metabric-Kohorte Uberlebensvorteile bei niedriger eIF2B5-Expresion in verschiedenen Subgruppen
nachweisen.

Ein signifikant besseres Uberleben bei niedriger eIF2B5-mRNA-Expression findet sich bei den
Ostrogenrezeptor-positiven, ~ Progesteronrezeptor-positiven und HER2-neu-Rezeptor-negativen
Mammakarzinomen. Einen trendartigen Uberlebensvorteil bei niedriger mRNA-Expression war sowohl
bei nodal-positiven, als auch bei nodal-negativen, und bei Mammakarzinomen im TNM-Stadium T=2
zu beobachten.

Vergleicht man diese Ergebnisse mit den Uberlebensdaten der Kohorte des KM-Plotters, so finden sich

dort einige Diskrepanzen. In dieser Kohorte lisst sich ein trendartiger Uberlebensvorteil fiir HER2-neu-
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negative Mammakarzinome mit hoher mRNA-Expression zeigen. Signifikante Uberlebensvorteile bei
hoher mRNA-Expression zeigen sich dabei sogar im krankheitsfreien Uberleben bei HER2-neu-
negativen und Ostrogenrezeptor-positiven Mammakarzinomen. Diese Diskrepanz l4sst sich, wie oben
beschrieben, mdglicherweise durch die unterschiedlichen Cut-Off-Werte als auch iiber die
unterschiedliche Anzahl der eingeschlossenen Patientinnen erkléren.

Bei Betrachtung des Gesamtiiberlebens scheint eine hohe eFI2B5-Expression mit einem schlechteren
Gesamtiiberleben bei Mammakarzinom-Patientinnen einherzugehen. Dies entspricht den Ergebnissen
mehrere Studien anderer maligner Neoplasien.

Einerseits konnte Jiao et. al, zeigen, dass eine hohe eIF2B5-Expression mit einer schlechteren Prognose
bei Leberzellkarzinomen einhergeht [159], und andererseits konnte dies auch fiir das diffuse grozellige
B-Zell-Lymphom — sowohl auf immunhistochemischer, als auch auf mRNA-Ebene — gezeigt werden
[161].

Ebenso scheint eine niedrige eI[F2B5-Expression einen Unterschied auf das Ansprechen von Therapien
anzuzeigen.

So ist fiir Patientinnen in der Metrabric-Kohorte, die eine Hormontherapie erhalten haben, also HR-
positiv waren, das Gesamtiiberleben bei niedriger Expression signifikant besser als bei hoher
Expression. Dies ist konsistent mit der Beobachtung, dass die Hormonrezeptor-positiven
(Ostrogenrezeptor und Progesteronrezeptor) Mammakarzinome ebenfalls bei niedriger mRNA-
Expression einen signifikanten Uberlebensvorteil aufwiesen, da dieser Status die Voraussetzung fiir
Hormontherapie ist. Auch dieser Uberlebensvorteil lieB sich in der KM-Plotter-Kohorte nicht
verifizieren.

Einen trendartigen Uberlebensvorteil bei niedriger Expression zeigte sowohl die Metabric- als auch die
KM-Plotter-Kohorte fiir Patientinnen, die keine Chemotherapie bekommen haben. Da dies vor allem
Patientinnen sind, die dementsprechend Hormontherapie (oder Radiotherapie) bekommen haben,
spiegelt dies in abgeschwiichter Weise den signifikanten Uberlebensvorteil der Patientinnen wider, die
eine Hormontherapie bekommen haben.

Wie fiir elF2BS5 war fiir alle weiteren elF2B-Subunits in der Metabric-Kohorte — unabhéngig von der
Signifikanz - ein Uberlebensvorteil bei niedriger mRNA-Expression der jeweiligen Untereinheit zu
beobachten.

Betrachtet man nur die Ostrogenrezeptor-positiven Mammakarzinome so lisst sich ein signifikanter
Gesamtiiberlebensvorteil bei niedriger eIF2B5-Expression, ein trendartiger Uberlebensvorteil bei
elF2B2-niedrig-exprimierten (in der Metabric [163]) und ein signifikanter Uberlebensvorteil fiir
elF2B4-niedrig exprimierte Mammakarzinome (in der KM-Plotter-Kohorte [166,167]) nachweisen. Da
zudem in den Kreuztabellen hiufiger eine signifikant hohere Expression von elF2B1, elF2B2 und
elF2B5 in den Ostrogenrezeptor-positiven Mammakarzinomen in der Metabric-Kohorte nachzuweisen

war, kann die Hypothese aufgestellt werden, dass die Expression von eIF2B-Untereinheiten
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moglicherweise auch hormonrezeptor-abhéngig ist und passend zu seiner Funktion als Nucleotid-
Austauschfaktor bei der Translation mit einem Gesamtiiberlebensnachteil einhergeht.
Ostrogenrezeptor-negative Mammakarzinome weisen einen Unterschied in den Uberlebensanalysen in
Abhiingigkeit von der mRNA-Expression auf. So zeigte sich ein signifikanter Uberlebensvorteil bei
hoher Expression (in der Kohorte KM-Plotter [166,167]) — sowohl im krankheitsfreien, als auch im
Gesamtiiberleben fiir die Untereinheit eIF2B1, wihrend der Uberlebensvorteil fiir die Untereinheiten
elF2B2 (KM-Plotter [166,167]) und eIlF2B4 (Metabric [163]) einen Uberlebensvorteil fiir niedrige
Expression zeigte. Dies zeigt wiederrum, dass elF2B nicht als ganzer Komplex, sondern seine
Untereinheiten explizit untersucht und analysiert werden miissen. Aquivalent zum Ostrogenrezeptor-
negativen Mammakarzinom verhielt sich die Uberlebensanalyse auch beim Progesteronrezeptor-
negativen Mammakarzinom. Fiir diese Subgruppe zeigte sich in der Metabric-Kohorte auch fiir e[F2B2
ein trendartiger und fiir elF2B4 ein signifikanter Uberlebensvorteil bei niedriger Expression. Somit
scheint sowohl die mRNA-Expression von e[F2B2 und elF2B4 einen Einfluss auf das Gesamtiiberleben
auf Hormonrezeptor-negative Mammakarzinome zu haben.

Auch HER2-neu-negative Mammakarzinome zeigen einen Uberlebensvorteil in Abhingigkeit von der
elF2B2-Expression, sowohl im krankheitsfreien (KM-Plotter [166,167], als auch Kohorten-
iibergreifend (Metabric [163] und KM-Plotter [166,167]) im Gesamtiiberleben an.

HER2-neu-positive Mammakarzinome hingegen scheinen vermehrt mit der mRNA-Expression von
elF2B1 in Assoziation zu stehen, da es in HER2-neu-positiven Mammakarzinome héufiger niedrig
exprimiert ist und diese zumindest trendartig einen Uberlebensvorteil aufweisen.

Mit welchen Mechanismen genau die Expression der elF2B-Untereinheiten Einfluss auf die
verschiedenen Rezeptoren (Ostrogenrezeptor, Progesteronrezeptor, HER2-neu-Rezeptor) nimmt oder
ob die Rezeptoren die Expression der elF2B-Untereinheiten beeinflussen, ist noch nicht weiterfithrend
geklart. Dabei ist aber weiterhin zu bedenken, dass die mRNA-Expression nicht zwangslaufig mit der
immunhistochemischen Expression gleichzusetzen ist, was in dieser Arbeit erneut verdeutlicht wurde.
Da fiir eIF2B4 bereits ein signifikanter Uberlebensvorteil bei niedriger Expression fiir Ostrogenrezeptor-
negative und Progesteronrezeptor-negative Mammakarzinome besteht, wundert es nicht, dass fiir triple
negative Mammakarzinome, definiert als Ostrogenrezeptor-, Progesteronrezeptor- und HER2-neu-
Rezeptor-negative Mammakarzinome ebenfalls ein Uberlebensvorteil bei niedriger Expression
nachzuweisen war. Dieser war jedoch nur trendartig, da die mRNA-Expression keinen Einfluss auf das
Uberleben von HER2-neu-negativen Mammakarzinomen hat.

Gleiche Erkldrung gilt fiir den signifikanten Uberlebensvorteil in der Metabric-Kohorte bei elF2B5-
niedrig exprimierten Mammakarzinomen. Da bereits ein signifikanter Uberlebensvorteil bei
Ostrogenrezeptor-positiven und Progesteronrezeptor-positiven Mammakarzinomen nachzuweisen war,
liegt es nahe, dass auch nicht-triple-negative Mammakarzinome (definiert als Mammakarzinome mit

mindestens einer positiven Rezeptorexpression) einen signifikanten Uberlebensvorteil aufweisen.
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Das TNM-Stadium scheint auch eine Assoziation mit der Expression der Untereinheiten von elF2B zu
haben. So zeigte sich ein trendartiger Uberlebensvorteil bei niedriger elF2B1-Expression fiir
Mammakarzinome im Stadium T1 und ein trendartiger Uberlebensvorteil bei niedriger elF2B2- und
elF2B5-Expression fiir Mammakarzinome im Stadium T2. Zudem zeigte die immunhistochemische
Kohorte aus Magdeburg, die auch DCIS-Gewebe enthielt, dass Mammakarzinome < T2 héiufiger niedrig
exprimiert waren. Zusammenfassend scheint eine niedrige Expression der drei Untereinheiten vermehrt
bei kleineren Tumoren mit einem besseren Uberleben einherzugehen. Umgekehrt bedeutet dies jedoch,
dass eine erhohte Expression — passend zu seiner Funktion als Nukleotid-Austauschfaktor mit
resultierender vermehrter Translation - mit einem schlechten Uberleben einhergeht.

Da ein trendartiger Zusammenhang zwischen dem Nodalstatus und der elF2B5-Expression sogar auf
immunhistochemischer Ebene gezeigt werden konnte und dabei nachgewiesen werden konnte, dass
nodal-positive Mammakarzinome hédufiger elF2B5-niedrig exprimiert sind, war es spannend zu
analysieren, inwiefern sich dies auf bioinformatischer (mRNA) Ebene widerspiegelte. Fiir nodal-
positive Mammakarzinome lie3 sich dabei fiir die Untereinheiten B (KM-Plotter [166,167]), v (KM-
Plotter [166,167]), & (KM-Plotter [166,167]) und & (Metabric [163]) sowohl teilweise fiir das
krankheitsfreie (eIF2B3) als auch fiir das Gesamtiiberleben Uberlebensvorteile bei niedriger mRNA -
Expression nachweisen. Lediglich fiir die a-Untereinheit lieB sich ein signifikanter Uberlebensvorteil in
der KM-Plotter-Kohorte [166,167] bei hoher mRNA-Expression nachweisen. In der Metabric-Kohorte
[163] konnte zudem nachgewiesen werden, dass nodal-positive Mammakarzinome héufiger elF2B1-
hochexprimierend sind.

Nodal-negative Mammakarzinome zeigten hingegen Uberlebensvorteil bei niedriger Expression von
elF2B1, elF2B2, elF2B3 und elF2B5 auf. Fiir die fiinfte Untereinheit zeigten die KM-Plotter-Kohorte
[166,167] und die Metabric-Kohorte [163] divergente Ergebnisse.

Welche Mechanismen die Expression von elF2B steuern, wenn Mammakarzinome bereits in
Lymphknoten Metastasen gebildet haben, ist unklar und bedarf weiterer Forschung. Es konnte hiermit
jedoch gezeigt werden, dass eine steigende Malignom-Aggressivitit und die mRNA-Expression
miteinander assoziiert sind. Ob die Expression den Tumor aggressiver macht oder mit steigender
Aggressivitit die mRNA-Expression verdndert wird, bleibt unklar.

Bekamen die Patientinnen eine Hormontherapie, so zeigte sich in allen Untereinheiten ein zumindest
trendartiger, wenn nicht sogar signifikanter Uberlebensvorteil bei niedriger Expression, so dass die
mRNA-Expression der Untereinheiten von elF2B ein mdglicher Pradikator fiir das Ansprechen von
Hormontherapie sein kann.

Wie bereits erwidhnt, ist auffallig, dass bei allen untersuchten Untereinheiten und Subgruppen der
Metabric-Kohorte eine niedrige mRNA-Expression mit einem besseren Uberleben einhergeht als mit

einer hohen Expression.
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Dies entspricht der Funktion von elF2B als Nucleotid-Austauschfaktor von elF2. Wird elF2B — und
seine Untereinheiten — hoher exprimiert, so findet eine vermehrte Aktivierung von elF2 statt und die
Translation von Zellen - und eben auch maligner Zellen - findet vermutlich vermehrt statt.
Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass el[F2B5 auf immunhistochemischer Ebene kein guter
Kandidat als Prognosefaktor bei Mammakarzinomen zu sein scheint.

Auf mRNA-Niveau jedoch lielen sich fiir e[F2B5 und auch fiir die weiteren Subklassen signifikante
Uberlebensvorteile in beiden mRNA-basierten Kohorten nachweisen, so dass der Nukleotid-
Austauschfaktor elF2B mit seinen Untereinheiten zumindest auf mRNA-Niveau als Prognosefaktor
dienen kann.

Die unterschiedlichen FErgebnisse auf mRNA-Niveau und auf Proteinkomplex-Niveau
(immunhistochemische Firbung), die teilweise stark divergieren, betonen erneut, dass eine starke
mRNA-Expression nicht zwangsldufig mit einer starken immunhistochemischen Fiarbung einhergeht.
Dies kann viele verschiedene Griinde haben, wie zum Beispiel Unterschiede in der Halbwertszeit der
Proteinkomplexe oder die Translationseffizienz. RNA und Proteine miissen demnach weiterhin klar
voneinander getrennt betrachtet und analysiert werden. Weiterhin ist moglich, dass die freien
Untereinheiten eigene Funktionen haben, die mit der Funktion im Proteinkomplex divergieren kénnen
oder nichts mit der Funktion des Proteinkomplexes zu tun haben.

Nichtsdestotrotz kann die mRNA-Expression ein Pradiktor fiir das Ansprechen von Therapien sein, da
eine niedrige mRNA-Expression der e[F2B-Subunits und auch der der Subunit eI[F2B5 mit einem
besseren Ansprechen auf Hormontherapie und damit mit einem prognostisch giinstigeren Uberleben

assoziiert ist.

4.4. elF2B-Expression und therapeutische Ansétze:

Wie in der Einleitung (s. Abschnitt 1.2.) dargestellt, spielt eIF2B mit seinen Untereinheiten eine wichtige
Rolle in der Kontrolle der Translation. Zudem konnte im Abschnitt 1.2.3. die klinische Relevanz von
elF2B, vor allem bei Mutationen im e/F2B-Gen, dargestellt werden. Bei einer Uberexpression von
elF2a kommt es zu einer unlimitierten Translation, die die Entstehung maligner Zellen fordert [151—
153]. Zusammenhidnge wurden bereits zwischen elF2B bei verschiedenen Tumorentititen wie dem
Mammakarzinom [154—157], Kolorektalen Karzinom [158], Hepatozelluldren Karzinom [159], Ovarial-
Karzinom [160] und diffus-groBzelligen B-Zell-Lymphom [161] aufgezeigt.

Zudem wurde die neurologische Krankheit Vanishing-White-Matter Disease im Zusammenhang mit
einer elF2B-Gen-Mutation gebracht [146], bei der eine Missense-Mutation in einer der elF2B-
Untereinheiten eine Unteraktivitit von eIF2B hervorruft, welche wieder zu einer erhdhten Stressantwort
(integrative stress response) fiihrt [144].

Erste experimentelle Medikamente, die die elF2a-Phosphorylierung hemmen sollen und somit den

elF2B-Komplex als Angriffspunkt nehmen, sind mit ,,ISRIB* (integrated stress response inhibitor) in
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experimenteller Forschung. ISRIB wirkt dabei als selektiver PERK-Inhibitor [179], der das regulierende
Enzym PERK (PKR-like endoplasmic reticulum kinase) hemmt und somit weniger phosphoryliertes
elF2a entstehen kann, welches eIF2B hemmen kann. Somit wird die Unteraktivitit von elF2B, welche
bei Vanishing white matter disease vorliegt [148] aufgehoben und der erhdhten Stressantwort, die bei
manchen kognitiven Krankheitsspektren wie Vanishing withe matter disease, ein wesentlicher
Bestandteil des Pathomechanismus ist, wird entgegengewirkt [144].

Dieser therapeutische Ansatz lasst sich schwierig auf maligne Neoplasien iibertragen, da bei eben diesen
eine Uberaktivitit von elF2B mit einer vermehrten Translation — und ggf. mit Transformation von
normalen in malignen Zellen — der zugrundeliegende Pathomechanismus ist, und nicht eine verminderte

Aktivitdt von elF2B mit einer konsekutiven erhohten Stressantwort.
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4.5. Kritische Betrachtung der Relevanz der elF2B-Expression als Tumorfaktor

beim Mammakarzinom

Die klinische Relevanz dieser Ergebnisse mag insofern limitiert sein, als dass Genexpressionsanalysen
etwa liber qRT-PCR (Real-Time Polymerase-Chain-Reaction) eine in der Praxis nicht géngige und
selten benutzte Methode fliir Tumor- und Prognosefaktoren ist. Hierbei wiirde sich die
immunhistochemische Analyse deutlich besser anbieten, da diese die etablierte und kostenglinstigere
Alternative ist. Leider erwies sich bei dieser Studie eIF2B5 als Prognosefaktor fiir das Mammakarzinom
auf immunhistochemischer Ebene als ungeeignet, bzw. ist der verwendete, wenn auch bereits etablierte
Antikdrper zu insensitiv fiir Mammakarzinome.

Dies zeigt auch die Schwiéchen dieser hier durchgefiihrten Studie auf. So ist sowohl ein deutlicher
Unterschied in der Anzahl der untersuchten Mammakarzinome auf immunhistochemischer Ebene und
mRNA-Ebene festzustellen als auch, dass die Anzahl der eingeschlossenen Mammakarzinom-
Patientinnen der Magdeburger- und vor allem der Grazer Kohorte, also der Kohorten, die
immunhistochemisch untersucht wurden, eine geringe und unterschiedliche positive Fallzahl fiir eIF2B5
aufweisen. Hinzu kommt, dass unterschiedliche Subgruppen gebildet wurden.

Vergleicht man die Kohorten aus den Biodatenbanken so lassen sich auch unterschiedliche Ergebnisse

festhalten. Dies zeigt wiederrum, dass immer mehr Studien miteinander verglichen werden sollten.
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5. Zusammenfassung

elF2B5 als Tumorfaktor und Prognoseparameter fiir das Mammakarzinom

Als der weltweit mit der hochsten Inzidenz vorliegende maligne Tumor spielt das Mammakarzinom eine
wesentliche Rolle bei den tumor-assoziierten Todesfdllen. Neben der TNM-Klassifikation und dem
Grading gibt es weitere prognostische und pradiktive Faktoren, wie unterschiedliche Hormonrezeptor-
oder der HER2/neu-Status.

elF2BS5 ist eine Untereinheit eines Nukleotid-Austauschfaktors von elF2, welches als eukaryotischer
Initiationsfaktor eine tragende Rolle in der Translation von Zellen spielt. Die klinische Relevanz von
elF2BS5 konnte in einigen Studien sowohl in neurologischen Krankheitsbildern wie der Vanishing White
Matter Disease, als auch in malignen Erkrankungen dargestellt werden.

Ziel dieser Dissertation war es, elF2B5 als Tumorfaktor und/oder Prognosefaktor fiir das
Mammakarzinom zu evaluieren.

Wihrend bei immunhistochemischer Betrachtung der eIF2B5-Expression, auch auf Grund der geringen
Zahl positiver Fille, kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Expression, dem Uberleben und
wichtigen klinisch-pathologischen Parametern gezeigt werden konnte, so lieBen mehrere Ergebnisse aus
den Datenbankanalysen einen Zusammenhang zwischen der Expression von elF2B5 mit diesen
Faktoren vermuten.

Ein weiterer wichtiger Bestandteil der Studie war daher die Korrelation der mRNA-Expression der
elF2B-Untereinheiten mit klinisch pathologischen Charakteristika der Mammakarzinome, als auch die
Analyse der elF2B5-Expression als Prognoseparameter fiir das Mammakarzinom.

Hier lieB sich deutlich zeigen, dass eine niedrige mRNA-Expression von elF2B5 und auch den weiteren
Untereinheiten von eIF2B mit einem signifikanten Uberlebensvorteil bei Patientinnen, die eine
Hormontherapie bekommen haben, einhergeht und somit elF2B5, bzw. der elF2B-Komplex als

pradiktiver Faktor fiir Patientinnen mit Mammakarzinom dienen kann.
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6. Anlagen:

6.1. Tabellen und Abbildungen zu Kapitel 1 Einleitung:

—St‘f,ﬁ,m T Erklirung N Erklirung M Erklirung
Carcinoma in situ Keine

0 Tis (DCIS, LCIS, M.[NO keine Lymphknotenmetastasen Mo
Paget*) Fernmetastasen

Befall beweglicher ipsilateraler axilldrer keine

A TO-T1 | s. oben N1 Lymphknoten des Levels I und I1 Mo Fernmetastasen
TumorgréBe > 2 cm . keine

. T2 und <5 em NoO keine Lymphknotenmetastasen Mo Fernmetastasen
T2 TumorgroBe > 2 cm N1 Befall beweglicher ipsilateraler axilldrer Mo keine

B und <5 cm Lymphknoten des Levels T und IT Fernmetastasen
. . keine

T3 TumorgréBe >5cm | NO keine Lymphknotenmetastasen Mo Fernmetastasen

v TO0—T4 | s. oben Eg " | s. oben M1 | Fernmetastasen

* DCIS: Duktales Carcinoma in situ; LCIS: Lobuldres Carcinoma in situ; M. Paget der Mamille
** TO: kein Anhalt fir Primédrtumor

Tabelle 6.1.1: TNM-Klassifikation und UICC-Stadieneinteilung des Mammakarzinoms anhand der 8.
Auflage der UICC TNM Klassifikation [27]

&9



Algorithmus fur die Primartherapie
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ZSNLE - Wachterlymphknotenbiopsie (Sentinel Node Technik);
3Eine Axilladissektion ist in dieser Indikation nur selten erforderlich;
4BSC - Best Supportive Care

Abbildung 6.1.1.: Algorithmus fiir die Priméartherapie nach Onkopedia [43]
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Algorithmus fur die adjuvante endokrine Systemtherapie

HR1 negativ

pramenopausal

[ Stadium 12 ] [ Stadium 1111 ] [ Stadium 1114 ]
Tamoxifen Tamoxifen Tamoxifen
5 Jahre 5 Jahre 5 JahreS
+
Ausschaltung der
| oder | Ovarialfunktion
5 Jahre
Tamoxifen
5 Jahre
+
Ausschaltung der
Ovarialfunktion
Exemestan
5 Jahre 5 Jahre5
+
Ausschaltung der
keine Ovarialfunktion
endokrine Therapie 5 Jahre

Legende:
1HR - Hormonrezeptor;

postmenopausal

Aromatasehemmer

i

2-5 Jahre6 ! 2-5 Jahre®
oder
Tamoxifen Arc lemmer
2-5 Jahre® 2-5 Jahre®

5 Jahre

Tamoxifen
5-10 Jahre

2 Niedrigrisiko ohne Indikation ftir (neo)adjuvante Chemotherapie;
3erhéhtes Rezidivrisiko, bei dem auch eine (neo)adjuvante Chemotherapie erwogen wird;

4Hochrisiko mit Indikation fiir (neo)adjuvante Chemotherapie;

>Tamoxifen (ber 10 Jahre nach individueller Risikoabschdtzung und Vertraglichkeit;

5sequenzieﬂe Therapie

Aromatasehemmer

Abbildung 6.1.2: Algorithmus fiir die adjuvante endokrine Systemtherapie nach Onkopedia [43]

Algorithmus fur die Therapie im Rezidiv und bei Fernmetastasierung

lokoregionar

o —
und/oder
und ggf.
medikamentose
Therapie

Legende:
1 HR - Hormonrezeptor;

Bisphosphonate
-l ossér [oder]
metastastasiert
RANKL Antikorper
akute l l
] [ | J [ }
von Organ- HR positiv HER?2 positiv HR negativ
funktionen l
anti HER2
Therapie
|
Komination mit
1oder "I‘ oder
- -
endokrine Therapie Chemotheraple

2 HER2 - Human Epidermal growth factor Receptor; HER2-positiv - HER2-Uberexpression / HER2-Genamplifikation

Abbildung 6.1.3.: Algorithmus fiir die Therapie im Rezidiv und bei Fernmetastasierung nach

Onkopedia [43]
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elF2-GTP
a. @ elF2-GTP-Met-t-RNA = Ternarkomplex

T aﬁﬂﬁ

Methionyl-tRNA

elF2B a
elF2GDP-elF5
b Sela b6

\eiFs/_/

o @@5@[@

CK1

CK2 40-5-
DYRK

elF2aP

GSK

-Ribosom
Cl L J
elF2 @ Phosphoryliertes elF2-a
Er(m afB Ly Translation
+: HRI
+: PKR

+. REK

Abbildung 6.1.4.: Schematische Darstellung der Struktur und Funktion von eIF2 sowie Regulation durch
elF2B. Kombiniert und modifiziert aus Pavitt [132] und Wortham et. al. [141]

Legende:
Blau: Name des Komplexes / der Struktur

Rot: Hemmung des biochemischen Vorgangs

Griin: Aktivierung des biochemischen Vorgangs

a. Schematische Darstellung der Struktur und Funktion von elF2 sowie Regulation durch elF2B:
(1) eIF2-GTP bildet zusammen mit Methionyl-tRNA den Ternarkomplex
(2) Der 48-S-Initiationskomplex bestehend aus dem Ternirkomplex und eIF1A, eIF3 und eIF4
(werden aus Ubersichtsgriinden nicht dargestellt) sucht in Anwesenheit von eIF5 auf der mRNA
nach dem Startcodon AUG.
(3)Die Methionyl-tRNA bindet an die mRNA mit dem 40-S-Ribosom und es kommt zur
Translation. Bei dieser Bindung wird (4) eIF2-GDP mit eIF5 vom Komplex dissoziiert und liegt
nun im inaktiven Zustand vor.
(5) Damit das G-Protein wieder in den aktiven Zustand gebracht werden kann, wird mithilfe des
Nukleotid-Austauschfaktors e[F2B GDP und elF5 freigesetzt und GTP kann an elF2 binden.

b. Schematische Darstellung der Struktur und Regulation von elF2B:
(6) Der Nukleotid-Austauschfaktor eIF2B wird von den Proteinkinasen GSK, CK1, CK2, DYRK
und von phosphoryliertem elF2a an der e-Untereinheit gehemmt.

c. Schematische Darstellung der Phosphorylierung von elF2-a und dessen Enzyme:
(7) eIF2 wird durch die Proteinkinasen HRI, PKR und PEK an der o-Untereinheit phosphoryliert.
Phosphoryliertes e[F2-a hemmt eIF2B.
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6.2. Abblldungen Zu Kapltel 2 Material und Methoden:

a. Keine Anfiarbung (Férbeintensitét 0) in der b. Positive Anfarbung (Féarbeintensitét 1) in de
Kohorte Magdeburg Kohorte Magdeburg

d. Keine Anfarbung (Farbelntens1tat 0) in der
Kohorte Graz

oo G = N
' v
m-w e N L
e. Schwache Positivitét (Farbeintensitét 1) in f. MabBige Positvitidt (Farbeintensitdt 2) in der
der Kohorte Graz Kohorte Graz

Abbildung 6.2.1.: Beispiele fiir die Féarbeintensitét der e[F2B5-Expression der beiden
immunhistochemischen Kohorten und Positivkontrolle
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6.3. Tabellen und Abbildungen zu Kapitel 3 Ergebnisse:

Férbeintensitat duktales

Férbeintensitét Férbeintensitit Carcinoma-in-situ-Gewebe

Signifikanz im Paarvergleich Brustgewebe Tumorgewebe

p=0,655 (n=118)

Firbeintensitit Brustgewebe
Firbeintensitdt Tumorgewebe p =0,655 (n=118)

Farbeintensitit Carcinoma-in- | B _ ~
situ-Gewebe p=0,020 (n =55) p=10,102 (n=50)

p =0,020 (n=55)*
0,102 (n=50

Férbeintensitit Brustgewebe p = 0,480 (n=29)
Firbeintensitdt Tumorgewebe p = 0,480 (n=29)
Férbeintensitdt ~ Carcinoma-in- | .
situ-Gewebe p=0317 (n=9)

* signifikant bei Signifikanzniveau: p = 0,05

p=0,317 (n=9)
b= 1 (n=8)

Tabelle 6.6.1: Vergleich der histochemischen Firbeintensitit fiir eI[F2B5 in Brustgewebe,
Tumorgewebe und DCIS-Gewebe. Die statistische Signifikanz wurde mittels gepaartem Wilcoxon
Test bestimmt.
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EIF2B1: mRNA EIF2B2: mRNA EIF2B4: mRNA EIF2B5: mRNA

expression expression expression expression
(microarray) (microarray) (microarray) (microarray)
EIF2B1: mRNA expression Korrelation nach Pearson 1 0,212" -0,082"" -0,066™
(microarray) Signifikanz (2-seitig) < 0,001 < 0,001 0,004
N 1904 1904 1904 1904
EIF2B2: mRNA expression Korrelation nach Pearson 0,212 1 -0,083"™ -0,263™
(microarray) Signifikanz (2-seitig) <0,001 <0,001 <0,001
N 1904 1904 1904 1904
EIF2B4: mRNA expression Korrelation nach Pearson -0,082"" -0,083" 1 0,304
(microarray) Signifikanz (2-seitig) <0,001 < 0,001 < 0,001
N 1904 1904 1904 1904
EIF2B5: mRNA expression Korrelation nach Pearson -0,066™ -0,263™ 0,304 1
(microarray) Signifikanz (2-seitig) 0,004 < 0,001 < 0,001
N 1904 1904 1904 1904

**: signifikant bei Signifikanzniveau p = 0,01.

Tabelle 6.3.2: Pearson-Korrelation der mRNA-Expression einzelner eIF2B-Subunits im invasiven

Mamma-Karzinom basierend auf der Metabric Kohorte [163] .Fett markiert sind alle signifikanten

Korrelationen iiber dem Schwellenwert 0,2, die einen positiven Zusammenhang anzeigen und alle
Korrelationen unter dem Schwellenwert -0,2, die einen negativen Zusammenhang anzeigen.
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° Speanman. 0.19

- (p=3240-16)

107 Pearson: 0.21
{p=1.060-20)

FIF2B7 mRNA expression (microamay)

FIF71 MRNA expression (microaray)

a. Korrelation der mRNA-Expression zwischen eIF2B1 und elF2B2

. Spearman. 0.30
105 (p=9.23042)
. . Pearson: 0.30
104 (p=551042)
£
E 9%
H
£
E
£ 9
g
g
=
€ 857 °
<
H
g
€ .
o8
£
751
7.
.
.
65
85 a 95 10 105 [t}

FIFZB4 MRNA expression (microaray)

b. Korrelation der mRNA-Expression zwischen elF2B4 und elF2B5

° Spearman: -0.22
1086 {p=1850-21)
L4 L] Pearson: -0.26
104 (p=154031)
=
E 9%
§
g
E
g 9
b
i
E
g 5
g s o,
H
]
]
a2 &
g
751
7
L
L]
65
75 3 a5 13 s 10 105

FIF2H7" mRNA expression (microaray)

c. Korrelation der mRNA-Expression zwischen elF2B2 und elF2B5

Abbildung 6.3.1: Punktdiagramme der Korrelationen der mRNA-Expression zwischen den einzelnen
elF-Subunits der Metabric-Kohorte (heruntergeladen von www. https://www.cbioportal.org [163]
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Expressionsgrad

Mittleres Gesamtiiberleben

Medianes Gesamtiiberleben

. < Median
negativ > Median 0,382

.. < Median
positiv > Median 0,019

nicht triple negativ i x:gi;ﬁ 0,145
- .
triple negativ S ngix 0,758

. < Median
negativ > Median 0,054

. < Median
positiv > Median 0,631

< Median

negativ > Median 0,094
. < Median
positiv > Median 0,933

. < Median
negativ > Median 0,790

. < Median
positiv > Median 0,086

240,86 6,72 227,70 254,03
230,71 5,81 219,32 242,10
191,17 12,23 167,20 215,14
126,84 11,28 104,73 148,95

237,96 6,75 224,74 251,18
224,75 5,89 213,20 236,31
197,30 10,89 175,95 218,65
181,14 10,17 161,21 201,06

249,42 6,87 235,96 262,88
231,88 6,05 220,03 243,73
178,66 10,15 158,76 198,55
159,47 8,79 142,24 176,71

237,94 7,50 22323 252,64
219,07 8,42 202,56 235,58
231,71 8,08 215,87 247,54
217,01 5,98 205,29 228,73

23423 8,07 218,41 250,04
230,80 8,53 214,08 247,52
224,57 9,96 205,04 244,10
207,15 6,38 194,64 219,65

300,70 18,57 264,30 337,10
282,57
196,87
90,80 12,93 65,45 116,15
285,70 16,06 254,21 317,19
282,57

300,70
282,57
163,10 49,71 65,68
144,97 27,78 90,52

16,19 268,96 332,44

260,52
199,41

335,73 0,00

282,57 41,57 201,09 364,05
285,70 18,19 250,04 321,36
270,13

335,73 51,14 235,49 435,98

278,37
239,17

18,33 242,45 314,29
13,44 212,82 265,51

Parameter elF2B1 2| Mittelwert  SD 95%-KI | Median SD 95%- KI HR
i} < Median 23490 630 222,60 247.20| 300,70 17.60 266,30 335,10
Gesamtiiberleben >Median | %201 | 222,60 5.60 21160 23350 | 282.60 1,094
< Median 262,63 694 249,03 27623 | 335,73
! >Median | “03 | 24255 817 22654 258.56 1,348
5 <Median | oo | 20528 920 18726 22331| 22383 1826 18804 259,63 | (.
> Median ’ 203,57 6,54 190,76 216,38 | 228,77 ’
3 <Median | oo0 | 14566 1690 112,55 17877| 12667 3259 6279 19054 | .
> Median ’ 13024 14,19 102,42 158,05| 111,10 23,69 6468 157,52|
nesativ <Median | o0 | 26593 708 21586 280,00| 33573 5112 23555 43592| | oo
& > Median g 25381 727 239,57 268,06 ’
. <Median | o | 19408 962 17521 21294| 21673 23,04 17158 261.89| | o
posiv > Median ’ 182,12 7,11 169,18 196,06 | 17597 20,55 135,69 21624 |
. < Median 198,72 926 180,57 216,87
negativ > Median 0.588 | 16550 .82 14830 182.88 | 227.83 1,083
i <Median | oo | 24290 704 22890 25690 28570 1594 25446 31694|
positiy > Median ’ 23037 6,02 218,58 242,17 282,57 ’
nesativ <Median | oo 0| 21546 712 201,50 2294233573 0,00 Lo7a
g > Median ’ 183,39 627 171,11 19567 | 228,77 18,93 191,67 26586 | °
- <Median | .| 250.58 854 23383 26732| 28570 1526 25578 31562| |
positiv > Median ’ 24241 627 230,12 254,70 ’

1,081

1,545

1,138

0,943

1,204

0,932

1,238

1,009

0,966

1,196

**: signifikant bei Signifikanzniveau p= 0,01

Tabelle 6.3.3: Gesamtiiberleben in Abhédngigkeit der eI[F2B1-mRNA-Expression und in Abhingigkeit

klinisch-pathologischer Faktoren basierend auf der Metabric-Datenbank [163]




Kum. Uberleben

Kum. Uberleben

Uberlebensfunktionen Uberlebensfunktionen

el elF2B1-Expression T=1
! in Tumorzellen | &IF281-Expression in
geringe Expression e Tumarzallen
hohe Expression Tgatings Expression
4 geringe Expression “\ hehe Expression
oo (zensierte Falle) + ?::IT.W Expression (zensierte
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n=1904;p= 0,261 \\-\‘ N _
: .. gy
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2
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-
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x
&
0,24 0
0,04 004
: > : 2 ) T T T T T
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b.
Uberlebensfunktionen
HER2-neu-Rezeptor positiv
IF2B1-E
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\ |- geringe Expression
¥ I hohe Expression
i E: i . . . . . .
05 \ [+ EorneFil ™ Gesamtiiberleben in Abhéngigkeit der mRNA-Expression
| one Ex
(zengierts Falle)
\ e 0u pzgors von eIFZBl .
o] *\\\«._, FR=1s a.beim Mammakarzinom
b.beim Mammakarzinom im TNM-Tumorstadium T1
c.beim HER2-neu-positivem Mammakarzinom
0,4
0,249
0.0

10'0 :NIJU 360 400
Gesamtiiberleben in Monaten

Abbildung: 6.3.2: Uberleben in Abhingigkeit der eIF2B1-mRNA-Expression der Metabric Kohorte

[163], dargestellt als Kaplan-Meier Kurven
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Expressionsgrad

Mittleres Gesamtiiberleben

Medianes Gesamtiiberleben

negativ

positiv

negativ

positiv

negativ

positiv

< 1. Quartil
> 1. Quartil
< 1. Quartil
> 1. Quartil

< 1. Quartil
> 1. Quartil
< 1. Quartil
> 1. Quartil

< 1. Quartil
> 1. Quartil
< 1. Quartil
> 1. Quartil

0,027

0,535

0,060

0,168

0,268

0,028

259,00 8,55 24224 275,75
234,58 4,69 225,40 243,77
189,39 14,79 160,40 218,39
158,72 7,24 144,52 172,92

22498 8,15 209,01 240,96
221,83 6,72 208,66 234,99
24143 10,47 220,91 261,95
214,76 490 205,15 224,36

247,33 10,07 227,58 267,07
227,15 6,59 214,23 240,07
236,54 12,15 212,72 260,36
208,52 5,28 198,17 218,87

Paramet HR
arameser elF2B2 P Mittelwert  SD 95%-KI | Median SD 95%- KI
] <1. Quartil 24685 7,88 23140 262,29 | 300,70
Gesamtiiberleben ) 0 it | %921 | 22088 426 21453 2312227013 1049 24958 290,69 | 2V
| <LQuartl | | 25302 846 23645 269.60 103
> 1. Quartil : 25047 627 238,18 262,76 | 335,73 46,82 243,96 427,51
5 <1.Quartl | o oo| 22904 1197 20558 25249 28570 27.88 231,06 34034 | .
> 1. Quartil : 19427 544 183,60 204,94 | 210,97 1423 183,08 23885 |
5 <LQuartl | oo | 12779 2204 8460 17097 | 10250 3418 3551 16949 |
> 1. Quartil : 14391 1333 117,79 170,03 | 126,67 41,66 4501 20832
. <1. Quartil 27775 868 260,75 294,76
negatiy 1 Quartl | P12 | 25420 536 243.69 2647133573 5101 23556 43591 | D2
g <1. Quartil 202,50 1220 178,60 226,40 | 27837 55,53 169,53 387.21
positiy 1 Quartl | %P | 1s278 581 17138 19417 | 17873 1797 14351 213.96| 0
. <1. Quartil 20841 1224 184,42 232,41
negatiy 1 Quartl | %220 | 17439 770 15929 189.48 | 204.20 1,220
y <1. Quartil 256,19 9,10 23835 274,04 | 300,70
positiy st Quartl | PP | 23096 472 22172 2402127003 946 25159 288.68| 7o
. <1. Quartil 22030 881 203,03 237,57
negativ st Quartl | PPV | 20079 668 187.69 2138922783 2121 18626 269.40 | P4
y <1. Quartil 262,03 10,92 240,63 283,44 | 300,70
positiv >1Quaril | “1% | 24020 538 22074 25083 1,278
, <1. Quartil oo 25659 845 240,02 273,15 | 300,70
negatiy >t Quaril |0 2000 447 22033 2378727003 871 25306 28720 0!
3 <1. Quartil 173,07 17,54 138,70 207,45 | 105,60 4355 2025 190,95
positiv S1Quartil | 0% | 15169 901 13404 16934 | 12457 3562 5474 19439 | V788
o . <1. Quartil 24869 861 231,81 265,57 | 300,70
nichttriplenegativ 0wt | %% | 22604 458 21706 23502 27013 1146 247.67 29260 | 2P
. . <1. Quartil 21548 13,55 188,91 242,04
I 154 1,34
triple negatly >t Quaril | PP | 18341 936 16506 20176 349

300,70
335,73 49,20 239,31 432,16
241,60
144,67 2596 93,79 195,55

252,87
300,70
270,13

14,11 225,20 280,53
15,93 269,48 331,92

335,73 55,31 227,32 444,14
285,70 28,70 229,45 341,95
232,73 11,85 209,51 255,96

1,127

1,368

0,952

1,292

1,124

1,149

**: signifikant bei Signifikanzniveau p= 0,01

Tabelle 6.3.4: Gesamtiiberleben in Abhdngigkeit der eIlF2B2-mRNA-Expression und in Abhingigkeit
klinisch-pathologischer Faktoren basierend auf der Metabric-Datenbank [163]
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Abbildung 6.3.3: Uberleben in Abhéngigkeit der eIF2B2-mRNA-Expression der Metabric Kohorte
[163], dargestellt als Kaplan-Meier Kurven
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Expressionsgrad

Mittleres Gesamtiiberleben

Medianes Gesamtiiberleben

negativ

positiv

negativ

positiv

negativ

Positiv

< 1. Quartil
> 1. Quartil
< 1. Quartil
> 1. Quartil

< 1. Quartil
> 1. Quartil
< 1. Quartil
> 1. Quartil

< 1. Quartil
> 1. Quartil
< 1. Quartil
> 1. Quartil

0,310

0,062

0,750

0,039

0,459

0,252

248,71 8,24 232,55 264,86
240,13 5,74 228,86 251,39
178,40 11,38 156,10 200,69
173,11 8,75 155,96 190,26

230,46 11,45 208,01 252,90

22820 6,45 215,56 240,85
211,09 6,51 198,34 223,85
226,15 6,78 212,87 239,43

239,78 11,29 217,65 261,91
232,18 7,02 218,42 24593
198,46 6,20 186,31 210,61
217,56 7,98 201,91 233,21

285,70 12,93 260,36 311,04
241,60
124,57 31,76

62,32 186,82

282,57 8,49 265,93 299,21

278,37 19,02 241,10 315,64

335,73 46,10 245,38 426,08
256,87
252,87 14,49 224,46 281,27

Paramet HR
ATAMEREr cIF2B4 P | Mittelwert  SD 95%KI | Median SD  95%KI
) < 1. Quartil 237,72 718 223,66 251,79
Gesamtiiberleben > 1. Quartit | 10 22783 532 217,39 23826| 282,57 12,97 257,14 307,99 | D14
< 1. Quartil 257,58 10,02 237,94 277,22
! SnQuaril | ®¥7° | 25182 607 23994 26371 23573 1,026
- :
) LQuartil | oo | 19818 773 18302 21334 1265
> 1. Quartil 20498 736 190,57 21940 216,73 17,16 183,09 250,37
5 <1Quartil | (oo | 12090 2059 80,56 16125 [ 111,10 1913 7361 148,59 | o o
> 1. Quartil ’ 14624 13,68 11943 173,05 | 12527 41,77 4340 207,14 |
. < 1. Quartil 262,92 9,62 24406 281,77
negatiy > Quartil | 7| 26057 633 24818 27297 33573 3778 261,69 40978 | M°
» < 1. Quartil 18481 795 16923 200,38 | 241,60
positiv >1Quaril | M| 18803 768 17298 203.07| 18570 17.63 151,15 22025 | 10
. < 1. Quartil oo| 20559 11,14 18374 227.43
negativ > 1. Quartil | 07 182,51 828 16629 19874| 201,83 1,63
. <1.Quartl | oo 23622 8,67 21922 25322 0088
posity > 1. Quartil ’ 23829 5,88 226,76 249.82| 282,57 11,15 260,71 30442
. < 1. Quartil ool 20704 764 192,15 222,12
negattv > 1. Quartil | 0% 19869 652 18591 21147 227.83 2105 186,58 269,09 | 1447
y < 1. Quartil 235,82 11,14 213,98 257.66| 256,87
positiy > 1. Quaril | 4! 250,66 6,80 237,33 263,98 300,70 0.896
. < 1. Quartil 239,60 7,66 224,59 254,60
negatiy >1Quartil | 01 | 23650 565 22543 247,57| 285,70 12,81 260,60 310,80 103
y <1 Quartl | oo 188,40 1841 152,32 224,48 sas
postiv > 1. Quartil ’ 164,49 10,74 143,44 18553| 100,87 18,69 64,23 137,51| °
o . < 1. Quartil 23592 832 219,61 252,23
nicht triple negativ o | 0460 231,54 5,63 22049 242,58 | 282,57 1332 25646 308,67 | 108
‘ . < 1. Quartil 206,61 11,84 18341 22981
triple negativ > 1 Quartii | *0% 18698 9,86 167,66 206,29 | 227,83 1,526

1,127

1,368

0,952

1,292

1,124

1,149

**: signifikant bei Signifikanzniveau p= 0,01

Tabelle 6.3.5: Gesamtiiberleben in Abhdngigkeit der e[F2B4-mRNA-Expression und in Abhingigkeit
klinisch-pathologischer Faktoren basierend auf der Metabric-Datenbank [163]
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2 e, 2
=1 E]
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029 0
0,04 00
UI 1&\1 Zl!D ﬂgﬂ QI;D 6 160 Qaﬂ M!D
Gesamtiiberleben in Monaten Gesamtiiberleben in Monaten
b. c.
Uberlebensfunktionen Uberlebensfunktionen
Triple negative Mammakarzinome Erhaltene Radiotherapie
10 elF2B4-Expression 104 elF2B4-Expression
L in Tumorzsllsn f in Tumorzslien
\ | gerings Expression [ geringe Expression
“Thohe Expression Ihohe Expression
WY - e
| hohe Expression 1 hohe Expression
Y (zensierte Fale) (zensierte Féle)
£ . M e s n=1904 p = 0,038
2 os] . ' 2 o6 e = § 20
H b
E E Y
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0,24 0
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d. e.

Abbildung 6.3.4: Uberleben in Abhéngigkeit der eIF2B4-mRNA-Expression der Metabric Kohorte
[163], dargestellt als Kaplan-Meier Kurven
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negativ

positiv

negativ

positiv

negativ

positiv

negativ

positiv

negativ

positiv

negativ

positiv

nicht triple negativ

triple negativ

< 1. Quartil
> 1. Quartil 1,000
< 1. Quartil 1.4%10°"

> 1. Quartil

< 1. Quartil

> 1. Quartil 0411
< 1. Quartil o
> 1. Quartil 0,001

< 1. Quartil oo
> 1. Quartil 0,004

< 1. Quartil

> 1. Quartil 0,560

< 1. Quartil 10155
> 1. Quartil 1.4*10

< 1. Quartil

> 1. Quartil 0,783

< 1. Quartil
> 1. Quartil
< 1. Quartil
> 1. Quartil

0,001**

0,337

< 1. Quartil
> 1. Quartil 0,103
< 1. Quartil 0.015

> 1. Quartil

< 1. Quartil

> 1. Quartil 0,435
< 1. Quartil 1 5w
> 1. Quartil 14710

1751 11,3 1529 1972
195,0 84 178,5 2115
233,1 5,5 2223 2440

232,2 5,6 2212 2432

193,2 83 176,9 209,5
206,0 6,5 1933 2188
2384 6,2 2262 250,6
242.5 6,5 2298 2551

2240 53 213,5 2345| 2857 11,1 2639 3075 1374
233,7 54 2232 2443| 282,6 13,5 2562 3090
166,5 17,1 133,0 1999| 124,1 578 10,9 2374 L141
171,0 10,9 149,7 1923 120,1 359 49,7 190,5|
226,2 5,6 2153 237,1| 2857 13,2 2599 3115 1539
2278 54 2172 2384 2784 18,5 242,1 314,6| °
181,2 12,9 156,0 206,5

199,7 9,7 180,6 218,7 0,946

231,9 5,6 221,1 2428
238,2 5,5 2273  249,0
172,77 11,5 150,2 195,2

173,2 9,0 1555 190,8

217,6 8,6 200,8 2344
2240 64 2114 236,6
2180 6,5 2052 2308

2269 6,6 2140 2398

197,5 9,5 179,0 216,1
2374 6,8 2241 2508
2254 64 212,8 2379
2133 79 197,8 228,8

285,7
278,4

11,2
17,1

263.,8
2448

307,6
311,9

270,1
2518
285,7
300,7

21,7 2092 2944

285,7
300,7

13,3
19,8

259,7
262,0

311,7
3394

143,6 26,3 92,0 1952

282,6 13,3
285,7 11,2
2784 252

256,4
263.,8
229,0

308,7
307,6
327,77

3357 51,6 2346 436,99
285,7 0,0
226,2 14,0 198,7 253,7

Expressionsgrad Mittleres Gesamtiiberleben Medianes Gesamtiiberleben HR
Parameter p . .
elF2B5 Mittelwert SD 95%- KI Median SD 95%- K1
i < 1. Quartil n 2177 52 2075 2280 2857 13,0 2602 3112
Gesamtiiberleben ) " il 0,004 2269 51 2170 2369| 2784 175 2441 312.6| %
| < 1. Quartil 0.062 23825 6,74 225,04 25146 1375
> 1. Quartil , 24779 6,04 23594 259,63 | 33573 36,18 264,83 406,64 |
5 < 1. Quartil 0.020 203,80 7,98 188,15 219,44 | 285,70 36
> 1. Quartil ’ 206,59 7,14 192,59 220,58 | 216,87 19,13 179,38 25435 |
3 < 1. Quartil 0478 102,64 1653 7024 13504 8990 4557 058 17922 o,
> 1. Quartil ’ 14829 13,55 121,73 174,85 | 12527 40,67 45,56 204,97
. < 1. Quartil 24136 634 228,93 253,79
negativ > 1. Quartil 0,032 258.54 605 246.68 27040 | 33573 4404 24942 422,05 | 34
wsitiv < 1. Quartil 0.034 19144 810 17557 20731| 270,13 13,68 24332 29695 | |
P > 1. Quartil ’ 18827 7,78 173,02 203,53 | 178,73 19,55 140,41 217,05|

1,000

1,685

1,111

1,698

1,528

1,170

1,305

1,355

0,889

1,777

**: signifikant bei Signifikanzniveau p= 0,01

Tabelle 6.3.6: Gesamtiiberleben in Abhédngigkeit der eI[F2B5-mRNA-Expression und in Abhingigkeit
klinisch-pathologischer Faktoren basierend auf der Metabric-Datenbank [163]
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Abbildung 6.3.5: Uberleben in Abhiingigkeit der eIF2B5-mRNA-Expression der Metabric Kohorte
[163], dargestellt als Kaplan-Meier Kurven
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Medianes Gesamtiiberleben Medianes Krankheitsfreies Uberleben

. . Medianes
Expressionsgrad Medianes o .
Parameter elF2B1 p n  HR Gesamtiiberleben p n HR —kragkheltsfreles
—Mona tom Uberleben
(Monaten) (Monaten)
.. < Auto-Cutoff 81,00 51,00
Uberleben > Auto-Cutoff 0,102 1879 0,85 106,80 0,240 4929 1,06 46,80

. < Auto-Cutoff oo 40,68 oo 18,00
negativ > Auto-Cutoff 0,009 570 0,66 68.40 0,006 1161 0,77 27,00
. < Auto-Cutoff 125,92 . 69,70
positiv > Auto-Cutoff 0,152 1309 1,19 106.80 0,005 3768 1,18 54.00

. < Auto-Cutoff 118,82 60,00
negativ > Auto-Cutoff 0,158 1459 1,19 84.00 0,175 4047 1,08 51.00
.. < Auto-Cutoff 54,70 35,00
positiv > Auto-Cutoff 0,148 420 0,76 68.40 0,210 882 1,16 30.00

. < Auto-Cutoff - 173,72 228,85
Nodal negativ > Auto-Cutoff 0,006 726 1,45 89.03 0,155 2368 0,89 216,66
. < Auto-Cutoff 35,27 . 32,03

Nodal positiv > Auto-Cutoff 0,040 452 0,70 55.52 0,004 1656 0,78 45.00

. < Auto-Cutoff 151,04 2285,85
negativ > Auto-Cutoff 0,192 549 1,27 99,00 0,250 1873 0,91 216.66
. < Auto-Cutoff 80,64 58,00
positiv > Auto-Cutoff 0,089 398 1,44 53.28 0,045 1372 1,26 39.84

. < Auto-Cutoff 97.48 191,21
negativ e o 0209 683 0,80 g 0439 1935 094
it < Auto-Cutoff | ) ogex 330 1.08 % 0,002%* 1496 148 113,50
postv > Auto-Cutoff ’ ’ % ’ ’ 77,54

**; signifikant bei Signifikanzniveau p= 0,01

Tabelle 6.3.7: Uberlebensdaten in Abhiingigkeit der mRNA-Expressionen von elF2B1 basierend der
Datenbanken des KM-Plotters [166,167]
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o . .. .
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~ . .. .
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c.
b.
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= Expression *"MIM — low
— low @ | g, igh
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° 2o | i ——+
= o | [
: i
o o
£o
~ |
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° HR = 1.45 (1 - 2.09) ° logrank P = 0.0061
o logrank P = 0.047 o L ; : :
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e.
d.

Abbildung: 6.3.6: Gesamtiiberlebensanalyse in Abhéngigkeit der eIlF2B1-Expression mit Hilfe des KM-
Plotters [166,167]
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o .
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e
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Expression
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Krankheitsfreies Uberleben in Abhingigkeit der mRNA-Expression von elF2B1 basierend auf dem KM-Plotter
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beim Nodal-positivem Mammakarzinom

bei erhaltender Chemotherapie beim Mammakarzinom
bei erhaltener Hormontherapie beim Mammakarzinom

Abbildung: 6.3.7: Krankheitsfreies Uberleben in Abhiingigkeit der eIF2B1-Expression mit Hilfe des

KM-Plotters [166,167]



Medianes Gesamtiiberleben

Medianes Krankheitsfreies Uberleben

negativ

positiv

< Auto-Cutoff
> Auto-Cutoff
< Auto-Cutoff
> Auto-Cutoff

0,137

0,0003%**

683 1,30

339 2,34

175,46
110,04
%
%

Expressionsgrad Medianes Medianes
P t e e
arameer elF2B2 p n  HR Gesamtiiberleben p n  HR  krankheitsfreies
(Monaten) Uberleben (Monaten)

.. < Auto-Cutoff 108,00 216,66

Uberleben > Auto-Cutoff 0,109 1879 1,18 75.83 0,083 4929 1,10 184.04

. < Auto-Cutoff - 67,40 23,64

negativ > Auto-Cutoff 0,010 570 1,52 4139 0,018 1161 1,26 19,00

- < Auto-Cutoff 130,00 - 216,66

positiv > Auto-Cutoff 0,132 1309 1,22 85.08 0,004 3768 1,20 184,04

. < Auto-Cutoff 123,60 - 228,85

negativ > Auto-Cutoff 0,034 1459 1,29 80.65 0,004** 4047 1,20 184.04

- < Auto-Cutoff 66,00 122,64

positiv > Auto-Cutoff 0,176 420 1,28 56.64 0,163 882 0,84 162.58

. < Auto-Cutoff 197,62 228,85

Nodal negativ > Auto-Cutoff 0,396 726 1,17 143,00 0,018 2368 1,25 216,66

. < Auto-Cutoff 56,16 122,64

Nodal positiv > Auto-Cutoff 0,046 452 1,40 36.48 0,059 1656 0,84 171.43

. < Auto-Cutoff 151,04 228,85

negativ > Auto-Cutoff 0,064 549 1,40 86,00 0,030 1873 1,23 216,66

- < Auto-Cutoff 108,00 41,42

positiv > Auto-Cutoff 0,013 398 1,71 54,70 0,604 1372 0,94 47.88

42,12

0,132 1935 0,87 60.00
0,001*%* 1496 1,47 111,10
’ ’ 60,60

**: signifikant bei Signifikanzniveau p= 0,01

Tabelle 6.3.8: Uberlebensdaten in Abhingigkeit der mRNA-Expressionen von eIlF2B2 basierend der
Datenbanken des KM-Plotters [166,167]
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Q .
—_ Expression
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© —— high
=
Z e
= o B
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3
=
£o-
~N
o
HR =1.18 (0.96 - 1.44)
o | logrank P = 0.11
o T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
Time (months)
Number at risk
low 1371 987 399 76 8 1 1]
high 508 379 154 67 13 2 a
a.
Gesamtiiberleben eIF2B2
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Abbildung: 6.3.9: Krankheitsfreies Uberleben in Abhiingigkeit der eIF2B2-Expression mit Hilfe des
KM-Plotters [166,167]

112



Medianes Gesamtiiberleben

Medianes Krankheitsfreies Uberleben

negativ

positiv

negativ

positiv

Nodal negativ

Nodal positiv

negativ

positiv

negativ

positiv

> Auto-Cutoff

< Auto-Cutoff
> Auto-Cutoff
< Auto-Cutoff
> Auto-Cutoff

< Auto-Cutoff
> Auto-Cutoff
< Auto-Cutoff
> Auto-Cutoff

< Auto-Cutoff
> Auto-Cutoff
< Auto-Cutoff
> Auto-Cutoff

< Auto-Cutoff
> Auto-Cutoff
< Auto-Cutoff
> Auto-Cutoff

< Auto-Cutoff
> Auto-Cutoff
< Auto-Cutoff
> Auto-Cutoff

Expressionsgrad Medianes Medianes
Paramet Expressionsgrad Medianes Medianes
arameter elF2B3 D n HR  Gesamtiiberleben D n HR krankheitsfreies
(Monaten) Uberleben (Monaten)
Uberloben =AM UM 0504 1879 1,13 106,80 0018 4929 1,14 216,66

86,00

44,40
0,068 570 0,75 69,99
0,129 1309 1,21 136,80

108,00

123,60
0,301 1459 1,31 99,00
63,36
0,330 420 1,21 57.30

179,01
0,030 726 1,46 10800
56,28
0,121 452 1,32 38,00

175,46
0,129 549 1,31 99,00
80,64
0,110 398 1,40 55.46

143,00
80,65
%
%

0,147 683 1,31

0,007** 339 2,23

228,85

24,00
0,327 1161 1,11 20,61
0,031 3768 1,17 216,66

228,85

216,66

sk El
0,008** 4047 1,18 228.85
32,40
0,321 882 0,89 34.13
95,00
0,034 2368 1,21 66.00
171,43

kk 4
0,001 1656 1,33 129.60
216,66
0,058 1873 1,21 228.85
53,36
0,058 1372 1,23 38,00

55,00

0,022 1935 1,22 36,00
0,010%* 1496 1,37 113,77
’ ’ 78,90

**: signifikant bei Signifikanzniveau p= 0,01

Tabelle 6.3.9: Uberlebensdaten in Abhiingigkeit der mRNA-Expressionen von elF2B3 basierend der
Datenbanken des KM-Plotters [166,167]
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Abbildung: 6.3.10: Gesamtiiberlebensanalyse in Abhéingigkeit der el[F2B3-Expression mit Hilfe des
KM-Plotters [166,167]
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Abbildung: 6.3.11: Krankheitsfreies Uberleben in Abhiingigkeit der eIF2B3-Expression mit Hilfe des
KM-Plotters [166,167]
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549 1,38 99,00
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125,92
683 1,15 115,00

%
339 243

%

61,64
0,166 1873 0,88 78,90

42,12
0,208 1372 0,87 5470

39,96
0,011 1935 0,81 57.00
0,243 1496 0,88 84,48
’ ’ 95,01

**: signifikant bei Signifikanzniveau p= 0,01

Tabelle 6.3.10: Uberlebensdaten in Abhiingigkeit der mRNA-Expressionen von elF2B4 basierend der
Datenbanken des KM-Plotters [166,167]
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Abbildung: 6.3.12: Gesamtiiberlebensanalyse in Abhingigkeit der eIF2B4-Expression mit Hilfe des
KM-Plotters [166,167]
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Abbildung: 6.3.13: Krankheitsfreies Uberleben in Abhéngigkeit der eIF2B4-Expression mit Hilfe des
KM-Plotters [166,167]
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Expressionsgrad Medianes Medianes
P t = —
fafameter elF2B5 p n HR Gesamtiiberleben p n  HR krankheitsfreies
(Monaten) Uberleben (Monaten)
.. < Auto-Cutoff 72,20 e 191,21
Uberleben > Auto-Cutoff 0,057 1879 0,82 105.44 1x10 4929 0,75 216,66

64,30 19,00
1 ’ 2 1161 ’
0,065 570 1,36 40.77 0,07 61 0,83 257
90,00 . 191,21
0,104 1309 0,81 123,60 0,0002** 3768 0,78 216.66

80,64 o 191,21
0,018 1459 0,75 121,20 4,3x10 4047 0,71 216,66

69,99 122,64
0,258 420 1,29 56,64 0,181 882 0,86 162,58

175,46 8,7x10" 216,66
0,116 726 1,33 99,00 San 2368 1,38 185.16
55,00 122,64
0,119 452 1,30 3527 0,042 1656 0,82 17143

173,72 o 216,66
0,039 549 1,46 $8.67 0,002 1873 1,29 185.16
54,64 51,00
0,058 398 0,66 115,00 0,027 1372 1,29 32.82

97,48 " 216,66
0,070 683 0,74 143.00 0,001%* 1935 133 16129
67,56 95,44
0,110 339 0,68 130,00 0,169 1496 1,16 76,00

**: signifikant bei Signifikanzniveau p= 0,01

Tabelle 6.3.11: Uberlebensdaten in Abhiingigkeit der mRNA-Expressionen von elF2B5 basierend der

Datenbanken des KM-Plotters [166,167]
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Abbildung: 6.3.14: Gesamtiiberlebensanalyse in Abhingigkeit der eIF2B5-Expression mit Hilfe des

KM-Plotters [166,167]
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Legende:

Krankheitsfreies Uberleben in Abhingigkeit der mRNA-Expression von elF2B5 basierend auf dem KM-Plotter
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Abbildung 6.3.15

beim Mammakarzinom

beim Ostrogenrezeptor-positivem Mammakarzinom

beim HER2-neu-negativem Mammakarzinom

beim Nodal-positivem Mammakarzinom
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bei erhaltender Chemotherapie beim Mammakarzinom

bei nicht erhaltener Chemotherapie beim Mammakarzinom
bei nicht erhaltener Hormontherapie beim Mammakarzinom

: Krankheitsfreies Uberleben in Abhingigkeit der eIF2B5-Expression mit Hilfe des
KM-Plotters [166,167]
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