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1 Urspriingliche Aufgabenstellung sowie wissenschaftlicher und technischer

Stand, an den angekniipft wurde

In malignen Tumoren liegt haufig ein Defekt der DNA-Reparatur vor, bei dem vor allem die Reparatur
von DNA - Doppelstrangbriichen gehemmt ist. Die Bestimmung des Vorliegens dieses DNA-

Reparaturdefektes ist ein wichtiger neuer Biomarker fiir die personalisierte Onkologie.

Im vorliegenden Projekt RAD51predict wurden Methoden validiert, mit denen das Vorliegen einer DNA
Reparaturdefizienz im Tumor untersucht werden kann. Ein wichtiger methodischer Schwerpunkt lag
dabei in der Charakterisierung und Validierung des RAD51 Assays, mit dem durch eine
Fluoreszenzfarbung am Tumorgewebe die Effektivitdit der DNA-Reparatur gemessen werden kann.
Dieser Marker hat das Potenzial, verschiedene mogliche Formen der DNA-Reparaturdefizienz in einem
kombinierten Assay zu untersuchen. Zum Vergleich wurde der Goldstandard einer

sequenzierungsbedingten Bestimmung der HRD verwendet, der im Projekt weiter optimiert wurde.

2 Ablauf des Vorhabens

Die Arbeiten wurden in einem europdischen Verbundprojekt durchgefiihrt, dass im Rahmen der
ERAPerMed Ausschreibung geférdert wurde und von Frau Dr. Violeta Serra aus Barcelona koordiniert
wurde. Dabei wurde die Expertise der verschiedenen Partner kombiniert: Die Partner in Barcelona
haben langjahrige Erfahrung in der Durchfiihrung des RAD51 Assays, die German Breast Group (GBG)
hat Erfahrung in der Durchflihrung klinischer Studien und statistischer Untersuchungen, und das
Institut flr Pathologie der Philipps — Universitdt Marburg hat zum einen Erfahrung in molekularen
Sequenzierungsassays und zum anderen in der histopathologischen Analyse und Qualitatskontrolle
von Proben aus klinischen Studien. Eine umfangreiche Tumorgewebe-Biobank der GBG, die in
Marburg zentralisiert ist, ist Voraussetzung fir die Auswahl geeigneter Tumorproben und die
Durchfiihrung der Validierung im hier vorliegenden Projekt. Im Projekt wurden molekulare Analysen
an Proben aus GBG-Studien durchgefiihrt, die dann von den Projektpartner gemeinsam ausgewertet
wurden. Ziel war es, zum einen die neue Methode der RAD51 Immunfluoreszenz im klinischen Kontext
zu validieren und zum anderen die verschiedenen Methoden, mit denen das Vorliegen einer DNA-

Reparatur-Defizienz gemessen werden kann, weiter zu standardisieren.
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3 Zusammenfassung der wesentlichen Ergebnisse

1. Ein relevanter Anteil von triple-negativen Mamma-Karzinomen weist eine Defizienz der
Doppelstrang-DNA-Reparatur (HR-Defizienz) auf. Diese Defizienz kann an vorhandenen
Paraffingewebe aus der Routinediagnostik an klinischen Studienkohorten mittels der RAD51
Fluoreszenzfarbung nachgewiesen werden kann.

2. Eine HR-Defizient ist relevant fiir das Ansprechen auf neoadjuvante Chemotherapie beim triple —
negativen Mammakarzinom.

3. Grundsatzlich besteht eine hohe Korrelation zwischen dem HRD-Sequenzierungsassay und der
RAD51 Farbung, allerdings konnte fiir die RAD 51 Farbung eine etwas bessere Pradiktion des
Ansprechens auf neoadjuvante Therapie gezeigt werden.

4. Zusatzlich zeigte sich im Rahmen des im RAD51predict Verbundprojektes durchgefiihrten
Ringversuches, dass der RAD51 Assay grundsatzlich in einem Multicenter-Setting durchfiihrbar ist,
wobei die Assay-Standardisierung noch weiter verbessert werden muss.

5. Parallel konnte eine zusatzliche Validierung des Myriad HRD Assays erfolgen, wobei besonderen
Wert auf die standardisierten histopathologischen Parameter gelegt werden. Dies bedeutet eine
direkte Verbesserung der klinischen Versorgung von Patientinnen mit HR-defizienten Tumoren in

Deutschland durch eine verbesserte Standardisierung.

4 Zusammenarbeit mit anderen Forschungseinrichtungen

Das Projekt wurde in intensiver interdisziplindarer Zusammenarbeit zwischen dem Institut fir
Pathologie der Philipps-Universitat Marburg, der klinischen Studiengruppe German Breast Group in
Frankfurt-Neu-Isenburg und der Arbeitsgruppe von Frau Dr. Violeta Serra am Vall d’Hebron Institute
of Oncology in Barcelona durchgefiihrt werden. Die Ergebnisse sind in zwei Publikationen und

mehreren Kongressbeitragen publiziert, weitere Publikationen sind in Vorbereitung.
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1 Ubersicht Gber die Projektziele — Zusammenarbeit im europiischen

Verbundprojekt

1.1 Darstellung der Projektziele

In malignen Tumoren liegt haufig ein Defekt der DNA-Reparatur vor, ein sogenannter positiver HRD-
Zustand. HRD (Homologe Rekombinations Defizienz) bezeichnet einen Zustand in Tumor, bei dem vor
allem die Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen gehemmt ist. Dies kann zum einen durch eine
Mutation in den Genen BRCA1 oder BRCA2 bedingt sein. Daneben gibt es aber auch vielfaltige andere
Ursachen fir einen Defekt der DNA-Reparatur in malignen Tumoren. Es hat sich herausgestellt, dass
sowohl eine konventionelle Chemotherapie als auch eine zielgerichtete Therapie mit PARP—Inhibitoren
eine hohere Erfolgschance hat, wenn ein entsprechender Defekt der DNA-Reparatur vorliegt. Damit

handelt es sich um einen wichtigen neuen Biomarker fiir die personalisierte Onkologie.

Im vorliegenden Projekt RAD51predict wurden Methoden untersucht, mit denen das Vorliegen einer
DNA Reparaturdefizienz im Tumor untersucht werden kann. Ein wichtiger methodischer Schwerpunkt
lag dabei in der Charakterisierung und Validierung des RAD51 Assays, mit dem durch eine
Fluoreszenzfarbung am Tumorgewebe die Effektivitdit der DNA-Reparatur gemessen werden kann.
Dieser Marker hat den Vorteil, dass er unabhangig ist von der jeweiligen genauen Ursache der DNA
Reparaturdefizienz. Somit bietet er das Potenzial verschiedene mogliche Formen der DNA-
Reparaturdefizienz in einem kombinierten Assay zu untersuchen. Zum Vergleich wurde der

Goldstandard einer sequenzierungsbedingten Bestimmung der HRD verwendet.

1.2 Zusammenarbeit im europaischen Verbundprojekt

Die Arbeiten wurden in einem europdischen Verbundprojekt durchgefiihrt, dass im Rahmen der
ERAPerMed Ausschreibung 2019 geférdert wurde und von Frau Dr. Violeta Serra aus Barcelona
koordiniert wurde. Die Partner in Barcelona haben langjahrige Erfahrung in der Durchfiihrung des

RADS51 Assays.

In Deutschland sind Projektpartner das Institut fiir Pathologie der Philipps — Universitat Marburg sowie
die German Breast Group (GBG), Neu—Isenburg. Diese beiden Einrichtungen kooperieren seit langen
im  Bereich der translationalen klinischen Forschung an Proben aus klinischen
Mammakarzinomstudien. Eine umfangreiche Tumorgewebe-Biobank, die in Marburg zentralisiert ist,
ist Voraussetzung fiir die Auswahl geeigneter Tumorproben und die Durchfiihrung der Validierung im

hier vorliegenden Projekt.
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Der Beitrag der Philipps-Universitdat Marburg im vorliegenden Projekt besteht zum einen in der
Auswahl, Qualitatskontrolle und Bereitstellung von geeigneten Tumorgewebeproben aus klinischen
Studien fir die Durchfiihrung des Assays. Zum anderen wurden Validierungsuntersuchungen
durchgefiihrt mit dem Ziel, die Assays zur Bestimmung der HRD am Tumorgewebe stabil durchfiihren
zu koénnen. Dabei wurden zum einen Konzepte zur weiteren Implementierung des RAd51-Assays
erstellt, daneben wurden auch Untersuchungen an vergleichbaren Assays, insbesondere am Myriad

HRD Assay durchgefiihrt.

Der Beitrag der GBG zum vorliegenden Projekt lag in der klinischen Konzeption der entsprechenden
Studien und translationalen Projekte, der Erstellung von statistischen Analyseplanen und der
Durchfiihrung der umfangreichen statistischen Analysen. Die Ergebnisse der GBG sind in einem
parallelen, ausflhrlichen Schlussbericht zusammengefasst, dort werden auch die detaillierten

Ergebnisse der statistischen Auswertung dargestellt.

Die Arbeiten an Institut flir Pathologie der Philipps — Universitat Marburg haben die Grundlage fiir

diese Analysen geliefert. Beide Schlussberichte aufeinander abgestimmt und erganzen sich.

Die Ergebnisse des Projektes wurden bisher in zwei wissenschaftlichen Publikationen veroffentlicht,
die beide bereits erschienen sind. Zudem wurden zusatzliche Projektergebnisse auf einem Vortrag
beim Projekt beim Meeting ESMO Breast in Berlin 2022 vorgestellt, diese Ergebnisse werden aktuell

ebenfalls zur Publikation vorbereitet.

2 Darstellung der im Rahmen des Vorhabens durchgefiihrten Arbeiten

2.1 Arbeitspakete 1 und 2: Untersuchung der Prdvalenz von DNA -
Reparatur Defekten im Mammakarzinom und Relevanz fiir das

Therapieansprechen

2.1.1 Arbeitspaket 1.1 und 1.3: RAD51 Pravalenz im Triple-negativen

Mamakarzinom der GeparSixto-Studie.

Publikation: Llop-Guevara A, Loibl S, Villacampa G, Vladimirova V, Schneeweiss A, Karn T, Zahm DM,
Herencia-Ropero A, Jank P, van Mackelenbergh M, Fasching PA, Marmé F, Stickeler E, Schem C,
Dienstmann R, Florian S, Nekljudova V, Balmafia J, Hahnen E, Denkert C, Serra V. Association of RAD51

with homologous recombination deficiency (HRD) and clinical outcomes in untreated triple-negative
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breast cancer (TNBC): analysis of the GeparSixto randomized clinical trial. Ann Oncol. 2021

Dec;32(12):1590-1596. doi: 10.1016/j.annonc.2021.09.003. Epub 2021 Sep 11. PMID: 34520831.

Vortrag: Llop-Guevara et al, ESMO Breast 2021

Fiir Details der Ergebnisse verweisen wir auf die entsprechende Publikation.

Ausgewadhlte Abbildungen mit Darstellung der Ergebnisse — Ann. Oncol 2021
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Figure 1. Analysis of h | recombination deficiency (HRD) tumor biomarkers by immunofluorescence in tissue microarray (TMA) preparations of untreated

triple-negative breast cancer (TNBC) patients.

(A) The percentages of geminin-positive tumor cells with RADS1 (upper blue bars) and BRCA1 (bottom green bars) nuclear foci in 133 samples are shown. Insert images
depict representative geminin-positive cells with and without RAD51 foci. (B) Bivariate analysis showing the correlation between RADS1, BRCA1 and YH2AX scores.
Pearson coefficients are used to estimate bivariate correlations. Endogenous DNA damage (YH2AX) is high (>25%) in all samples. Samples with low BRCA1 scores
(<10%) likely result from either BRCA1 mutation or BRCA1 epigenetic silencing, and all show low RAD51 scores. The dotted line indicates the prespecified cut-off of 10%
for RADS1. DAPI, 4,6-diamidino2-phenylindole; HRD, HRR deficiency; HRP, HRR proficiency.
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Figure 2. Assocdiation of the RAD51 score with tBRCA status and g ic h K bination deficiency (HRD) score.

(A and B) Bars represent the percentage of cases in each indicated group (C) Sumrnarv table with the number of mdmdual cases (and percentage within each column
group) as well as statistics showing the concordance between RADS1 and genetic/genomic HRD biomarkers.

Ausgewadhlte Abbildung mit Darstellung der Ergebnisse — Prasentation beim ESMO Breast 2021
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Wichtig ist der Vergleich zwischen dem Rad51 Assay und dem HRD-Test von Myriad. Dieser Vergleich
konnte an der Geparsixto Studie erfolgen, da dort die HRD-Tests zentral im Labor der Firma Myriad
durchgefiihrt worden waren. Zwischenzeitlich ist der identische Myriad HRD Test aber auch ans Institut
fir Pathologie der Philipps-Universitat Marburg transferiert und dort im Labor etabliert worden.
Hieraus ergeben sich zusatzliche Moglichkeiten der Validierung, die fir das Projekt genutzt werden

konnten.

2.1.2 Arbeitspaket 1.2 und 1.3: Rad51-Pravalenz in HRD positiven

Tumoren in der GeparOla-Studie
Kongressbeitrag ESMO breast 2022: Prevalence of functional and genomic homologous recombination
deficiency (HRD) in germline RAD51C/D Patients. A. Llop-Guevara, S. Torres-Esquius, M. Romey, S.
Gutierrez-Enriquez, P. G. Nuciforo, O. Diez, G. Llort Pursals, A. Teule, A. Vallmajd, |. Diaz De Corcuera,
I. Chirivella Gonzalez, S. Gonzalez Santiago, P. Sanchez Henarejos, J. Sanz Buxo, C. Guillen Ponce, A.B.

Sanchez, J.M. Brunet Vidal, C. Denkert, V. Serra Elizalde, J. Balmaria

Kongressbeitrag HBOC-VUS Workhop, Netherlands Cancer Institute, Leiden 2022
Joanna Domenech-Vivé, Alba Llop-Guevara, Marcel Romey, Alejandro Moles-Fernandez, Or-land Diez,
Maaike Vreeswijk, Carsten Denkert, Judith Balmana, Violeta Serra, Sara Gutiérrez-Enriquez. RAD51 as

a functional test in breast and ovarian tumours to classify germline BRCA1, BRCA2 and PALB2 variants.

Zusatzliche Analysen zu GeparOla: vergleiche Arbeitspaket 4 und ausfiihrliche Darstellung im

Projektbericht der GBG (Publikation in Vorbereitung)
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Abstract des ESMO Breast Beitrags:

Abstract 359

Prevalence of functional and genomic homologous recombination deficiency (MRD) in germline RADS1C/D

patients

Type:  Abstract

Category: Biomarkers and transistional research and precision medicine

Authors: A | loo-Guewara', S. Torres-Esquius?, M. Romey>, S. Gutierrez-Enriquez?, P. G. Nudifore®, O. Diez?, G.
Ulort Pursals®, A Teule®, A Vslimajé”, |. Diaz De Corcuera®, 1. Chirivella Gonzalez?, S. Gonzalez
Santisgo'®, P. Sanchez Henarejos' !, J. Sanz Buxo'?, C Guilen Ponce 3, AB. Sanchez'®, J M. Brunet
Vidal'S, C Denkert?, V. Serra Eizalde’, J. Balmafa®; Experimental Therapeutics Group, Vall d'Hebron
Institute of Oncology (VHIO)-Cellex Center, Barcelona, Spain, 2Hereditary Genetics Cancer Group, Vall
d@'Hebron Institute of Oncology (VHIO)-Cellex Center, Barcelona, Spain, 3Institute of Pathology,
Philipps-University Marburg and University Hospital Marburg (UKGM)-Universititsifinikum Marburg,
Marburg, Germarry, “Molecular Oncology Group, Vall d'Hebron Institute of Oncology (VHIO)-Cellex
Center, Barcelona, Spain, SCorporacié Sanitaria, Parc Tauli Hospital Universitari, Sabadell, Spain,
8Genetic Counselling Unit. Hereditary cancer program, Institut Catats d'Oncologia Hospitalet,
Barcelona, Spain, ’Oncology, Hospital Universitario Amau de Vilanova, Lieida, Spain, #0ncology,
Hospital Galdakso - Usansolo, Galdakso, Spain, "Medical oncology department, Hospital Clinico
Universitario de Valencis, Vislencia, Spain, 1%0ncology, Hospital San Pedro De Akantara, Caceres,
Spain, ' "Medical Oncology, Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arixaca, Bl Palmar, Spain,
12Cancer Genetic Counselling Unit, Althaia, Xarxs Assistencial Universitaria de Manresa and Institut
Catald d'Oncologia, Manresa, Spain, '3Medical Oncology Department, Hospital Universitario Ramon
y Cajal, Madrid, Spain, **Consejo Genético en Céncer, Hospital General Universitario de Elche, Eiche,
Spain, ">Medical Oncology Department, KO Girona - Institut Catals d'Oncologia Girona, Girona,
Spain

Background

RAD51C and RADS1D are two paralogs of RADS1, essential for the repair of DNA breaks by homologous
recombination (HRR). Germline pathogenic variants (PV) in these genes have been associated with HRR
deficiency (HRD) and antitumor resporse to DNA damaging agents, including PARP inhibitors. The evaluation
of RAD51 nudlear fodi provides a functional measure of HRD, whereas g ic HRD cap/ accumulated
tumor genomic instability. Biallelic inactivation of RAD51C has been associated with genomic HRD. We aimed
to evaluate functional and genomic HRD in patients with primary breast and ovarian cancer (BC/OC) and
germiine PV in RAD51C/D (gRAD51C/D) to help understand the impact of these alterations in HRR status and
provide evidence for therapeutic decision-making.

Methods

51 primary and untreated FFPE tumor samples were obtained from gRAD51C/D high-grade OC (n=26), ER- BC
(n=14) and ER+ BC (n=11) patients, included in the Spanish Hereditary Cancer-SEOM registry. An
immunofluorescence-based assay was used to evaluate RAD51 and functional HRD was defined as RAD51
score £10%. The genomic instability score (GIS), tumor HRR-gene mutation caling and gene-specific LOM
(gsLOH) status was obtained with the Myriad myChoice (Dx assay and analys via the Myriad review
algorithm.

Results

A successful RAD51 score was obtained in 40/51 (78%) and GIS in 27/29 (93%). The prevalence of HRD by the
RADS1 test in gRADS1C was 12/30 (40%) and in gRADS1D was 8/10 (80%), compared to >90% in gBRCA1/2
and gPALB2 BC. Genomic HRD was 11/18 (61%) in gRADS1C samples and 8/9 (89%) in gRAD51D tumors.
RADS51 scores and GIS were concordant in 19/21 (91%) cases. Of these, all HRD tumors by the RADS1 test
(12/21) were also HRD by GIS and presented gsLOM. HRR proficency by RADS1 (9/21) was consistent with low

GIS, except for two OC cases with high GIS, gRADS1C mutation and gsLOH. Interestingly, all ER+ BC cases
(n=5) were HRR proficient by RAD51 and GIS, and lacked gsLOH.

Condlusions

RADS1 scores and GIS are highly concordant in gRADS1C/D BC/OC and reveal a lower prevalence of HRD than
expected, primarily in gRAD51C tumors. HRP was predominant in gRADS1C ER+ BC, which did not exhibit
biallefic inactivation.

F’\'\M—»
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2.1.3 Arbeitspaket 2: Statistische Auswertung der verschiedenen

Expressionsmuster von RAD51

Als Grundlage fiir die statistische Auswertung wurde eine statistischer Analyseplan in Zusammenarbeit
zwischen dem Institut flir Pathologie, der Universitat Marburg, der German Breast Group und dem
Projektkoordinator am VHIO erarbeitet. Dabei wurden die primadren und sekundaren Ziele fir die
statistische Auswertung festgelegt. Die statistische Auswertung wurde von der GBG durchgefiihrt,

ausfihrliche Details sind im Projektbericht der GBG genannt.

Abbildung: Korrelation zwischen RAD51 und tumor BRCA Status (Details zu Analyse siehe

Projektbericht der GBG)
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2.2 Arbeitspaket 3 und 4: Entwicklung eines stabilen Biomarkers und

Entwicklung eines Scoring Systems fiir die histologische Diagnostik

Publikation: Romey M, Rodepeter F, Hattesohl A, Kaiser K, Teply-Szymanski J, Heitz F, Staebler A, Serra
V, Grass A, Marmé F, Timms KM, Harter P, Llop-Guevara A, Kommoss S, Boekhoff J, Denkert C.
Systematic Analysis of Homologous Recombination Deficiency Testing in Ovarian Cancer-Development
of Recommendations for Optimal Assay Performance. Mod Pathol. 2024 Feb 8;37(4):100445. doi:
10.1016/j.modpat.2024.100445. Epub ahead of print. PMID: 38341130.
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2.2.1 Digitale Plattform:

Fiir die Digitalisierung und automatisierte Auswertung sowie die multizentrische interaktive
Auswertung von RAD51 — Farbungen wurde im Rahmen des Projektes die webbasierte digitale
Plattform Smartzoom eingerichtet und genutzt, an der digitale Bilder interaktiv prasentiert werden
kénnen. Die Plattform wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Violeta Serra in Barcelona und
in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Andrew Tutt in London fiir die Beurteilung von
histologischen Farbungen zur Auswahl von Fillen fiir erweiterte HRD-Untersuchungen verwendet.
Zudem bietet sie die Moglichkeit der standardisierten Untersuchung von RAD51 Farbungen. Parallel
wurde - koordiniert durch die Arbeitsgruppe von Violeta Serra in Barcelona - ein Ringversuch zur RAD51
Farbung durchgefihrt (Kramer et al, J Pathol Clin Res. 2023 PMID: 37504067). Hierbei zeigte sich, dass
es in einigen Proben zu einer relevanten Variabilitdt, der RAD51 Farbung kam, die vermutlich durch
technische oder biologische Faktoren bedingt ist. Zur weiteren Standardisierung laufen aktuell
zusatzliche Aktivitaten der beteiligten Zentren. Die im Rahmen des Projektes verwendete digitale
weltbasierte Plattform kann fir zukiinftige weitere Standardisierungen, insbesondere zur Darstellung
von standardisierten Bildern der verschiedenen Farbemuster, zur Auswahl von Fallen fiir zukiinftige

Validierungen und fiir interaktive Diskussionen genutzt werden.

2.2.2 Entwicklung von Scoring-Systemen fiir standardisierte Analysen

Zum Zeitpunkt der Antragstellung war die Ausgangssituation, dass PARP-Inhibitoren in klinischen
Anwendungen verwendet wurden, allerdings gab es keine standardisierten, validen diagnostischen
Tests fir die homologe Rekombinationseffizienz (HRD). Insbesondere waren zu diesem Zeitpunkt die
molekularen Sequenzierungsansatze im Labor nur schwer zu standardisieren. Im Verlauf des Projektes
haben wir am Institut fir Pathologie in Marburg den Myriad HRD Assay als neue molekulare
Technologie etabliert. Die methodische Etablierung erfolgte auBerhalb des RAD51predict Projektes
und ist separat publiziert worden (Denkert C, Romey M, et al. ] Mol Diagn. 2022 PMID: 36191839). Im
Rahmen des RAD51predict Projektes haben wir dann die Erfolgsrate des Myriad HRD Assays bestimmt
und die optimalen histologischen Parameter untersucht und definiert, die fiir einen erfolgreichen Essay

notwendig sind.
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Abbildung: Pravalenz der HRD und Pravalenz von BRCA Mutationen (aus Romey et al, 2024)
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Fig. 2: Prevalence of HRD and BRCAmut status inside a real-
world cohort of mostly ovarian cancers.

A: Bimadal distribution of GIS in 2374 ovarian cancer samples.
B: Distribution of genomic instability status (GIS) and 8RCA1/2
mutations in 2374 ovarian cancer samples.

C: Scatter plot showing GIS stratification of BRCAmut and
BRCAwt samples, Mann-Whitney-U test showed a highly

significant p-value.
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Zusatzlich wurde unter Nutzung des in Marburg etablierten Myriad HRD Assays ein histologisches
System zur Qualitatskontrolle und zur Optimierung der Assay—Performance etabliert. Dabei sind
ausschlaggebend eine addquate Kontrolle des Tumorzellgehaltes und eine ausreichende GréRe der

Probe.

Unter Bericksichtigung der zusatzlichen Scoring—Ergebnisse fiir die histologische Diagnostik konnten
erfolgreiche HRD Assays in 98% der Fidlle erreicht werden. Dies bedeutet eine unmittelbare
Verbesserung der klinischen Versorgung flir die Gruppen von Patienten, bei denen fiir eine PARP —

Inhibitortherapie HRD-Assays verwendet werden.

Abbildung: standardisierte Parameter fiir die Untersuchung der DNA-Reparatur-Defizienz (aus

Romey et al, 2024)
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Fig. 3: Tumor cell content and tumor area are Important quality parameters for HRD
testing.

A, B: Box-and-violin plot comparing tumor cell content (A) and tumor area (B) between
samples that passed/falled analysis. Median and quartiles are Indicated by dashed or
dotted black lines, respectively. Mann Whitney-U test showed highly significant pvalues.
C, D: Representative HEE tissue slides for passed and falled samples. Left Image (C)
displays representative tumor tissue for samples that passed analysis, while right image
(D) shows lower tumor cell content, representative for samples that faled to generate
condusive results. Images taken with 3 10x objective at 100x magnification, white scale
bars Indicate 500 um.

E: Heat showing impact of tumor cell content and area on assay success. Heat map
gradient shows ratio of passed samples from 0% (dark red) to 100% (dark green). Yelow
dotted line shows recommended cutoff for optimal assay success chance, grey areas
Indicate parameter combinations not found inside the cohort.
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Fiir die Zukunft zeichnet sich ab, dass eine Kombination aus sequenzierungsbasierten HRD-
Untersuchungen und funktionellen Farbungen (RAD51) eine sinnvolle Kombination darstellen kann.
Dabei liegt die Rolle der RAD51 Assays, vor allem in Situationen, bei denen bereits eine Resistenz unter
PARP-Inhibitor Therapie eingetreten sein kann, da sich diese Resistenz mit klassischen

sequenzierungsbasierten HRD Assays nicht sicher messen lasst.

2.3 Arbeitspaket 5: Zusdtzliche Validierungen an weiteren klinischen
Studienkohorten, Integration in ein klinisches Studiensetting und Erstellung
von klinischen und translationalen Konzepten fiir weitergehende

Validierungen im Rahmen zukiinftiger klinische Studien

Im Arbeitspaket 5 wurden zusammen mit der German Breast Group und der Gruppe von Violeta Serra
in Barcelona weiterfiihrende Konzepte erarbeitet, um die Rolle der verschiedenen Methoden der HRD

— Bestimmung in zukinftigen Studien untersuchen zu kénnen.

Zentral ist dabei eine aktuelle laufende Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Andrew Tutt am
Institute for Cancer Research (ICR) in London. Es hat sich herausgestellt, dass zusatzlich zu den
bekannten Mechanismen der DNA-Reparatur-Definienz eine methylierungs-bedingte Defizienz eine
relevante Rolle spielen kann. Daher wurden im Rahmen dieses Projektes Proben identifiziert, die fiir
zuklinftige Validierungen insbesondere von Verfahren zur Untersuchung der Methylierung verwendet
werden konnen. Es handelt sich dabei um Proben aus GBG Studien, die vor und nach der Therapie
gewonnen wurden und fiir die teilweise schon Daten aus Analysen in RAD51predict vorliegen. Die
Entwicklung dieser Konzepte ist Bestandteil des Arbeitspaketes 5, die molekularen Analysen werden

aullerhalb des RAD51predict Projektes in Folgeprojekten durchgefiihrt.

Fir die Zukunft ist damit zu rechnen, dass es neben den aktuellen Methoden der
Sequenzierungsbasierten HRD-Untersuchung (Myriad Assay) und der RAD51 Farbung weitere
zusatzliche Methoden geben, die fiir die Auswahl von Patientinnen mit Mammakarzinom fir
zielgerichtete Therapien verwendet werden kénnen. Im Rahmen des RAD51 Projektes sind die
Grundlagen fir diese methodische Weiterentwicklung geschaffen worden. Gemeinsam mit der
Arbeitsgruppe von Andrew Tutt und Violeta Serra werden aktuell Studienkonzepte erarbeitet, an
denen die zusatzliche molekularen Assays als Grundlage filir neue zielgerichtete Therapiekonzepte

evaluiert werden kdnnen.
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3 Zusammenfassung der erzielten Ergebnisse im Einzelnen

Im Projekt konnten folgende Ergebnisse erzielt werden:

1.

Es konnte gezeigt werden, dass ein relevanter Anteil von Mamma-Karzinomen eine Defizienz der
DNA-Reparatur (HR-Defizienz) aufweist und dass diese Defizienz an standardmaRig vorhandenen
Paraffingewebe aus der Routinediagnostik mittels der RAD51 Farbung nachgewiesen werden
kann.

Eine HR-Defizienz, die mit dem Myriad-Sequenzierungsessay oder der RAD51 Farbung
nachgewiesen werden konnte, ist relevant fiir das Ansprechen auf neoadjuvante Chemotherapie
beim triple — negativen Mammakarzinom.

Grundsatzlich besteht eine hohe Korrelation beider Assays, allerdings konnte fiir die RAD 51
Farbung eine etwas bessere Pradiktion des Ansprechens gezeigt werden. Dies kann dadurch
erklart werden, dass der RAD51 Assay ein funktioneller Assay ist, der direkt misst, wieweit die
DNA-Reparatur funktioniert.

Zusatzlich zeigte sich im Rahmen des im Verbundprojektes durchgefiihrten Ringversuches, dass
der RAD51 Assay grundsatzlich in einem Multicenter-Setting durchflihrbar ist, wobei die Assay-
Standardisierung noch weiter verbessert werden muss. Fir zuklinftige Standardisierungen
kénnen die im Rahmen des hier vorliegenden Projektes verwendeten Strukturen genutzt werden.
Im Rahmen des Projektes konnte am Institut flir Pathologie eine zusatzliche Validierung des
Myriad HRD Assays erfolgen, wobei besonderen Wert auf die standardisierten
histopathologischen Parameter gelegt werden. Dies bedeutet eine direkte Verbesserung der
klinischen Versorgung von Patientinnen mit HRD — defizienten Tumoren in Deutschland, da die
Zahl der nicht aussagekraftigen Assays durch die beschriebene Standardisierung deutlich

verringert werden kann.

4 Positionen des zahlenmaRBigen Nachweises

Die entsprechenden Dokumente wurden separat von der Drittmittelabteilung der Philipps-

Universitat Marburg Gbermittelt.
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SAP Fondsnummer 620 43 262 Prof. Dr. Carsten Denkert BMBF/DLR 01KU2008A
vom 23.09.2020

Laufzeit: 01.10.2020 - 30.09.2023

Ausgaben il 2020 2021 2022 2023 2024 Obiigo| Gesamt

Personal 812 0.00 EUR| 0,00 EUR 0.00 EUR| 0.00 EUR 0.00 EUR} 0.00EUR| 0.00 EUR| 0.00 EUR| 0.00 EUR
Personal 817 70.926.48 EUR| 0,00 EUR 8.165,23 EUR 36.18845 EUR 28.746.85 EUR| 0.00EUR| 0.00 EUR| 73.111,03 EUR| 6.81545 EUR
Personal 822 0.00 EUR| 0,00 EUR 0.00 EUR| 0,00 EUR 0.00 EUR| 0.00EUR| 0.00 EUR| 0,00 EUR| 0.00 EUR
Summe der Personalausgaben 79.926.48 EUR| 0.00 EUR| 8.165,93 EUR| 36.198.45 EUR 28.746,65 EUR| 0.00 EUR| 0,00 EUR| 73.111.03 EUR| 6.815.45 EUR
Gegenstande bis 410 EUR 831 0.00 EUR| 0,00 EUR 0,00 EUR| 0,00 EUR 0.00 EUR| 0.00EUR| 0.00 EUR| 0.00 EUR| 0.00 EUR
Vergabe von Aufragen 835 ©.000.00 EUR| 0,00 EUR 0,00 EUR| 9.970.11 EUR| 0.00 EUR| 0.00 EUR| 0.00 EUR| 9.970,11 EUR| -970.11 EUR
sonst. allg. Verwaltungsausgaben 843 24.073.52 EUR| 0,00 EUR 100,00 EUR 12.08342 EUR 26.050.42EUR] 0.00 EUR| 0,00 EUR| 30.152.84 EUR| -5.079,32 EUR
Dienstreisen 848 2.500.00 EUR| 0,00 EUR 0,00 EUR| 0.00 EUR 0.00 EUR} 0.00 EUR| 0.00 EUR| 0,00 EUR 2.500.00 EUR
Summe sachl. Verwaltungsausgaben 45.573,52 EUR)| 0.00 EUR| 100,00 EUR| 22.063,53 EUR 26.959.42 EUR| 0,00 EUR| 0,00 EUR| 49.122.95 EUR -3.549.43EUR

ande und andere it

uber 410 EUR 850 0.00 EUR| 0.00 EUR 0.00 EUR 0.00 EUR 0.00 EUR} 0.00 EUR| 0.00 EUR| 0.00 EUR| 0.00 EUR
Zwischensumme 125.500.00 EUR| 0.00 EUR| 8.265.93 EUR| 58.261.98 EUR 55.706.07 EUR 0.00 EUR| 0.00 EUR| 122.233.98 EUR 3.266.02 EUR
Projektpauschale 25.100.00 EUR] 0.00 EUR 1.653.19 EUR 11.852.40 EUR! 11.141.21 EUR 0.00 EUR| 0.00 EUR| 24.448.80 EUR 653.20 EUR
Gesamtsumme 150.600.00 EUR| 0.00 EUR| 9.919.12 EUR| 69.914.38 EUR 66.847.28 EUR 0.00 EUR| 0.00 EUR| 146.680.78 EUR 3.919.22 EUR

5 Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit des Ergebnisses

Ein Nutzen der Ergebnisse des Projektes ergibt sich fiir die aktuelle klinische Versorgung, vor allem aus

der verbesserten Standardisierung des HRD-Assays.

Fiir spezialisierte funktionelle Untersuchungen konnte zu dem der Rad51-Assay als zusatzliche

Methode validiert werden.

Es zeigte sich, dass bei Patienten mit Mammakarzinom die DNA-Reparatur-Defizienz, ein wichtiger
biologischer Mechanismus darstellt, der in zuklinftigen klinischen Studien untersucht werden wird. Fir

diese Studien stehen aus dem RAD51predict Projekt validierte Biomarkerassays zur Verfligung.

6 Weitere Planung fiir die Zukunft — fortgeschriebener Verwertungsplan

Fiir die Zukunft zeichnet sich ab, dass der Rad51 Immunfluoreszenzassay verwendet werden kann, um
in spezialisierten Zentren eine funktionelle Darstellung der DNA Reparatur Defizienz zu ermoglichen.
Eine Korrelation mit der Therapieresponse konnte im aktuellen Projekt gezeigt werden. Dies ist
besonders relevant fir zukilinftige Fragen einer Resistenzentwicklung unter Therapie, da eine
Resistenzentwicklung mit den klassischen Sequenzierungsbasierten Assays nicht optimal dargestellt

werden kann.

Fiir die Diagnostik in der Primarsituation ist der im aktuellen Projekt weiter standardisierte
sequenzierungsbasierte HDR Test (und vergleichbare sequenzierungsbasierte Assays) der Zeit der am

besten geeignete Assay.
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Fir die Zukunft sind zusatzliche methylierungsbasierte Untersuchungen vielversprechen, die Konzepte
fir die Testung dieser Assays wurden im aktuellen Projekt entwickelt, zukiinftige Testungen an

Tumorproben erfolgen auBerhalb des Projektes.

7 Fortschritt auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen wahrend der

Durchfiihrung des Vorhabens

Das RAD51predict Projekt konnte wichtige Daten zur Nutzung der RAD51-Farbung in der Diagnostik
der DNA-Reparatur-Defizienz erbringen. Parallel wurden in anderen Untersuchungen weitere Assays
getestet, inbesondere Methylierungsbasierte Assays, die aktuell aber noch nicht ausreichend validiert
sind, um flr klinische Fragestellungen verwendet werden koénnen. Goldstandard bleibt die
Bestimmung des HRD — Status durch Sequenzierungsuntersuchungen, die im RADpredict Projekt durch

die weitere Standardisierung des Myriad verbessert werden konnten.

8 Erfolgte oder geplanten Veroffentlichungen des Ergebnisses

Die folgenden Publikationen mit Ergebnissen des RAD51predict Projektes sind bereits publiziert

worden:

1: Romey M, Rodepeter F, Hattesohl A, Kaiser K, Teply-Szymanski J, Heitz F, Staebler A, Serra V, Grass
A, Marmé F, Timms KM, Harter P, Llop-Guevara A, Kommoss S, Boekhoff J, Denkert C. Systematic
Analysis of Homologous Recombination Deficiency Testing in Ovarian Cancer-Development of
Recommendations for Optimal Assay Performance. Mod Pathol. 2024 Feb 8;37(4):100445. doi:
10.1016/j.modpat.2024.100445. Epub ahead of print. PMID: 38341130.

2: Llop-Guevara A, Loibl S, Villacampa G, Vladimirova V, Schneeweiss A, Karn T, Zahm DM, Herencia-
Ropero A, Jank P, van Mackelenbergh M, Fasching PA, Marmé F, Stickeler E, Schem C, Dienstmann R,
Florian S, Nekljudova V, Balmafa J, Hahnen E, Denkert C, Serra V. Association of RAD51 with
homologous recombination deficiency (HRD) and clinical outcomes in untreated triple-negative breast
cancer (TNBC): analysis of the GeparSixto randomized clinical trial. Ann Oncol. 2021 Dec;32(12):1590-
1596. doi: 10.1016/j.annonc.2021.09.003. Epub 2021 Sep 11. PMID: 34520831.

Weitere Publikationen sind aktuell in Vorbereitung, zusatzlich sind Projektergebnisse der anderen
Arbeitsgruppen im europaischen Verbundprojekt in Arbeit worden, die in den entsprechenden

separaten Projektberichten beschrieben werden.
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