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1. Einleitung

1.1 Mammakarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Das Mammakarzinom stellt in den Industrienationen einschlieBlich Deutschland die
haufigste maligne Erkrankung der Frau dar. Ca. 71.500 Frauen erkranken in Deutschland
jéhrlich an Brustkrebs (1). Das Lebenszeitrisiko liegt derzeit bei 12,9%, so dass etwa jede

achte Frau in ihrem Leben ein Mammakarzinom entwickelt (2).

Wihrend die Inzidenz des Mammakarzinoms langfristig angestiegen ist, geht die
Sterblichkeit seit den 90er Jahren des letzten Jahrhunderts zuriick (1). Die verbesserte
Friiherkennung, neue Therapiekonzepte und die interdisziplindre Betreuung in
zertifizierten Zentren haben insbesondere in den letzten 10 Jahren zu dieser Entwicklung

beigetragen (3).

Dennoch geht knapp ein Fiinftel der krebsbedingten Todesfélle auf das Mammakarzinom
zuriick (1). Mit 18 500 Fillen 2019 stellt Brustkrebs die hdufigste zum Tode fithrende
Krebserkrankung bei Frauen in Deutschland dar (4).

88 % der Patientinnen leben durchschnittlich noch fiinf Jahre nach Diagnosestellung
(relatives 5-Jahres Uberleben), 82 % nach zehn Jahren (relatives 10-Jahres-Uberleben)
(1). Dabei unterscheidet sich die Prognose je nach Altersgruppe. Das mittlere
Erkrankungsalter liegt laut dem Bericht des Robert-Koch-Instituts bei 64,3 Jahren (1).
Ein Riickgang der Sterblichkeit findet sich nur in den Gruppen der unter 70 Jéhrigen

Patientinnen (1).

1.1.2 Risikofaktoren

Die Entstehung des Mammakarzinoms ist ein multifaktorieller Vorgang. Zu den
begiinstigenden Faktoren gehdren eine familidre Disposition sowie individuelle
Risikofaktoren. Nur 5-10 % aller Mammakarzinome sind erblich bedingt (5). Zu den
bekanntesten Pradispositionen gehoren hier die Mutationen im BRCA-1 oder BRCA-2-
Gen, welche das Brustkrebsrisiko auf bis zu 80% erhohen (5, 6). Ins Bewusstsein der

Gesellschaft riickten diese in den letzten Jahren durch 6ffentliche Bekenntnisse bekannter



Personlichkeiten davon betroffen zu sein, wie etwa von Angelina Jolie, welche sich 2013
einer praventiven beidseitigen Mastektomie unterzog (7). Infolgedessen kam es weltweit
zu einer vermehrten Nachfrage nach einer diesbeziiglichen genetischen Beratung, was als
Jolie-Effekt bezeichnet wurde (8). Weitere bekannte genetische Risikofaktoren
unterteilen sich in solche mit hoher Penetranz (p53, PTEN, ATM, NBS1, LKBI) und
weitere Gruppen mit niedrigerem Durchbruchsrisiko wie die Chytochom P450 Gene
(CYP1A1, CYP2D6, CYP19), einige Stoffwechselgene (MTHFR, ADHI1C), DNA-
Reparatur-Gene (XRCC1, XRCC3, ERCC4/XPF) und Signalmolekiile (PR, ER, TNFa,
HSP70) (9).

Viel entscheidender erscheinen jedoch auf die gesamte Bevolkerung bezogen die nicht
erblichen Risikofaktoren. Hierzu zdhlen einerseits individuelle Faktoren wie ein
Mammakarzinom in der Eigenanamnese, frilhe Menarche, spite Menopause, spite
Erstparitét oder Kinderlosigkeit und eine hohergradige Masthopathie (10,11,12), sowie
andererseits die potenziell modifizierbaren Risikofaktoren Adipositas, Diabetes mellitus,
Bewegungsmangel,  Nikotinabusus und  hormonhaltige = Medikamente  v.a.
postmenopausale Ersatztherapie (10,13,14,15). Auch vermehrter Alkoholkonsum kann

moglicherweise zu einem erhdhten Brustkrebsrisiko beitragen (16).

1.1.3 Klassifikation und stadiengerechte Therapie

Fast so vielfdltig wie die Risikofaktoren sind die verschiedenen histopathologischen
Formen des Mammakarzinoms, deren hiufigste das invasive duktale Karzinom (IDC)
darstellt, welches nach der WHO seit 2003 offiziell als NST (no special type) bezeichnet
wird (17, 18). In die zweite Hauptgruppe fallen die invasiven lobuléren Karzinome (ILC),
deren Ursprungsort im Gegensatz zum duktalen Karzinom im Bereich der Azini liegt (19,

20).

Von den invasiven Karzinomen sind die lokal begrenzten Formen des ductalen
Carcinoma in situ (DCIS) und des lobuldren Carcinoma in situ (LCIS) abzugrenzen (18),

welche auf Grund ihres frithen Stadiums eine deutlich bessere Prognose aufweisen (17).

Von besonderer Bedeutung fiir die nachfolgende Wahl der Therapie ist die

Klassifizierung nach der Tumorbiologie bzw. des Hormonrezeptorstatus des



Mammakarzinoms. Dabei wird im Besonderen nach zwei Hormonrezeptoren gesucht,
dem fiir Ostrogen (ER) und dem fiir Progesteron (PR), (21) sowie nach dem Rezeptor
Her2/neu (auch epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor 2 oder ErbB2 genannt), welcher
der Familie des Epidermalen Growth Factor Receptor (EGFR) angehort (22). Ist keiner
davon in der Immunhistochemie bzw. molekularen Diagnostik positiv, spricht man von
einem tripel-negativem Mammakarzinom (23). Weitere molekulare Subtypen geméal der
St. Gallen-Klassifikation stellen Luminal-A und -B, sowie Her2-Type non-luminal und
der Basal-like-Typ dar (24). Tabelle 1 gibt eine Ubersicht iiber die zugehdrigen
Charakeristika.

Tabelle 1 Molekulare Subtypen des Mammakarzinoms nach dem St.Gallen-Konsensus von 2009 (24)

Subtyp ER/PR-Status | HER2-Status Ki-67
Luminal A positiv negativ niedrig
Luminal B | HER2-negativ | positiv negativ Hoch
HER2-positiv positiv jeder Wert
HER2-positiv negativ positiv jeder Wert
Triple-negativ negativ negativ jeder Wert

Die Bestimmung des ER- und PR-Status erfolgt immunhistochemisch am Paraffinschnitt
mit Hilfe mono- oder polyklonaler Antikérper (25), die des Her2/neu-Status entweder
ebenfalls immunhistochemisch (Rezeptor) oder liber den Nachweis der Genamplifikation
(FISH) Chromogen-in-situ-

mittels bzw.

Hybridisierung (CISH) (22).

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Zuséatzlich zum Hormonrezeptorstatus kann ergénzend die Proliferationsrate durch den
immunhistochemischen Nachweis des Markers Ki-67 bestimmt werden (23). Hierauf

wird in Kapitel 4.3 noch niher eingegangen werden.

Aufgrund einer abgelehnten Empfehlung durch die aktuelle S3-Leitlinien-Gruppe (23)
wird auf die ndhere Vorstellung der Invasionsfaktoren uPA/PAI-1 nachfolgend
verzichtet. Es soll jedoch nicht unerwéhnt bleiben, dass sie nach den aktuellen ASCO-
Leitlinien zur Entscheidung iiber den Einsatz einer adjuvanten systemischen Therapie bei
ER-/PR positivem und HER2-negativem nodal-negativem Mammakarzinom,

herangezogen werden konnen (23, 26).



Fir die Therapiefindung von mindestens so grofer Bedeutung wie der
immunhistochemische Status des Mammakarzinoms ist dessen klinisch-pathologische
Klassifikation. Diese erfolgt leitliniengemal anhand der TNM-Klassifikation, welche die
lokale Gewebeinvasion, den Lymphknotenstatus, sowie eine etwaige vorliegende
Fernmetastasierung beriicksichtigt (23, 27). Auf dieser Grundlage kann das Stadium der
Tumorerkrankung nach UICC festgelegt werden (27).

Das Stadium IV ist gekennzeichnet durch das Auftreten einer Fernmetastasierung (27).
In dieser Situation ist zumeist eine palliative Therapie anzustreben. Im Fokus steht hier
die Symptomreduktion und vor allem der Erhalt der Lebensqualitét. Dies ist jedoch nicht
automatisch gleichbedeutend mit dem Verzicht auf eine systemische Therapie. Neben der
endokrinen Therapie (s.u.) gibt es in zunehmendem Male sog. ,targeted therapies®,
zielgerichtete Therapien, welche tumorassoziierte molekulare Vorgédnge ausnutzen.
Bekannte Beispiele sind hier Trastuzumab bei positivem Her2/neu Status oder der VEGF-

Inhibitor Bevacizumab (23).

Selbstverstindlich finden diese modernen Wirkstoffe auch Eingang in die kurative
Therapie des Mammakarzinoms. Entscheidend fiir den Behandlungserfolg ist jedoch
noch immer die Operation, welche heute in ca. 70 % brusterhaltend erfolgen kann (28).
Voraussetzungen dafiir sind eine lokale Begrenzung ohne Infiltration von Haut oder
Muskulatur, eine giinstige Lage des Tumors so wie eine ausreichende Relation von
Tumor und BrustgrofBe (28). Auch nach einer lokalen RO-Resektion, d.h. tumorfreien
Resektionsrdndern mit ausreichendem Sicherheitsabstand, folgt in diesem Fall eine

Strahlentherapie (23).

Kontraindikationen stellen multizentrische und inflammatorische Mammakarzinome,
sowie ein ungiinstiges Tumor-Brust-Grofenverhéltnissen oder die Ablehnung einer
Strahlentherapie durch die Patientin dar (23, 28). Therapeutisch erfolgt entsprechend die
Mastektomie (23). Eine Bestrahlung kann auch hier indiziert sein und ist abhéngig von
Tumorstadium und Infiltration (23). Zumeist erfolgt vor der Operation eine Markierung
des Sentinel-Lymphknotens, iiber welchen die Lymphe des Tumorgebietes drainiert wird.
Dieser wird extirpiert und pathologisch begutachtet. Bei einem Befall ist eine Entfernung

der axilldren Lymphkonten bis zu Level II, in seltenen Féllen bis Level 111, indiziert (23).



1.1.4 Systemische Therapie

Neben den bereits oben erwéhnten ,target therapies gibt es bei der systemischen
Therapie auch die Moglichkeit einer Hormontherapie und einer Chemotherapie. Durch
ihren Einsatz kann das Risiko fiir Fernmetastasen um ca. ein Drittel gesenkt werden (29).
Die  Therapieentscheidung  féllt je nach  Risikoeinstufung, auch eine

Kombinationstherapie kann indiziert sein.

Bei erwartetem Ansprechen auf eine endokrine Therapie werden je nach menopausalem
Status der Patientin das Antidstrogen Tamoxifen (prdmenopausal) oder
Aromatasehemmer (postmenopausal) angewandt (23). Auch ein GnRH Agonist, zur

Suppression der hormonellen Ovarfunktion, kann zum Einsatz kommen (23).

Eine Indikation zur Chemotherapie besteht dann, wenn der individuelle zu erwartende
Nutzen hoher ist als mogliche Nebenwirkungen und Spétschiden (23). In welcher
Situation dies zutrifft, ist ein viel diskutierter Aspekt der Therapie des Mammakarzinoms.
So weisen die St.-Gallen-Empfehlungen von 2009 und 2011 auf die endokrine Sensitivitét
sowie die molekularen Subtypen als entscheidende Kriterien fiir die Indikationsstellung

zur adjuvanten Chemotherapie hin (23, 24, 30).

Wihrend bei einem hohen Risiko, entsprechend der Risikoeinstufung des
Mammakarzinoms nach Konsensus St. Gallen 2009, 2011 (24, 30), in den meisten Féllen
eine klare Indikation zur Chemotherapie besteht, besonders bei tripel-negativen
Karzinomen, ist diese bei niedrigem Risiko und positivem Therapieansprechen auf die
endokrine Behandlung nicht indiziert (23). Die Schwierigkeit der Therapiefindung ergibt
sich im mittleren Risikobereich. 70-80% der Patientinnen denen nach standardisierten
Risikoprédiktoren, wie unter anderem dem histologischem Grading und dem
Lymphknotenstatus, eine Chemotherapie angeboten wird profitieren davon nicht, weil sie
auch ohne die Intervention iiberlebt hitten (28). Selbst Laien ist zumeist bekannt, dass
eine Chemotherapie mit nicht unerheblichen Nebenwirkungen und auch gesundheitlichen
Folgerisiken einher geht. Zum einen sind hier die Effekte der akuten Toxizitit (z.B.
Emesis, Nausea, Alopezie), daneben aber vor allem potenziell langfristig Lebensqualitit
einschriankende Nebenwirkungen, wie etwa Fatigue, Amenorrhoe, sensorische

Polyneuropathie, ,,Chemobrain®“ und im besonderen potenziell lebensbedrohliche



Folgeerkrankungen wie z.B. Herzinsuffizienz und sekundére Leukdmien anzufiihren (22,

31-35). Unter diesem Gesichtspunkt ist eine Ubertherapie zu vermeiden.

Ebenso wenig ist jedoch der umgekehrte Fall zu riskieren, in dem es durch eine
unterlassene Chemotherapie zu einer Prognoseverschlechterung kommt. In den letzten
Jahren wurde viel an der Entwicklung belastbarer Tools gearbeitet, welche die

Entscheidungsfindung in genau dieser Situation erleichtern sollen (23, 28).

Vorrangig haben sich Gentests des Tumorgewebes auf hdufige, prognosebeeinflussende
Mutationen etabliert. Als Beispiele fiir kommerzielle Tests sind hier EndoPredict®,
MammaPrint®, Oncotype DX® und Prosigna® zu nennen (23). Diese Auffiihrung erhebt
jedoch keinesfalls Anspruch auf Vollstandigkeit.

Seit Januar 2020 sind solche Gentests unter bestimmten Voraussetzungen eine Leistung
der gesetzlichen Krankenversicherung (35, 36, 37). Fiir den Oncotype DX® sind das
Hormonrezeptor-Positivitit, ein negativer HER2/neu-Status und eine friihes

Tumorstadium ohne Fernmetastasierung (36, 37, 38).

Da hierdurch jedoch nicht alle Situationen abgedeckt werden, in denen eine Hilfestellung
zur Therapiefindung wiinschenswert ist, ist dies zurzeit ein aktiver Forschungsbereich
(23) und auch die vorliegende Arbeit mochte einen Beitrag zum Erkenntnisgewinn auf
diesem Feld leisten (s. Kapitel 1.3). Der Gentest Oncotype DX® wird unter Kapitel 1.2

noch ndher vorgestellt werden.

Ist eine Chemotherapie indiziert, kann diese sowohl neoadjuvant als auch adjuvant
durchgefiihrt werden. Beziiglich des Gesamtiiberlebens sind beide Verfahren als
gleichwertig anzusehen (23). Moglicherweise fiihrt die neoadjuvante Therapie jedoch zu
einer hoheren Rate an brusterhaltenden Therapien (23). Leitliniengemi enthélt die
adjuvante Chemotherapie ein Taxan und ein Anthrazyklin (z.B. Epirubicin) (23). Eine
weitere, hdufig in Kombination eingesetzte Substanz ist Cyclophosphamid (23). Der
Stellenwert von Gemcitabine und weiteren neuen Substanzen ist in der Therapie des

Mammakarzinoms noch umstritten (23).



1.2 Oncotype DX®

1.2.1 Hintergrund

Der OncotypeDX® ist einer der in Deutschland meistgenutzten Multigentests zur
Risikostratifizierung des Mammakarzinoms. Entwickelt wurde er 2004 in den USA, 2009
erfolgte die Markteinfiihrung in Europa (39) und seit Januar 2020 war er als erster der

pradiktiven Multigentest des Mammakarzinoms eine Kassenleistung (36, 37).

Basierend auf einem 21-Gene umfassenden RT-RNA-Assays (Reverse Transkription)
(41, 42) bietet er eine durch zahlreiche klinische Studien validierte Vorhersage (23, 39-
49) fiir die Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs und den klinischen Nutzen einer
adjuvanten Chemotherapie beim nodal-negativen, ER-positiven, Friihstadium des

Mammakarzinoms (40).

Als Untersuchungsmaterial dient das in der primdren Operation gewonnene und nach
Formalinfixierung eingebettete Tumormaterial, wodurch kein weiterer Eingriff fiir die
Patientinnen notwendig ist und auch eine aufwéndige Logistik, wie etwa bei
schockgefrostetem Material, entfdllt (39, 40, 50). Die Aufarbeitung und Testung der
Probe erfolgt standardisiert im Labor von Genomic Health® (Entwickler des Oncotype
DX Brustkrebstest), wozu das histologische Préparat {iber ein zentrales Labor in Frankfurt

am Main in die USA versandt wird (39).

Mit dem OncotypeDX® wird die Expression von 16 krebsassoziierten Genen und fiinf
Referenzgenen untersucht (39, 40). Die Ergebnismitteilung der Analyse erfolgt in Form

des Recurrence Score®, dessen Wert zwischen 0 und 100 liegt (41).

1.2.2 Bewertung und Studienlage

Bei einem Wert von 0-10 des Recurrence Score® kann von einem niedrigen Risiko fiir
ein Rezidiv und folglich fiir die fehlende Notwendigkeit einer Chemotherapie
ausgegangen werden (38, 41), wohingegen bei einem Wert grofer 26 die Indikation zur
adjuvanten Chemotherapie untermauert wird (38, 41). Fiir den mittleren Recurrence-
Score®-Bereich (Werte von 11bis 25) wurde das Risiko explizit in der TAILOR X Studie

untersucht und als moderat bewertet, so dass nicht von einem allgemeinen Benefit durch



eine Chemotherapie auszugehen ist, sondern vielmehr die Gefahr der Ubertherapie
besteht (41). Allerdings gibt es hierbei Unterschiede in den Altersgruppen. So zeichnet
sich ab, dass in der Gruppe Patientinnen bis einschlieBlich 50 Jahre mit einem
Recurrence-Score® zwischen 16 und 25, im Gegensatz zu élteren Patientinnen und
solchen mit einem Recurrence-Score® unter 16, einige von einer adjuvanten

Chemotherapie profitieren kdnnten (41).

Mit der Tailor-X-Studie konnten Limitationen der gebrauchlichen klinisch-
pathologischen Risikoeinstufung aufgezeigt werden (41, 45). Das betrifft nicht nur wie
oben ausgefiihrt die potenzielle Ubertherapie. In der Studie zeigte sich, dass es auch eine
relevante Fallzahl an Patientinnen gab, die mit der klassischen pathologischen
Risikoeinstufung untertherapiert worden wire: 43 % der Patientinnen aus der Gruppe mit
einem Recurrence-Score® > 26 wurden nach der pathologischen Risikobewertung einer
niedrigen Risikokategorie zugeordnet (45). Durch eine kombinierte chemo-endokrine
Therapie dieser Patientinnen konnte das Auftreten eines Rezidivs im Vergleich zur

Erwartungshaltung bei alleiniger endokriner Therapie deutlich gesenkt werden (45).

Mit 10.273 eingeschlossenen Patientinnen stellt die Tailor X-Studie die bisher groBte zur
adjuvanten Behandlung von Brustkrebs dar (41). Thre Ergebnisse fanden weltweit
Beriicksichtigung in der Anpassung von Behandlungsleit- und Richtlinien (23, 24, 26, 51,
52, 53).

Neben der Tailor X Studie untersuchen noch weitere Phase III Studien den Oncotype
DX® prospektiv in der klinischen Praxis. Die Westdeutsche Studiengruppe konnte mit
der WSG PlanB Studie bei nodal-positiven Patientinnen bzw. nodal-negativen, aber
klinischen Hochrisiko-Patientinnen den priadiktiven Wert des Recurrence-Scores®
bestétigen und zeigte, dass diese Patientinnen bei einem Recurrence-Score®-Wert < 11
auch ohne adjuvante Chemotherapie ein gutes Outcome haben (44). Die Ergebnisse der
RxPONDER-Studie, einer randomisierten klinische Studie bei HR+, HER2-, nodal-

positiven Patientinnen, sowie der ADAPT-Studie werden noch erwartet (39, 42).

Durch die TransATAC-Studie und die SWOG-8814-Studie konnte bereits bei nodal-
positiven Patientinnen sowohl ein prognostischer (46) als auch ein pradiktiver (54)

Informationsgewinn durch den Oncotype DX® bestitigt werden.



Dadurch wurde gezeigt, dass die Fernrezidivrate sowohl bei negativem als auch positivem
Nodal-Status mit Zunahme des Recurrence Score® steigt (46, 54, 55). Weiterhin stiitzen
prospektiv gewonnene Daten aus dem SEER-Register die Studienlage zum Oncotype

DX® (56).

Damit gebiihrt dem Recurrence-Score® der Rang eines unabhédngigen prognostischen
Markers (48, 57). Beim nodal-negativen ER positiven Friihkarzinom bietet er ein
akkurateres MaB fiir die Aggressivitit von Brustkrebs und das therapeutische Ansprechen

als die Standardmethoden (40).

Der Oncotype DX® wurde bislang weltweit bereits bei iiber einer Million Patientinnen
eingesetzt (39). Kein weiterer Multigentest zur Risikostratifizierung bei Brustkrebs
verfiigt iiber eine so umfangreiche Studienlage (23). Fiir den Oncotype DX® liegen
sowohl Daten aus prospektiven klinischen Studien als auch aus Registerstudien vor (23,
56). Aus diesem Grund wurde er als représentativer Vertreter der Multigentests flir den

Vergleich mit immunhistochemischen Markern der vorliegenden Arbeit ausgewéhlt.

1.2.3 21-Gen-Expressions-Assay

Beim Oncotype DX® wird das Tumorgewebe mittels quantitativer Real-Time-
Polymerasekettenreaktion (QRTPCR) auf die Expression von 21 Genen untersucht (39).
Diese Gene lassen sich verschiedenen Gruppen zuordnen. Fiinf von Thnen dienen als
Referenzgene, welche die Erfassung des zugrundeliegenden Expressionslevels des
Gewebes und den Ausgleich von Storfaktoren ermdglichen (40). Die 16 krebsassoziierten
Gene des Tests beeinflussen die Proliferation, die hormonelle Regulation iiber den
Ostrogenrezeptor, sowie die Invasion und den Her2/neu Signalweg (39, 40). Tabelle 2

gibt eine Ubersicht iiber die Gengruppen.



Tabelle 2 Gen-Panel des Oncotype DX® (nach Cronin et al., 2007 (40) und
www.oncotypeig.com, 2021 (40)).

REFERENZGENE PROLIFERATION OSTROGEN INVASION HER: ANDERE
B-Actin Kl-67 ER Stromelysin 3 HER: GST M1
GAPDH STK1s PR Cathepsin L GBR7 CDss
GUS Survivin Bclz BAG:
RPLPO Cyclin B1 SCUBE:

TFRC MYBL:

Die Auswahl dieser Gene fiir den Multigenassay erfolgte anhand von drei
Korrelationsstudien, welche eine enge Assoziation zwischen den 16 krebsbezogenen
Genen und dem Outcome der Patientinnen zeigten, sowie eine konstante Expression der
Referenzgene und das Fehlen einer Korrelation zwischen diesen und dem Outcome (40).
In den Recurrence-Score® flieBen die aus den Expressionsleveln der einzelnen Gene

ermittelten Gruppenwerte in unterschiedlicher Gewichtung mit ein (55).

1.3 Ziel der Arbeit

Die vorliegende Arbeit setzt sich zum Ziel die folgenden Fragen zu beantworten:

- Zeigt sich fir die ausgewdhlten immunhistochemischen Marker ein klarer
Zusammenhang mit der Hohe des Recurrence-Scores®?

- Gibt es einen oder mehrere immunhistochemische Marker mit pradiktivem Wert
fiir die Recurrence-Score®-Gruppen?

- Zeigen sich diesbeziiglich Unterschiede zwischen den Patientenkollektiven mit
Alter < 50 Jahren bzw. > 50 Jahren?

- Existiert ein Zusammenhang zwischen einzelnen Marker untereinander?

- Gibt es ein immunhistochemisches Profil mit Vorhersagewert fiir den Recurrence-

Score®?
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2. Patientinnen und Methoden

2.1 Ethikvotum

Die Patientendaten wurden unumkehrbar anonymisiert. Hierdurch wurden mdgliche
Riickschliisse auf einzelne Patientinnen aus der Darstellung der Ergebnisse
ausgeschlossen. Die Ausrichtung der Arbeit erfolgte entsprechend der Richtlinien der
Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultét der Universitdt Wiirzburg. Ein Votum der
Kommission war fiir die vorliegende Untersuchung nicht erforderlich. Eine

Unbedenklichkeitsbescheinigung (Aktenzeichen 2018041301) liegt vor (58).

2.2 Patientinnen

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden 79 Fille von Patientinnen untersucht, bei
denen zwischen den Jahren 2012 und 2018 die primdre Diagnose Brustkrebs gestellt
wurde. Das Alter bei Diagnosestellung lag zwischen 28 und 76 Jahren. Aufbauend auf
dem Kollektiv einer Vorlduferarbeit von Dr. Lea Frey (50), wurden in das
Studienkollektiv insgesamt 60 Fille aus dem Leopoldina Krankenhaus in Schweinfurt
(Leopoldina-Krankenhaus der Stadt Schweinfurt GmbH, Gustav-Adolf-Str. 8, 97422
Schweinfurt) und 19 Fille aus der Missionsérztlichen Klinik am Monchberg in Wiirzburg,
seit 2017 Teil des Klinikums Wiirzburg Mitte (Klinikum Wiirzburg Mitte gGmbH,

Salvatorstr. 7, 97074 Wiirzburg), aufgenommen.

Primires Einschlusskriterium war das Vorliegen eines Recurrence Score® Wertes aus der
Oncotyp DX® Untersuchung. Veranlasst wurden diese Testungen jeweils nach
Empfehlung eines interdisziplindren Tumorboardes mit Zustimmung der Patientinnen.
Als empirisch belegter pradiktiver Faktor fiir den Benefit einer Chemotherapie (23, 39-
49), flieBt der Recurrence Score® in die Entscheidung zur Indikationsstellung einer
Chemotherapie bei Patientinnen in einem frithen Stadium von invasivem Brustkrebs mit
ein (23). Die Kriterien des Tumorprofils, welche zur Auswahl der Patientinnen fiir eine
Oncotype DX®-Testung herangezogen wurden, konnen folglich als sekundére
Einschlusskriterien der Studie betrachtet werden. Diese sind in weitestgehender
Ubereinstimmung mit dem Beschluss des Gemeinsamen Bundesausschusses vom

15.0ktober 2020 (38):



- Mammakarzinom in einem frithen Stadium
- ER+

-  HER2-

- Lymphknotenstatus NO-N1

Bei einer Patientin des Leopoldina Krankenhauses wurden aufgrund zweier
unterschiedlicher Primarii auch zwei Oncotype DX® Untersuchungen durchgefiihrt, die
zu unterschiedlichen Recurrence Score® Werten fiihrten. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit werden diese als zwei Félle gefiihrt, da hier der direkte Vergleich des
immunhistochemischen Panels mit dem Recurrence Score® interessiert und nicht der

Bezug zum Outcome der Patientin.

In der iiberwiegenden Anzahl der Fille lag ein Mammakarzinom (Mamma-Ca) vom non
special type (NST) vor. Daneben wiesen 12 der Fille Carcinome vom invasiv lobuldrem
Typ auf. In Einzelfillen fanden sich ein muzindses, sowie ein invasiv tubuléres, ein
invasives ductales und ein papillires Mamma-Ca mit neuroendokriner Differenzierung
(sieh Tabelle A2, IV Anhang). Der Differenzierungsgrad lag bei iiber 80 Prozent der Falle
im mittleren Bereich (G2). Eingeschlossen wurden Félle von G1-G3. In ca. der Hélfte der
Félle waren die Lymphknoten tumorfrei (pNO). Die andere Hilfte setzt sich aus pN1 und

pN1mi Status-Féllen zusammen.

2.3 Tissue-Mikro-Arrays

Die immunhistochemischen Férbungen wurden an Tissue-Micro-Arrays (TMA)
durchgefiihrt. Erstellt wurden diese manuell unter Verwendung des Gerdtes MTA-1
(manuell tissue arrayer-1, Beecher Instruments, Sun Prairie, WI) mit einem
Kerndurchmesser der histologischen Proben von 600um. Zuvor wurden auf Himatoxylin
und Eosin gefdrbte Objekttrdger je vier reprdsentative Bereiche jeder Tumorprobe

ausgewihlt und auf dem entsprechenden Paraffinblock markiert. Die Ubertragung auf die

12



zwei  Empfangerblocke erfolgte anschlieBend mittels Stanzverfahren. Als

Vergleichsmaterial wurde Gewebe von der Niere und den Tonsillen gewéhlt.

2.4 Immunhistochemie

Die Vorbereitung der Objekttriger und Ausfiihrung der Paraffinschnitte sowie die
Durchfiihrung der IHC-Féarbungen erfolgte nach den einheitlichen Standardverfahren des
pathologischen Institutes der Universitit Wiirzburg (Josef-Schneider-Str. 2, 97080
Wiirzburg, Institutsvorstand: Prof. Dr. Andreas Rosenwald). Nachfolgende Tabelle 3 gibt

eine Ubersicht zu den hierfiir verwendeten Antikdrperchargen.

Tabelle 3 Fir die Immunhistochemische Farbung verwendete Antikdrper mit Verdinnung.

Nr. Marker Hersteller Clone Verdiinnung
1 AMACR BiolLogo 13H4 1:50

2 Bcl 2 Dako Clonel24 1:50

3 Cyclin D1 Leica P2DMFM 1:20

4 CDK4 DCS DCS-35 1:200

5 CD56 Leica 1B6 1:50

6 D20-40 Dako D20-40 1:20

7 Glut 1 Bio Genex SPM498 1:1 (ready to use)
8 MDM2 Zytomed 3G187 1:200

9 MLH1 Leica ESO5 1:100

10 MSH2 Leica 25D12 1:100

11 MSH6 Leica PU29 1:200

12 PMS2 Leica MORA4G 1:25

13 p57 Santa Cruz BT KP39 1:400

14 P27 BD Bioscience 57 1:400

15 pERK Cell-Signal D13.14-4E 1:800

16 PDL-1 Quartett QR1 1:200

17 p53 Dako DO-7 1:50

18 RB Medac 3C8 1:800

Die Auswertung erfolgte zum einen durch die Promovendin, zum anderen durch den
Betreuer (HUV). Tabelle 4 gibt eine Ubersicht zum Auswertungsschema bezogen auf die
einzelnen Marker. Bei mehr als zwei Auspragungen erfolgte in der Datenauswertung eine
zusdtzliche Analyse mit Zusammenfassung in je zwei Auspriagungsgruppen (im

Folgenden als Dichotomisieren bezeichnet). Siehe hierzu Kapitel 3.1 mit Unterpunkten.
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Tabelle 4 Auswertungsschema der Marker nach Auspragung

Nr. Marker Anzahl Kategorien Auspragung

1 AMACR 2 negativ: normale Expression
positiv: Uberexpression

2 Bcl 2 3 negativ

schwach positiv
stark positiv

3 Cyclin D1 3 negativ
schwach positiv
stark positiv

4 CDK4 3 negativ
schwach positiv
stark positiv

5 CD56 2 negativ
positiv

6 D20-40 2 negativ
positiv

7 Glut 1 3 negativ

schwach positiv
stark positiv

8 MDM2 2 negativ
positiv
9 MLH1 2 negativ
positiv
10 MSH2 2 negativ
positiv
11 MSH6 2 negativ
positiv
12 PMS2 3 negativ
neutral
positiv
13 p57 2 negativ
positiv
14 P27 2 negativ
positiv
15 pERK 4 negativ

Expression < 10%
Expression >10% jedoch < 50%
Expression > 50%

16 PDL-1 3 negativ: fehlende Expression
positiv: normale Expression
stark positiv: Uberexpression

17 p53 2 negativ
positiv

18 RB 2 negativ
positiv
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2.5 Statistik

Fiir die vorliegende Arbeit wurden Daten zu 18 immunhistochemischen Markern fiir 79
Félle, mit bekanntem Recurrence-Score®-Wert und entsprechender klinisch-
pathologischer Einstufung, erhoben. Zusétzlich wurde der im Rahmen der pathologischen

Beurteilung routinemafig bestimmte Wert Ki 67% in die Betrachtung mit aufgenommen.

Datenstrukturierung sowie statistische Analysen und Datenplot erfolgten durch die
Promovendin mit den Softwareprogrammen Excel® (Version 2009; Microsoft®
Excel®365 MSO 16.0.13321.20110) und R (RVersion: 4.0.2 (2020-06-22) bzw. Rstudio
(Version 1.3.1093), Integrated Development Environment for R. RStudio, PBC, Boston,
MA URL http://www.rstudio.com)

2.5.1 Statistische Analyse der Marker gegen den Recurrence-Score©

Die erhobenen Daten erreichen Nominal- bis Ordinalskalenniveau. FEine einfache
Ubersicht iiber die Verteilung erfolgte mittels Boxplots und Histogrammen. Der
Vergleich der Mediane zwischen verschiedenen Auspragungsgruppen der Marker wurde
mittels Mann-Whitney-U-Test (Synonym: Wilcoxon-Test) oder bei mehr Stichproben
mit dem Kruskal-Wallis-Test durchgefiihrt.

Beim Recurrence-Score® handelt es sich um einen medizinischen Risikoscore. Solche
Scores werden allgemeinhin entwickelt, um im klinischen Alltag den Vorteil einer
quantitativen Datenauswertung nutzen zu konnen (59). Haufig wird hier das
Intervallskalenniveau angenommen, streng mathematisch betrachtet erreichen Sie jedoch

meist Ordinalskalenniveau (59).

In der vorliegenden Arbeit wird von einem Quasi-Intervallskalenniveau des Recurrence-
Scores® ausgegangen. Insbesondere flir die Darstellung der Datenverteilung wird das
Intervallskalenniveau angenommen. Fiir die Verwendung des arithmetischen
Mittelwertes dagegen ist diese Annahme nicht hinreichend, deshalb wurde sich in dieser

Arbeit auf die Angabe des Medians beschrénkt.

Fiir die Analyse erfolgte eine Transformation der Reccurence-Score®-Daten in

Kategorien, welche im Folgenden als Reccurence-Score®-Gruppen (R-Gruppen,
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Recurrence-Gruppen) bezeichnet werden. Tabelle 5 gibt eine Ubersicht iiber die

einzelnen Analysen und dafiir angewandte Reccurence-Score®-Gruppen.

Tabelle 5 Auswertungsschema der immunhistochemischen Marker gegen die Recurrence-Score®-Gruppen.

Analyse Kollektiv Recurrence-Score©-Gruppen
1 Gesamtkollektiv 4 Gruppen | 0 1 2 3
2 2.1 | £50Jahre 0<10 11 <15 16 <25 > 26

2.2 | >50 Jahre

3 Gesamtkollektiv 3 Gruppen |0 1 2

4 Gesamtkollektiv 2 Gruppen |0 1

5 5.1 | <50 Jahre 0<15 216

5.2 | > 50 Jahre

Die Korrelationsanalyse erfolgte mittels Chi-Quadrat-Test (y>-Test). Fallzahlenbedingt
konnten die Voraussetzungen des y>-Testes (jeder Kreuztabellenwert sollte > 5, keiner 0
betragen) nicht fiir jede Analyse vollstindig erfiillt werden. In solchen Féllen kann es zu
einer relevanten Abweichung des nach y2-Test geschitzten p-Wertes vom tatsidchlichen
kommen (59). Daher wurde fiir alle Analysen zusitzlich der Fisher-Test (genaue

Berechnung des p-Wertes) durchgefiihrt.

Als Korrelationsmall wurden der Phi-Koeffizient, der Kontingenzkoeffizient, sowie
Cramer V herangezogen. Der Phi-Koeffizient ist jedoch nur bei zwei dichotome
Merkmale zuldssig. Cramer V entspricht der Verallgemeinerung des Phi-Koeffizienten
fir den Mehrfeldertest, daher ist er bei dichotomen Daten identisch mit dem Phi-
Koeffizienten, so dass sich auf die Angabe von Cramer V beschrinkt werden kann. Die
Interpretation des Kontingenzkoeffizienten ist mit der Schwierigkeit behaftet, dass er nur
fiir groBBe Datensétze mit vielen Variablen wirklich sinnvoll einsetzbar ist, da er den Wert
1 nur bei volliger Unabhingigkeit der Variablen erreichen kann (59). Der Vollstindigkeit

wegen wird er in dieser Arbeit jedoch mit angegeben.
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2.5.2 Paaranalyse der immunhistochemischen Marker

Zur Analyse der Beziehungen zwischen den relevanten Markern erfolgte eine Paaranalyse
der einzelnen Marker gegeneinander unter Beriicksichtigung des Gesamtkollektives. Eine
Multivariate-Analyse war aufgrund des Skalenniveaus der erhobenen Daten nicht
moglich (s. 2.5.1). Es erfolgte die Korrelationsanalyse analog zur Anwendung beim
Recurrence-Score® (s. 2.5.1) mittels Chi-Quadrat-Test (y>-Test), Fisher-Test, Phi-

Koeffizient, Kontingenzkoeffizient, sowie Cramer V.

2.5.3 Rangkorrelation

Der Grofiteil der in dieser Arbeit gewonnen Daten erreichte maximal
Ordinalskalenniveau, so dass eine Korrelationsanalyse iiber einen Gruppen- bzw.
Kreuztest (X2-Test bzw. Fisher-Test) hinaus fiir diese nicht moglich war (s. 0.). Anders
verhélt es sich fiir die bereits vorliegenden Daten des Kollektivs zu Alter bei
Diagnosestellung und Ki 67%. Letzteres erreicht durch prozentuale Auswertung (in der
Routine-Diagnostik validiert) Verhéltnisskalenniveau. Das Alter entspricht natiirlicher
Weise einem metrischen Parameter. Diesen gegeniiber steht der Recurrence-Score©, fiir
welchen, wie unter 2.5.1 beschrieben, im Rahmen géngiger medizinischer Praxis ein
Quasi-Intervallskalenniveau angenommen wird. Eine Korrelation nach Pearson scheidet
mit intervallskalierten Daten bereits aus, eine Rangkorrelation nach Spearman dagegen
ist moglich. Fiir die Rangkorrelation des Recurrence-Scores© gegen das Alter und gegen

Ki 67% wurde das Intervallskalenniveau angenommen (s. Kapitel 4.5).
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3. Ergebnisse

3.1 Immunhistochemische Marker und Recurrence-Score©

Die Analyse der immunhistochemischen Marker gegen den Recurrence-Score erfolgte
nach dem in Kapitel 2.5.1 vorgestellten Schema in Gruppen (s. Tabelle 5, Kapitel 2.5.1).
Die in der Auswertung beriicksichtigten Félle variierten dabei pro Marker in ihrer Anzahl
bedingt durch Ausfdlle in der Immunhistochemie und Materialverluste durch die
Microarrays bei geringer Ausgangsmenge des Probenmaterials (s. Ubersicht zur
immunhistochemischen Auswertung Tabelle A1 im Anhang IV). Bei mehr als zwei
moglichen Merkmalsauspragungen erfolgte eine zusétzliche Auswertung des

entsprechenden Markers nach Datentransformation in ein dichotomes Merkmal.

Nachfolgend werden die Ergebnisse zu den einzelnen Markern mit ihren wichtigsten
statistischen Kenngrofen présentiert. Ausfiihrliche Tabellen mit allen Testergebnissen

und den dazugehorigen Bezugsgrofen findet sich im Anhang (s. IV, Tabelle A3 — A9).

3.1.1 Interessante Marker

3.1.1.1 AMACR
Fiir den immunhistochemischen Marker AMACR konnten 72 Fille in die Auswertung

mit aufgenommen werden. In der Verteilung des Recurrence-Scores© zeigte sich eine
leichte Links-Schiefe im Histogramm (Abb. 1b). Abb. 1 a ldsst einen Unterschied in der
Hohe des Recurrence-Scores© mit Zunahme bei stirkerer Ausprigung von AMACR
erkennen. Der Unterschied zwischen den Medianen war statistisch signifikant (p =

0.01881).
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a AMACR und Recurrence-Score© b AMACR und Recurrence-Score©-Verteilung
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Abb.1 Graphische Darstellung der Datenverteilung des Gesamtkollektivs von AMACR im Bezug auf
den Recurrence-Score®©. a Boxplot: p-value = 0.01881 (nach Mann-Whitney-U-Test) b Histogramm

Im Wahrscheinlichkeitstest erwies sich ein Zusammenhang von AMACR und den vier
Recurrence-Gruppen fiir das Gesamtkollektiv (Test 1) als hochsignifikant (Fisher-p-
value= 0.004445, X>-p-value = 0.01706). Die Korrelation erreicht eine mittlere Stirke
(Cramer V = 0.3761, Kontingenz-Koeffizient = 0.3520).

Auch fiir die Gruppe der Patientinnen einschlieBlich 50 Jahre (Test 2.1) kann die
Nullhypothese abgelehnt werden (Fisher-p-value= 0.02573, X?-p-value = 0.02428). Hier
kann sogar von einer starken Korrelation ausgegangen werden (Cramer V = 0.5064,

Kontingenz-Koeffizient = 0.4518).

Dagegen erreicht der p-value im Kollektiv der Patientinnen iiber 50 Jahre (Test 2.2) das
Signifikanzniveau von 5% nicht, bleibt aber unter der 10 % Grenze (Fisher-p-value=

0.09879, X>-p-value = 0.1867, Cramer V = 0.3343, Kontingenz-Koeffizient = 0.3170).

Abb. 2 zeigt die Haufigkeitsverteilung der Fille in den R-Gruppen fiir die bisher

genannten Analysen.
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AMACR und R-Gruppen
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Abb. 2  Haufigkeiten in den vier R-Gruppen (0: 0< 10, 1:11 < 15; 2: 16< 25 und
3:2>26) und AMACR-Auspragung (0 = negativ, 1 = positiv) fiir das
Gesamtkollektiv, sowie nach Alter.

Fiir die klassischen Recurrence-Score©-Gruppen (Test 3), also low (0 < 10), intermediate
(11<15) und high (> 26) erreicht der Zusammenhang mit AMACR ebenfalls das hochste
Signifikanz-Level (Fisher-p-value= 0.006381; X>-p-value = 0.01398) bei einer mittlerer
Starke der Korrelation (Cramer V = 0.3444, Kontingenz-Koeffizient = 0.3256). Die
Haufigkeiten in den R-Gruppen hierfiir zeigt Abbildung 3.

AMACR nach klassichen R-Gruppen

Oml m2

Haufigkeit

AMACR

Abb. 3  Die Haufigkeiten in den klassischen R-Gruppen
(0:0<10, 1: 11 £ 25,2 226 ) und AMACR
(0 = negativ, 1 = positiv)
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Dagegen kann ein Zusammenhang bei der simplifizierten Variante mit nur zwei
Recurrence-Gruppen weder fiir das Gesamtkollektiv (Test 4) noch fiir die Untergruppen
nach Alter (Test 5.1 und 5.2) gefunden werden (jeweils Fisher-p-value > 0.10 ; X?-p-
value > 0.10).

3.1.1.2 Bcl 2
Fiir den Marker Bcl 2 wurden 69 Fille in der Auswertung berticksichtigt. Die Verteilung

der Daten wies beziiglich des Recurrence-Scores© ebenfalls eine leichte Links-Schiefe
im Histogramm (Abbildung 4b) auf. Mit stirkerer Ausprigung von Bcl 2 gingen
niedrigere Recurrence-Werte einher, (siche Abb. 4a). Der Unterschied zwischen den
Medianen war statistisch nicht signifikant, lag aber innerhalb des 10% Niveaus (p=

0.07976).

a Bcl 2 und Recurrence-Score© b Bcl 2 und Recurrence-Score©-Verteilung
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Abb. 4  Graphische Darstellung der Datenverteilung des Gesamtkollektivs von Bcl 2 im Bezug auf den Recurrence-
Score©. a Boxplot: p-value = 0.07976 (nach Kruskal-Wallis) b Histogramm

Fiir keine der gepriiften Konstellationen (s. Kapitel 2.5.1 Tab. 5) konnte ein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem immunhistochemischen Marker Bel 2 und dem

Recurrence-Score© gefunden werden (jeweils Fisher-p-value > 0.10 ; X?-p-value > 0.10)

3.1.1.3 CDK 4
65 Fille fasste die Stichprobengrof3e fiir den immunhistochemischen Marker CDK4. Das

Histogramm weist wiederum eine leichte Links-Schiefe fiir den Recurrence-Score© auf
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(Abbildung 5b). Abbildung 5a ldsst einen Unterschied in der Hohe des Medians des
Recurrence-Scores© zwischen der stirksten Ausprigung von CDK 4 und den beiden
schwicheren erkennen (p-value =0.07931, nach Mann-Whitney-U-Test). Im statistischen

Vergleich der Mediane aller Gruppen nach Kruskal-Wallis erwiesen sich diese als nicht

signifikant unterschiedlich (p=0.1022).

a CDK 4 und Recurrence-Score© b CDK 4 und Recurrence-Score©-Verteilung
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Abb. 5 Graphische Darstellung der Datenverteilung des Gesamtkollektivs von CDK 4 im Bezug auf den
Recurrence-Score©. a Boxplot: p-value = 0.1022 (nach Kruskal-Wallis) b Histogramm

Fiir einen Zusammenhang zwischen CDK 4 und Recurrence-Score© lésst sich in der
statistischen Analyse nur ein Hinweis (innerhalb des 10 % Testniveaus) bei Reduktion
auf zwei R-Gruppen (0: 0 < 15 und 1: > 26) finden (Test 4; Fisher-p-value= 0.06246;
X2-p-value = 0.08262; Cramer V =0.2770, Kontingenz-Koeffizient =0.2669)

Bei Dichotomisierung der Daten von CDK 4 (negativ vs. Gesamt positiv) erreicht dieser
Zusammenhang das Signifikanzniveau von 5 % knapp (Fisher-p-value = 0.04891; X>-p-
value = 0.07691) die Korrelation ist jedoch nur von schwacher Stérke (Cramer V =0.2551;
Kontingenz-Koeffizient =0.2472). Abbildung 6 zeigt die Haufigkeiten fiir positive und
negative CDK 4 Fille fiir diese R-Gruppen.
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CDK 4 fir zwei R-Gruppen

Haufigkeit
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w
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CDK 4 (dichotom)

Abb. 6 Die Fallanzahl in den zwei R-Gruppen
(0:0 <15 und 1: > 26) und CDK 4.

3.1.1.4 Cyclin D1
Fiir den Marker Cyclin D1 wurden 72 Fille in der Auswertung beriicksichtigt. Die bereits

bekannte links-schiefe Verteilung der Daten zum Recurrence-Scores© konnte auch fiir
diese Stichprobe gefunden werden (Abbildung 7b). Im Vergleich des Medians zwischen
den Gruppen unterschiedlicher Auspragung von Cyclin D1 zeigte sich kein Unterschied

(p-value = 0.5878, siche Abb. 7a).

a Cyclin D1 und Recurrence-Score© b Cyclin D1 und Recurrence-Score©-Verteilung
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Abb. 7 Graphische Darstellung von Cyclin D1 in Bezug auf den Recurrence-Score®©. a

Boxplot p-value = 0.5878 (nach Kruskal-Wallis) b Histogramm
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Fiir die klassischen Recurrence-Gruppen (Analyse 3, s. Tabelle 5) konnte ein
signifikanter Zusammenhang mittlerer Starke mit Cyclin D1 gefunden werden (Fisher-p-
value =0.0395; X2-p-value=0.001689 ; Cramer V =0.3444; Kontingenz-Koeffizient
=0.4402). Die Héufigkeiten zu dieser Analyse werden in Abbildung 8 dargestellt.

Cyclin D1 und klassische R-Gruppen
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Abb. 8 Haufigkeiten in den klassischen R-Gruppen (0: 0 <10, 1:
11 <25, 2: 226 ) und die Cyclin D1 -Auspragung.

Bei Einteilung in vier Recurrence Gruppen wird das Signifikanzniveau bei zugrunde
legen des Fisher-Tests nicht erreicht (Testl: Fisher-p-value = 0.1177; X?-p-value=
0.006075; Cramer V =0.3542; Kontingenz-Koeffizient =0.4478 ; Test 2.2: Fisher-p-
value =0.09298; Xz-p-value=0.006075; Cramer V =0.4305; Kontingenz-Koeffizient
=0.5200).

Wird der Test auf eine fiir Cyclin D1 positive und eine negative Gruppe reduziert, dann
wird das Signifikanzniveau auch fiir vier R-Gruppen erreicht (Fisher-p-value =0.02115;
X2-p-value=0.0006265; Cramer V =0.4895; Kontingenz-Koeffizient =0.2163), dies gilt
auch fiir das Kollektiv der iiber 50 jihrigen Patientinnen (Fisher-p-value =0.0124; X?-p-
value=0.002542; Cramer V =0.5832; Kontingenz-Koeffizient =0.2146) Die Einteilung
nach klassischen R-Gruppe bleibt auch in der dichotomen Auswertung von Cyclin D1
signifikant (Fisher-p-value =0.008093; Xz-p-value=0.0001792; Cramer V =0.4895;
Kontingenz-Koeffizient =0.4397).

In Abbildung 9 sind die dazu entsprechenden Haufigkeitsverteilung dargestellt.
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Cyclin D1 (dichtom) und vier R-Gruppen bei

Cyclin D1 (dichotom) und vier R-Gruppen
Patientinnen > 50 Jahre

~
=)
IS
o

Omlm2m3 Oml m2 m3

60 R-Gruppe 3 R-Gruppe
50 30
2 40 5%
& w
330 520
* T 15
20
10
10
[ 5
0 [
negativ positiv 0
negativ positiv
Cyclin D1 (dichotom) Cyclin D1 (dichotom)
Cyclin D1 (dichtom) und die klassischen R-
Gruppen
70
60 . le m2
-Gruppe
s pp
L
G 40
>
a0
£ 30
Hirl
T 20
10
[
0
negativ positiv
Cyclin D1 (dichotom)
Abb. 9 Cyclin D1 in der dichotomen Variante fir vier R-Gruppen (0: 0< 10, 1:11 < 15; 2: 16 <25 und

3:226) und die klassischen R-Gruppen (0: 0 <10, 1: 11 < 25, 2: 226 ) bezogen auf das
Gesamtkollektiv und Patientinnen > 50 Jahre.
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3.1.1.5 Glut 1

Fiir den immunhistochemischen Marker Glut 1 konnten 72 Fille in die Auswertung
aufgenommen werden. In der Verteilung des Recurrence-Scores© zeigte sich auch fiir
diesen Marker eine leichte Links-Schiefe im Histogramm (Abbildung 10 b). Im
Medianvergleich liegt dieser fiir die mittlere Auspragung von Glut 1 am hdchsten

(Abbildung 10 a), der Unterschied ist jedoch nicht signifikant (p-value = 0.3244).

a Glut 1 und Recurrence-Score©
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Abb. 10 Graphische Darstellung der Datenverteilung des Gesamtkollektivs von Glut 1 in Bezug auf den
Recurrence-Score©. a Boxplot: p-value = 0.3244 (nach Kruskal-Wallis) b Histogramm

Fiir keine der gepriiften Konstellationen (siche Kapitel 2.5.1 Tabelle 5) konnte ein
signifikanter Zusammenhang zwischen dem immunhistochemischen Marker Glut 1 und
dem Recurrence-Score© gefunden werden (jeweils Fisher-p-value > 0.05; X>-p-value >
0.05). Fiir die klassischen Recurrence-Gruppen (Test 3) erreichte der Zusammenhang bei
dichotomisiertem Glut 1 (positiv vs. Negativ) jedoch die 10 % Stufe (Fisher-p-value =
0.08681; X2-p-value = 0.1114; Cramer V =0.2469; Kontingenz-Koeffizient =0.2397).

Von den Glut 1 positiven Féllen gehoren hierbei viele der mittleren Risikogruppe an.

Abbildung 11 zeigt die Haufigkeitsverteilung dazu.
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Glut 1 und klassische R-Gruppen
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Abb. 11 Die Fallanzahl in den klassischen R-Gruppen Gruppen
(0: 010, 1: 11 £ 25, 2: 226) und Glut 1 (positiv, negativ)

3.1.1.6 MDM?2
67 Félle erreichte die Stichprobengrofe fiir den immunhistochemischen Marker MDM2.

Im Histogramm féllt auf, dass die Werte von MDM2 fiir den Recurrence-Score© etwas
ndher beieinander liegen als in den anderen Stichproben. Die leichte Links-Schiefe ist
aber auch hier erkennbar (Abbildung 12 b). Abbildung 12a ldsst einen Unterschied in der
Hohe des Medians des Recurrence-Scores© mit Zunahme bei stirkerer Auspragung von

MDM2 erkennen, die jedoch nicht signifikant war (p-value = 0.2966).

a MDM2 und Recurrence-Score© b MDM2 und Recurrence-Score©-Verteilung
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Abb. 12 Graphische Darstellung von MDM2 in Bezug auf den Recurrence-Score®©.

a Boxplot p-value = 0.2966 (nach Mann-Whitney-U-Test) b Histogramm

Eine deutliche Signifikanz ergab sich fiir die Korrelation von MDM2 und den
Recurrence-Score® bei Einteilung in vier R-Gruppen (Test 1: Fisher-p-value =0.01432;
X2-p-value=0.01844; Cramer V =0.3866; Kontingenz-Koeffizient =0.3606), sowie fiir

die Anwendung der klassischen R-Gruppen (Test3: Fisher-p-value =0.03381; X>-p-
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value=0.04519 ; Cramer V =0.3040; Kontingenz-Koeffizient =0.2909). Die Abbildungen
13 aund b zeigen die entsprechenden Haufigkeiten fiir die MDM2-Auspragungen in den

oben genannten Testgruppen.

a MDM2 und vier R-Gruppen b MDM2 und die klassischen R-Gruppen
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Abb. 13 Haufigkeiten in den vier bzw. klassischen R-Gruppen (0: 0 <10, 1: 11 £ 25, 2: 226) und die

Auspragung von MDM2

Bei der Analyse der altersbezogenen Subgruppen konnte die Signifikanz fiir die Gruppe
der iiber 50 Jihrigen Patientinnen und vier R-Gruppen nachgewiesen werden (Test 2.2:
Fisher-p-value =0.04096; X2-p-value=0.04626; Cramer V =0.4526; Kontingenz-
Koeffizient =0.4123). Die Haufigkeiten ergeben sich aus Abbildung 14. Bei den unter
50 Jahrigen (Test 2.1, s. Tabelle 5) dagegen lag die Wahrscheinlichkeit tiber dem 5%

Testniveau.

MDM2 und R-Gruppe bei Alter > 50 Jahre
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Abb. 14 Haufigkeiten in den vier R-Gruppen

(0:0<10,1:11<15;2:16<25und 3: 2
26) (s. Tab. 5) und die Auspragung von
MDM2 bei Patientinnen >50 Jahre
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3.1.1.7 pERK
Fiir den Marker pERK wurden 70 Fille in der Auswertung beriicksichtigt. Die Verteilung

der Daten wies beziiglich des Recurrence-Scores© wie auch bei den bereits
beschriebenen Markern eine leichte Links-Schiefe im Histogramm (Abbildung 15 b) auf.
Mit starkerer Auspragung von pERK gingen geringfiligig niedrigere Recurrence-Werte
einher (sieche Abb. 15 a). Der Unterschied der Mediane war jedoch nicht signifikant
(pERK dichotom:p-value= 0.3056, pERK differenziert: p-value= 0.5392).

a PERK und Recurrence-Score© b pERK und Recurrence-Score©-Verteilung
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Abb. 15 Graphische Darstellung der Datenverteilung des Gesamtkollektivs von pERK (positiv, negativ) in Bezug auf
den Recurrence-Score®©. a Boxplot: p-value= 0.3056 (hach Mann-Whitney-U-Test) b Histogramm

Es zeigte sich weder fiir die Reduktion auf zwei Merkmalsauspragungen (positiv, negativ)
noch fiir die weitere Differenzierung (vier Merkmalsauspragungen entsprechend des
prozentualen Anteils an pERK, siche Abbildung 16) ein signifikanter Zusammenhang
von pERK mit dem Recurrence-Score© (jeweils Fisher-p-value > 0.05; X%-p-value >

0.05).
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Abb.16 Graphische Darstellung des Markers pERK (differenziert) in Bezug auf den Recurrence-Score®©.
Immunhistochemische Gruppen von pERK entsprechen:
0 = negativ; 1=pERK <10%; 2= pERK >10% und < 50%; 3= pERK> 50%
3.1.1.8 PDL-1

Mit 74 Fiéllen ist die Stichprobengréfle von PDL-1 unter den hochsten der getesteten
immunhistochemischen Marker. Das Histogramm (s. Abbildung 17b) unterscheidet sich
nur geringfiigig von den vorhergehen und ist ebenfalls leicht links-schief. Abbildung 17a
lasst einen Unterschied in der Hohe des Medians des Recurrence-Scores® zwischen den
Auspriagungen von PDL-1 erkennen. Dabei liegt er in der mittleren Gruppe am hochsten,
wihrend er in den anderen beiden Ausprigungen etwa gleich ist. Der Unterschied war

statistisch nicht signifikant (p-value=0.06579).

Statistisch zeigt sich ein signifikanter Zusammenhang mittlerer Stirke von PDL 1 und
Recurrence-Score sowohl in den klassischen R-Gruppen (Test 3, Fisher-p-value
=0.01087; X2-p-value =0.002953; Cramer V =0.3293; Kontingenz-Koeffizient =0.4222)
als auch bei Differenzierung in vier R-Gruppen (Test 1, Fisher-p-value =0,02392; X?-p-
value= 0.009833; Cramer V =0.3375; Kontingenz-Koeffizient =0.4307).
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Abb. 17 Graphische Darstellung der Datenverteilung des Gesamtkollektivs von PDL 1 in Bezug auf den
Recurrence-Score®©. a Boxplot: p-value=0.06579 (nach Kruskal-Wallis) b Histogramm

Durch Dichotomisieren von PDL 1 nach Risikoauspriagung gegen die normale Expression
(geringe und hohe Expression = 0, mittlere Ausprigung = 1) erreichte dieser
Zusammenhang das hochste Signifikanzniveau fiir die oben genannten Einteilungen in R-
Gruppen (Test 1: Fisher-p-value =0.007244; X?-p-value=0.001317; Cramer V =0.4604;
Kontingenz-Koeffizient =0.4604; Test 3: Fisher-p-value =0.003914; X>-p-
value=0.0004172; Cramer V =0.4586; Kontingenz-Koeffizient =0.4182).

Die Hiufigkeiten in den Gruppen werden durch nachfolgende Abbildungen (Test
1:Abbildung 18, Test 3: Abbildung 19) dargestellt.

PDL-1 und vier R-Gruppen
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Abb. 18 Haufigkeiten in den vier R-Gruppen (0: 0< 10, 1:11 < 15; 2: 16
<25 und 3: 2 26) und die PDL-1-Auspragung (differenziert: 0
= negativ, 1 = schwach, 2 = stark und dichotom: 0 = negativ,
1 = positiv)
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PDL-1 und klassische R-Gruppen

~
IS)

0mlm2
60
50
2 40
3
230
I
20
10 I .
0
0 1 2 0 1
PDL-1 differenziert PDL-1 dichotom

Abb. 19 Haufigkeiten in den drei R-Gruppen (0: 0<10, 1: 11 < 25,
2:226) und die PDL-1-Auspragung (differenziert: 0 =
negativ, 1 = schwach, 2 = stark und dichotom: 0 =
negativ, 1 = positiv)

Bei Einteilung des Gesamtkollektivs nach dem Alter konnte dieser signifikante
Zusammenhang nur fiir die Gruppe der iiber 50-jdhrigen Patientinnen (Test 2.2, s. Tabelle
3) und dichotomisierter PDL 1 Auspragung gefunden werden (Fisher-p-value =0.02686;
X2-p-value=0.009212) Hierbei zeigte sich eine starke Korrelation (Cramer V =0.5117;
Kontingenz-Koeffizient =0.4555). Abbildung 20 zeigt hierzu die Haufigkeiten. Bei
Differenzierung der PDL-1-Auspriagung verfehlt der Test das Signifikanznieveau von 5 %
knapp (Fisher-p-value =0.05841; X*-p-value=0.05083; Cramer V =0.3776; Kontingenz-
Koeffizient =0.4123).

PDL 1 und R-Gruppe bei Alter > 50 Jahren
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Abb. 20 Haufigkeiten in den vier R-Gruppen (0: 0 €10, 1: 11 <25, 2:
>26) und die PDL-1-Ausprédgung (dichotom) bei
Patientinnen > 50 Jahre

Im Gegensatz dazu zeigte sich fiir die jiingere Altersgruppe und auch die weiteren
Analysen keine Signifikanz (jeweils Fisher-p-value > 0.05; X?-p-value > 0.05).
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3.1.1.9 Tumorsuppressoren

pS3

Fiir den Marker p53 wurden 71 Fille in der Auswertung beriicksichtigt. Die bereits
bekannte links-schiefe Verteilung der Daten zum Recurrence-Score© konnte auch fiir
die Stichprobe des Markers p53 gefunden werden (Abbildung 21b). Im Vergleich des
Medians zwischen den Gruppen zeigte sich ein deutlicher Unterschied mit einem
hoheren Recurrence-Wert bei stiarkerer Auspragung von p 53, welcher auch statistisch

signifikant war (p-value = 0.02432, siche Abb. 21a).
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Abb. 21 Graphische Darstellung von p53 in Bezug auf den Recurrence-Score®©.

a Boxplot p-value = 0.02432 (nach Mann-Whitney-U-Test) b Histogramm

Fiir einen Zusammenhang zwischen der Expression von p 53 und dem Recurrence-Score
wurde das Signifikanzniveau von 5 % bei Unterteilung in vier R-Gruppen (Test 1: Fisher-
p-value = 0.03812; X°-p-value= 0.04935) sowie fiir die Anwendung von zwei R-
Gruppen (Test 4: Fisher-p-value = 0.02455; X°-p-value= 0.03996 ) erreicht. Die
Korrelation weist jeweils eine mittlere Stirke auf (Test 1: Cramer V =0.3324;

Kontingenz-Koeffizient =0.3154; Test 4: Cramer V = 0.3041; Kontingenz-Koeffizient =
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0.2909). Abbildung 22a zeigt die entsprechenden Hiufigkeiten in den Gruppen fiir Test
1, Abbildung 22b fiir Test 4.

Bei Anwendung der klassischen Recurrence-Gruppen (Test 3) konnte keine Signifikanz

festgestellt werden. Dies gilt ebenso fiir die altersbezogenen Gruppenanalysen (jeweils

a p 53 und vier R-Gruppen b p 53 und zwei R-Gruppen
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Abb. 22 Haufigkeiten in der Ausprdagung von p 53 und a vier R-Gruppen (0: 0< 10, 1:11 < 15; 2: 16 <25 und
3: > 26) und b Haufigkeiten in der Auspragung von p 53 und den zwei R-Gruppen (0: 0<15; 1:> 16)

Fisher-p-value > 0.05). Hier bleibt zu bemerken, dass im Kollektiv der Patientinnen
einschlieBlich 50 Jahre nur wildtypische Expression fiir p5S3 zu verzeichnen war. Bei den
tiber 50 Jahrigen erreicht die Korrelation das 10 % Niveau bei Reduktion auf zwei R-
Gruppen (Test 5.2: Fisher-p-value =0.05642; X?-p-value=0.1085; Cramer V =0.3318;
Kontingenz-Koeffizient = 0.3149).

p27

64 Fille erreichte die Stichprobengrdfe fiir den immunhistochemischen Marker p 27. Das
Histogramm Recurrence-Score© zeigt die bekannte leichte Links-Schiefe der Daten, die
dariiber hinaus nahe der Normalverteilung liegen (Abbildung 23b). Im Medianvergleich
des Recurrence-Score© liegt dieser in der Gruppe mit niedriger Ausprigung von p 27
hoher als bei den p 27 positiven Féllen, wie Abbildung 23 a darstellt. Dieser

Zusammenhang erwies sich jedoch als nicht signifikant (p-value = 0.3336).
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a p 27 und Recurrence-Score© b p 27 und Recurrence-Score©-Verteilung
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Abb. 23 Graphische Darstellung von p 27 in Bezug auf den Recurrence-Score®©.

a Boxplot: p-value = 0.3336 (nach Mann-Whitney-U-Test) b Histogramm

Nur fiir die Gruppe der tiber 50 Jdhrigen Patientinnen bei Einteilung in zwei R-Gruppen
zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen p 27 und dem Recurrence-Score©
(Test 5.2: Fisher-p-value = 0.04282; X°-p-value= 0.07967; Cramer V = 0.3434;
Kontingenz-Koeffizient =0.3248).

Im selben Kollektiv wurde fiir den Test mit vier R-Gruppen zumindest das 10 % Niveau
erreicht (Test 2.2: Fisher-p-value = 0.09335; X%-p-value=0.07542 ; Cramer V =0.4003;
Kontingenz-Koeffizient =0.3717)). Das gilt auch fiir die Betrachtung des
Gesamtkollektiv bei zwei R-Gruppen (Test 4: Fisher-p-value =0.06488; X>-p-
value=0.08472; Cramer V = 0.2425; Kontingenz-Koeffizient =0.2357).

Abbildung 24a zeigt die Héufigkeiten flir das Gesamtkollektiv und die Subgruppe der
tiber 50 jdhrigen Patientinnen flir zwei R-Gruppen, Abbildung 24b die Héaufigkeiten fiir

dieselbe Subgruppe, aber bei zugrunde Legen von vier R-Gruppen.

a p 27 und zwei R-Gruppen b  p27undvier R-Gruppen bei Alter > 50 Jahre
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Abb. 24 Haufigkeiten in der Ausprdagung von p 27 und a den zwei R-Gruppen (0: 0<15; 1: > 16) im Gesamt-
kollektiv, sowie bei den tber 50-jdhrigen Patientinnen b vier R-Gruppen (0: 0<10; 1: 11<15, 2: 16
<253:226)
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3.1.2 Marker geringer Relevanz

Fiir acht von den insgesamt 18 untersuchten immunhistochemischen Markern wurde auf
eine tiefergehende statistische Analyse verzichtet. Entweder weil sich fiir alle Fille die
gleiche Auspriagung des Merkmals zeigte oder lediglich einzelne Fille eine starkere oder
schwichere Farbung als die restliche Stichprobe zeigten (siehe Tabelle 6). Dies betriftt
auch die Marker fiir die Mikrosatelliten-Instabilitit. Alle Félle waren mikrosatelliten-
stabil.

Tabelle 6 Marker mit derselben Auspragung in der Mehrheit der Falle und ihre Stichprobengrofie.

Marker StichprobengroBe Fille

D 20-40 79 alle: diffuse schwache Reagibilitat
p57 79 alle: diffuse schwache Reagibilitat
RB 70 alle: negativ

CD 56 79 Mehrheit: negativ

Ausnahme: 1 Fall hochpositiv

(Recurrence-Score®-Wert = 12)

MLH1 69 alle: Mikrosatelliten-stabil
MSH2 67
MSH6 71
PMS2 71
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3.2 Paaranalyse immunhistochemischer Marker

Die Paaranalyse der immunhistochemischen Marker erfolgte an einer 65 Fille
umfassenden Stichprobe mit den 10 relevanten Markern, die in der Korrelation gegen den
Recurrence-Score® ermittelt wurden (siehe 3.1). Die im Vergleich zum Gesamtkollektiv
geringere StichprobengroBe ergab sich (siehe auch 3.1) durch Ausfille in der
Immunhistochemie und Materialverluste durch die Microarrays bei geringer
Ausgangsmenge des Probenmaterials. So dass diese Stichprobe der groftmoglichen
gemeinsamen Schnittmenge der immunhistochemischen Marker entspricht. Abbildung
25 zeigt hierzu ein Histogramm der Félle bezogen auf den Recurrence-Score®. In diesem
ist eine deutlichere Linksverschiebung zu erkennen als in den Stichproben der einzelnen

Marker.

Recurrence-Score©-Verteilung der Paaranalyse
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Abb. 25 Histogramm zum Recurrence-Scores® der
Stichprobe der Paaranalyse

Die Tabelle 7 stellt die Marker-Kombinationen der gesamten Stichprobe dar fiir welche
ein statistisch signifikanter Zusammenhang mittels X>-Test bzw. Fisher-Test festgestellt

wurde, Tabelle 8 jene die nicht signifikant waren, jedoch das 10 % Niveau erreichten.
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Tabelle 7 Marker-Kombinationen der gesamten Stichprobe fiir welche nachweislich (X2-Test bzw. Fisher-
Test) ein statistisch signifikanter Zusammenhang besteht, p-values und Korrelationsmarker. (d)=
dichotom; Hervorgehoben sind hochsignifikante Korrelationen.

Marker 1 Marker 2 p-value nach X2 p-value nach Cramer V Kontingenz-
Fisher Koeffizient
AMACR Bcl 2 0.004879 0.004948 0.4404 0.4030
AMACR Glut 1 0.02758 0.02113 0.3581 0.3371
AMACR MDM?2 0.003692 0.002053 0.4412 0.4037
CDK4 PDL1 0.01317 0.02837 0.2109 0.2859
CDK4 p53 0.005593 0.009173 0.4304 0.3953
Glutl PDL1 0.03124 0.04359 0.3079 0.3992
CDK4(d) p53 0.03207 0.0163 0.3371 0.3581
Tabelle 8 Marker-Kombinationen des Gesamtkollektivs fiir welche das 10%-Niveau, nicht jedoch

Signifikanz (5%) erreicht wird, p-values und Korrelationsmarker. (d)= dichotom

Marker 1 Marker 2 p-value nach X2 p-value nach Fisher Cramer V Kontingenz-
Koeffizient

Bcl 2 Cyclin D1 0.08565 0.09198 0.2963 0.2841

Bcl 2 Cyclin D1(d) 0.1737 0.09524 0.2816 0.2711

Cyclin D1 CDK 4 0.1652 0.07865 0.2408 0.3223

Glut 1 MDM2 0.07574 0.07986 0.3036 0.2905

PDL1 (d) Bcl2 0.1774 0.09341 0.2389 0.2324

Insgesamt konnten acht Kombinationen mit signifikantem Zusammenhang gefunden

werden, darunter drei mit hochsignifikanter Korrelation. Diese sind AMACR mit Bcl 2,

AMACR mit MDM2, sowie CDK4 mit p53. Abbildung 26 und 27 zeigen die Haufigkeit

der einzelnen Kreuzgruppen dazu.

CDK4 und p53 (dichotom)

Haufigkeit
= N w » 1% ()}
o o o o o o

o

p53

negativ M positiv

negativ positiv

CDK 4 (dichotom)

Abb. 26 Haufigkeiten der signifikanten Marker-Paare der Muster-
analyse zwischen CDK4 und p 53 mit dichotomisierten

Daten
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Abb. 27 Haufigkeiten in den signifikanten Proben der Musteranalyse zwischen den einzelnen Markern.

a AMACR und Bcl2 b AMACR und MDM2 ¢ AMACR und Glutl d CDK4 und PDL-1 e CDK 4 und p 53
fPDL-1 und Glut 1
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3.3Ki67%

3.3.1 Ki 67% und der Recurrence-Score©

Fir den Marker Ki 67% lagen zu 71 Féllen Daten aus der histologischen
Standarddiagnostik vor. Die Grenze fiir die positiver Wertung von Ki67% wurde nach
den in der Literatur beschriebenen Werten (1) bei 10 % gezogen. Bis < 10 % wurde der
Fall als Ki67% negativ gewertet, ab >10% als positiv. Die bereits bekannte leicht links-
schiefe Verteilung der Daten zum Recurrence-Score© (siehe Kapitel 3.1) konnte auch in
der Stichprobe des Markers Ki67% gefunden werden (sieche Abbildung 28b). Im
Vergleich des Medians zwischen den Gruppen zeigte sich ein signifikanter Unterschied

(p-value = 0.00431) mit einem hoheren Recurrence-Score bei stiarkerer Auspragung von

Ki67% (siche Abbildung 28a).

a Ki 67% und Recurrence-Score© b Ki 67% und Recurrence-Score ©-Verteilung
2 4 8 -
£
7] o |
@ o
2 £ 81
@ w _| fb
o o & T am
o 5 @4
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o : o
c w | H
o i
5 o | 5
Q o T
$ :
e 1 :
w - SR 1 ey —
E—— r T T T 1
! ‘ 0 10 20 30 40
negativ positiv
Recurrence-Score© Wert
Auspragung des Markers Ki 67%
Abb. 28 Graphische Darstellung von Ki67% in Bezug auf den Recurrence-Score®©.

a Boxplot p-value = 0.00431 (nach Mann-Whitney-U-Test) b Histogramm

Fiir Ki 67% wurden dieselben Paaranalysen bezogen auf den Recurrence-Score wie auch
fiir die librigen Marker (siehe 3.1) durchgefiihrt. Dazu sei hier noch einmal auf Tabelle 5

aus Kapitel 2.5.1 verwiesen.

Es zeigte sich, dass Ki 67% fiir fast alle untersuchten Gruppen in einem signifikanten
Zusammenhang mit dem Recurrence-Score© steht. Eine Ausnahme bildet hierbei das
Kollektiv der Patientinnen bis einschlieBlich des 50. Lebensjahres. Dabei war es
irrelevant, ob eine Einteilung in vier (Test 2.1) oder zwei R-Gruppen (Test 5.1) erfolgte,

der Zusammenhang war nicht signifikant (sieche Tabelle 9).
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Tab. 9 p-Values und Korrelationsmale fiir den Zusammenhang von Ki67% und
dem Recurrence-Score©.

Analyse X2-p-value Fisher-p- Cramer V Kontingenz-
value Koeffizient

1 0.02942 0.02781 0.3558 0.3353

2.1 0.6519 0.6306 - -

2.2 0.01513 0.01506 0.5110 0.4551

3 0.02882 0.02444 0.3161 0.3014

4 0.01843 0.01761 0.3107 0.2967

5.1 1 1 - -

5.2 0.006425 0.00337 0.4831 0.4350

Abbildung 29 zeigt die entsprechenden Héufigkeiten in den Gruppen fiir Test 1 und Test
2.2.

a Ki 67% und vier R-Gruppen b Ki 67% und vier R-Gruppen bei Alter > 50 Jahre

35 18
negativ M positiv negativ M positiv

30 . Ki67 % Ki67 %
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0 1 2
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Haufigkeit
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Abb. 29 Haufigkeiten in den vier R-Gruppen (0: 0 <10, 1: 11 < 25, 2: >26) fiir das Gesamtkollektiv von Ki67%,
sowie flir Patientinnen > 50 Jahre.

In den klassischen R-Gruppen zeigte sich die in Abbildung 30 dargestellte
Haufigkeitsverteilung fiir den Marker Ki67%.
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Ki 67% und die klassischen R-Gruppen
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Abb. 30 Haufigkeiten fiir das Gesamtkollektiv von Ki67% in den klassischen
R-Gruppen (0: 010, 1: 11 £ 25, 2: 226)

Die Hiufigkeiten fiir den Marker Ki67 % bei Reduktion auf nur zwei R-Gruppen wird
durch Abbildung 31 dargestellt.

a Ki67% und zwei R-Gruppen b Ki 67 % und zwei R-Gruppen bei Alter > 50 Jahre
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Abb. 31 Haufigkeiten in den zwei R-Gruppen (0: 0<15; 1: > 16) fiir das Gesamtkollektiv von Ki67%, sowie fur
Patientinnen > 50 Jahre.

3.3.2 Paaranalyse mit Ki 67%

Im Vergleich zur allgemeinen Paaranalyse der immunhistochemischen Marker
untereinander (siehe 3.2) war die Stichprobe fiir Ki 67% noch einmal reduziert, da nicht
zu allen Fillen Daten iiber den Ki 67%-Status vorlagen. Sie umfasst 43 Falle. Abbildung
32 zeigt das zugehorige Histogramm, welches ebenfalls eine ersichtliche Linksschiefe

aufweist.
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Recurrence-Score© in der Paaranalyse mit Ki67%
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Abb. 32 Histogramm zum Recurrence-Score® der
Stichprobe der Paaranalyse mit Ki67%

Fiir die Analyse dieser Stichprobe im Gesamten, wurde ein statistisch signifikanter
Zusammenhang fiir Ki 67% mit CDK 4 (sowohl differenziert als auch dichotom)
festgestellt, genauso wie fiir das dichotomisierte pERK. Tabelle 10 zeigt die
entsprechenden KorrelationsgrofBen dazu, sowie zusétzlich fiir Marker, die innerhalb des

10 % Niveaus lagen. Die Korrelationsstarke lag jeweils im mittleren Bereich.

Tabelle 10 Ki 67 % und die signifikanten Marker der Musteranalyse flr die Stichprobe im
Gesamten.

Gesamt CDK4 CDK4 d pERK pERK d PDL-1
Ki67%
Fisher 0.04245 0.02675 0.05644 0.03365 0.0612
X2 0.0453 0.04215 0.07565 0.0477 0.06507
Wert 6.1889 4.129 6.8852 3.9204 5.4645
Cramer V 0.3794 0.3587 0.4002 0.3485 0.3565
Kontingenz 0.3547 0.3376 0.3715 0.3291 0.3358
Koeffizient

Die nachfolgenden Abbildungen (Abb. 33 bis Abb. 35) zeigen die Haufigkeiten zu den
signifikanten Markerpaarungen mit Ki 67%. Es ist zu beobachten, dass in fiir die Marker
CDK4 und pERK (jeweils differenziert und dichotom) sowie fiir PDL-1 (differenziert)
mit Zunahme der Auspridgungsstirke auch im Verhéltnis mehr Fille Ki 67%-positiv

waren.

43



a Ki 67 % und CDK 4 b Ki 67 % und CDK 4 (dichotom)
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Abb. 33 Haufigkeiten fir CDK 4 a differenziert und b dichotom fiir die gesamte Stichprobe Ki 67%

a Ki 67 % und pERK b Ki 67 % und pERK (dichotom)
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Abb. 34 Haufigkeiten fir pERK a differenziert (0: negativ; 1: < 10%; 2: > 10% und < 50%; 3: > 50%)
und b dichotom fiir die gesamte Stichprobe Ki 67%.
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Abb. 35 Haufigkeiten fiir PDL-1 fiir die gesamte Stichprobe
Ki 67%

44




3.3.3 Recurrence-Score®, Alter und Ki 67%

Fiir die Parameter Alter bei Diagnosestellung und prozentuales Ki 67% wurde jeweils
eine Rangkorrelation nach Spearman gegen den Recurrence-Score© durchgefiihrt.
Zusitzlich erfolgte auch eine Korrelation der beiden Parameter gegeneinander, um einen
moglichen Confounder-Effekt zu ermitteln. Fiir das Alter bei Diagnosestellung konnte
auf das Gesamtkollektiv zuriickgegriffen werden (79 Fille). Fiir Ki 67% lagen zu 71 Fille

Daten vor.

Es zeigte sich ein hochsignifikanter positiver Zusammenhang, mittlerer Starke zwischen
Ki 67% und dem Recurrence-Score© (p-value: 4.874e-05; Rangkorrelationskoeffizient:
0.4625881). Der Recurrence-Score-Wert steigt demzufolge mit dem prozentualen Anteil
des positiven Markers Ki 67%. Abbildung 36 gibt die zugehorigen Daten im

Streudiagramm wieder.
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Abb. 36 Streudiagramm zu Ki67% und dem Recurrence- Score®

Fir das Alter bei Diagnosemitteilung konnte ebenfalls ein signifikanter, positiver
Zusammenhang mit dem Recurrence-Score© gefunden werden (p-value: 0.01693).
Dieser war jedoch nur von schwacher Korrelationsstirke (Rangkorrelationskoeffizient:

0.2680302). Hierzu sind in Abbildung 37 die Werte im Streudiagramm aufgetragen.

45



Recurrence-Score© und Alter
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Abb. 37 Streudiagramm zum Alter bei Diagnosestellung und
dem Recurrence-Score®

Die Korrelation von Ki 67% gegen das Alter dagegen war nicht signifikant (p-value:
0.6953; Rangkorrelationskoeffizient: 0.04729137). Eine Ubersicht zur Datenverteilung
gibt hierzu Abbildung 38 wieder.
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Abb. 38 Streudiagramm zum Alter bei Diagnosestellung und
Ki 67%
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4. Diskussion

4.1 Allgemeine Aspekte

Individualisierte Medizin — ist vielleicht das Schlagwort des prospektiven Gesundheits-
Managements des kommenden Jahrzehnts (Synonyme: personalisierte, stratifizierte oder
malgeschneiderte Medizin) (60). Was jedoch nach fiir jeden einzelnen Patienten eigens
entwickelt und hochmodern klingt, hat bereits seit langem festen Bestand in der Medizin
und basiert im Wesentlichen auf Subgruppen-Spezifizierung. So kann beispielsweise die
Bestimmung von Blutgruppen vor einer Transfusion als individualisierte Medizin (60)
klassifiziert werden und diese gehdrt seit Mitte des letzten Jahrhunderts zum Standard

(61). Und auch schon in der Lehre von Hippokrates finden sich hierfiir erste Ansitze (62).

Nichtsdestotrotz ist stratifizierte Medizin ein Zukunftsthema, vor allem weil immer mehr
biotechnologische und insbesondere molekulargenetische Methoden zur Verfiigung

stehen, welche die Basis fiir moderne Ansétze stellen.

Mit dem Oncotype DX© liegt ein machtiges Tool zur Risikostratifizierung bei Brustkrebs
vor (siehe 1.2). Der Test weist eine ausgezeichnete Datenlage (23, 39-49) auf und hat sich
auch in der Praxis bewihrt, was sich nicht zuletzt in der Kosteniibernahme durch die

Krankenkassen (36, 37) widerspiegelt.

Dennoch sind die Grenzen dafiir eng gesteckt (38), so dass nicht alle Patientinnen, fiir die
eine solche Risikostratifizierung sinnvoll wére, auch davon profitieren konnen.
Desweitern bleiben die hohen Kosten von mehreren tausend Euro (63) pro Test zu

bedenken, welche das Gesundheitssystem belasten.

Vor diesem Hintergrund lohnt es sich das Szenario aus einem anderen Blickwinkel zu
betrachten. Ahnlich der ,.individualisierten Medizin“ ist auch der Nachweis von
Genexpression, welcher fiir den Oncotype DX©O genutzt wird, nichts neues in der
Medizin, lediglich das biochemische Informationslevel ist ein anderes.
Immunhistochemische Férbungen gehdoren zu den Standardmethoden der klinischen
Histopathologie und werden tiglich auch an Brustkrebsgewebeproben durchgefiihrt.
Durch sie kann mittels passender AntikOrper nachgewiesen werden ob bestimmte
Proteine in relevanter Menge im Gewebe vorliegen. Handelt es sich bei diesen Proteinen

um die Genprodukte der zu untersuchenden Gene, stellt ihre Auspragung ein indirektes



MaB fiir die Genexpression dar. Wichtige routineméafig bestimmte immunhistochemische
Marker des Mamma-Ca. sind der Hormonrezeptorstatus (Ostrogen- und Progesteron-

Rezeptor) und der Her2-neu-Status. Daneben spielt Ki 67% haufig noch eine Rolle.

In der vorliegenden Arbeit wurden ausgewéhlte immunhistochemische Marker auf ihren

Zusammenhang mit dem Recurrence-Score© des Oncotype DXO© untersucht.

Die Auswabhl erfolgte nach zwei Kriterien. Zum einen wurden Gene bzw. Genprodukte
berticksichtigt, welche im Panel des Oncotype DX© enthalten sind, zum anderen wurden

vielversprechende Kandidatengene aus klinischer Praxis und Literatur eingeschlossen.

Das Patientenkollektiv umfasste 79 Félle und bestand ausschlielich aus Patientinnen mit
einem Ostrogenrezeptorpositiven Mammafrithkarzinom und negativem Her2-neu-Status,

sowie einem Lymphknotenstatus bis maximal N1.

Ziel der Arbeit war die Identifikation immunhistochemischer Marker oder Muster mit
moglichem pradiktivem Wert fiir den Recurrence-Score©. Aufgrund des Skalenniveaus
der immunhistochemischen Daten war die Einteilung des Recurrence-Scores© in
Gruppen zum Vergleich sinnvoll. Sie erfolgte nach bereits in der Literatur vorgestellten
Grenzen (41, 45). Dabei wurde zunichst auf die klassischen Recurrence-Gruppen der
Risikostratifizierung zuriickgegriffen, die sich in low-risk (0 < 10), intermediate (11 <25)
und high-risk (26 < 100) unterteilen (23, 41). Da es Hinweise in der Literatur gibt, dass
sich die Risikogruppe je nach Alter bis 50 Jahre oder dariiber andersverhalten (41) und
sich hierbei eine Einteilung <16 bzw. > 16 interessant erwies (41), wurden diese
Parameter in weiteren Analysen beriicksichtigt. Zum einen erfolgte die Differenzierung
in vier R-Gruppen (0 <10, 11< 15, 16 <25 und > 26), zum anderen wurde das Kollektiv
in zwei Gruppen zusammengefasst (0 < 15, > 16). Dieses Vorgehen bezieht sich auf die
Einzelanalysen der immunhistochemischen Marker und wird unter Kapitel 4.2 vertieft.
Die Paaranalyse (siche hierzu Kapitel 4.6.), in der vielversprechende Marker auf einen
gegenseitigen Zusammenhang hin untersucht wurden, erfolgte ausschlieBlich am

Gesamtkollektiv, abziiglich der nicht auswertbaren Félle (s.IV,Tabelle A1).

48



4.2 Ausgewdhlte immunhistochemische Marker und der Recurrence-Score©

Fiir den Vergleich mit dem Recurrence-Score© wurden 18 immunhistochemische Marker
nach den oben beschriebenen Gesichtspunkten ausgewdhlt. Zehn dieser Marker erwiesen
sich in der primdren Datenauswertung als interessant und wurden statistisch auf einen
signifikanten Zusammenhang mit dem Recurrence-Score© untersucht (sieche 3.1).
Zusitzlich wurde der Marker Ki 67% aus der Routinediagnostik mit in die Analyse
aufgenommen (siche 3.3). Die Ergebnisse hierzu werden ab Kapitel 4.2.2 jeweils

ausfuihrlich diskutiert.

4.2.1 Ausgeschlossene Marker

Die von der weiteren Analyse ausgeschlossenen Marker unterteilen sich in die
Mikrosatelliten-Gruppe (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2), sowie vier weitere Marker:
CD56, D20-40, p57 und RB.

Mikrosatelliten-Instabilitdt ist ein gelegentlich beobachtetes Phinomen bei malignen
Tumoren (64). Mit dem Verlust dieser Gene fehlt der Zelle die Funktion des Mismatch-
Repairs. Damit ist die Fahigkeit zur DNA-Schaden-Reparatur beeintrichtigt (64, 65). Am
bekanntesten ist dieser Vorgang flir Colon-Karzinome beim Vorliegen eines HNPCC-
Syndroms. Hierbei liegt der Gendefekt heterozygot bereits angeboren vor und
pradisponiert besonders fiir Darmkrebs (Lebenszeitrisiko fiir Frauen 32-59%), aber auch
fiir einige weiter Tumorerkrankungen (65). Aus gynidkologischer Sicht betrifft das
HNPCC vor allem das Endometriums-Karzinom mit 39-50% Lebenszeitrisiko und mit 7-
8% deutlich seltener das Ovarial-Karzinom (65). Auch das Mammakarzinom wird bei
Patientinnen mit HNPCC etwas héufiger als in der Allgemeinbevolkerung beobachtet
(65, 66, 67), ebenso einige weitere Tumorentititen wie das Blasenkarzinom und das

Prostatakarzinom, dennoch zdhlt man diese nicht zum typischen HNPCC-Spektrum (65).

Neben dem HNPCC-Syndrom finden sich bei Tumoren auch immer wieder gehduft
sporadische Mutationen in den Mikrosatelliten-Genen, welche zur Tumorgenese
beitragen (64, 65). Fiir das Mamma-Ca scheint dieser Mechanismus moglich (68-71)

jedoch von untergeordneter Bedeutung zu sein (72) und auch die Daten aus der
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vorliegenden Analyse (siehe Kapitel 3.1.2) geben keinen Anlass zu einer davon

abweichenden Einschitzung in unserer Kohorte.

Mit einer Ausnahme waren alle Félle des Kollektivs fiir den immunhistochemischen
Marker CD56 negativ. Fiir eine relevante Rolle in der Tumorprogression und -genese
beim Mamma-Karzinom bieten sich daher keine Anhaltspunkte aus den vorliegenden
Daten. Der einzelne positive Fall geht auf einen Mamma-Carcinom mit vermutlich
neuroendokrinen Eigenschaften zuriick. Ein prognostischer Wert ergibt sich aus diesem

Zusammenhang jedoch nicht.

D20-40 ist durch einigen Studien als vielversprechender Marker fiir den Lymph- und
Blutgefaeinbruch beim Mamma-Carcinom entdeckt worden (73, 74, 75). In der
vorliegenden Arbeit konnte kein Zusammenhang von D20-40 und der Hohe des
Recurrence-Scores® zur Risikostratifizierung beim Mamma-Carcinom gefunden

werden. Es ergab sich fiir alle Fille eine gleichmaBige der Expression von D20-40.

Dies gilt ebenso fiir den Marker p57, dessen ,,Downregulierung® in den Vorgang der
Tumorprogression involviert ist (76). Eine negative Expression konnte in verschiedenen
Studien (76,77, 78) mit einem hoheren Risiko zur Tumorprogression assoziiert werden.
Yang et al. (2015) untersuchten mittels Immunhistochemie p5S7Kip2 und Skp2 (S-phase
kinase-associated protein 2) in Bezug zu klinisch-pathologische Parametern auf einen
Zusammenhang mit der Prognose von Brustkrebspatientinnen (76). Sie konnten zeigen,
dass zwischen diesen beiden Parametern eine negative Korrelation besteht (76). Bei
starker Expression von skp2 und geringer Ausprigung von p57Kip2 hatten die
Patientinnen eine schlechte Prognose (76). In der vorliegenden Arbeit konnten keine
Unterschiede in der Auspriagung von p57 gefunden werden. Mdoglicherweise liegt dies
daran, dass nur Patientinnen mit Mamma-Friihkarzinom in das Kollektiv aufgenommen
wurden, welche im Vergleich zu der Gesamtheit der Brustkrebspatientinnen eine deutlich

bessere Prognose aufweisen (23).

Unter den bekannten Tumorsuppressorgenen ist das Retinoblastom-Gen (RB) zusammen
mit p53 schon eine Art Klassiker der Molekulargenetik. Beide sind haufig in den Prozess
der Tumorogenese involviert (79). Fiir das Mamma-Karzinom gibt es eine Reihe von
Studien, die den Zusammenhang mit der Expression von RB untersucht haben (80-83).
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Dabei scheint dieser fiir verschiedene Subgruppen des Mamma-Cas unterschiedliche
Bedeutung zuzukommen (81, 82, 83). Allgemein geht ein Verlust der RB-Expression eher
mit einer schlechteren Prognose der Patientinnen einher (80, 81). Fiir die Entitdt der ER-
negativen Karzinome spricht laut Ertel et al. (2010) der RB-Verlust jedoch fiir ein
besseres Ansprechen der Chemotherapie (80). Witkiewicz et al. (2012) wiesen diesen
Effekt bei neoadjuvanter Chemotherapie, sowohl fiir ER-positive, als auch ER-negative
Karzinome nach (81). Der Tabelle 6 (siche Kapitel 3.1.2) kann entnommen werden, dass
sich die Expression von RB fiir das Gesamtkollektiv der vorliegenden Arbeit homogen
negativ zeigte. Als Marker zur Risikostratifizierung kommt ihm damit anzunehmender
Weise keine Bedeutung zu. Zwar mag bei RB-Negativitit ein gutes Ansprechen auf eine
Chemotherapie vorliegen, iiber die Notwendigkeit dieser gibt das jedoch keinen

Aufschluss.

4.2.2 AMACR

A-Methylacyl-CoA racemase (AMACR) ist ein Enzym mit Funktion im Fettstoffwechsel,
das immunhistochemisch in Vesikeln des Zytoplasmas nachgewiesen werden kann,
welche zu den Mitochondrien und Peroxisomen transportiert werden (84). Mit einer
besonders hohen physiologischen Expression liegt AMACR in Leber- und
Nierenparenchym vor (85). Abbildung 39a zeigt die Positivkontrolle am
Nierenparenchym als Nachweis der erfolgreichen immunhistochemische Farbungen. In

39b und 39c¢ sind Mamma-Ca mit positvem AMACR-Status dargestellt.
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Abb. 39 Positive immunhistochemische Farbungen von AMACR  a Positivkontrolle (Niere, VergroRerung 10fach)
b Mamma-Ca. (150fach) c AusschnittsvergroRerung von b
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AMACR wird in normalem Brustgewebe auf niedrigem Niveau exprimiert, in invasiven
Carcinomen dagegen wird es iiberexprimiert (84). Die Expressionsrate liegt laut
Witkiewicz et al. (2005) fiir high grade Carcinome im Vergleich zu Low-grade
Carcinomen nochmal hoher (84). In der vorliegenden Arbeit konnten statistisch
signifikant hohere Recurrence-Score Werte© bei starker Ausprigung des Markers

AMACR gefunden werden (p = 0.01881).

AMACR erscheint damit als vielversprechender Kandidat fiir einen
immunhistochemischen Marker mit pradiktivem Wert fiir den Recurrence-Score©. Die
Ergebnisse der Recurrence-Gruppen-Analyse stiitzen diese Annahme (siehe 3.1.1.1). So
zeigten sich die positiven und negativen AMACR-Félle hochsignifikant nicht
gleichverteilt auf die vier bzw. drei R-Gruppen (vier Gruppen: Fisher-p-value= 0.004445,
drei Gruppen: Fisher-p-value= 0.006381). Dabei liegt das Gewicht auf der jeweils
niedrigsten Risikogruppe, in der sich kein Fall positiv fiir AMACR zeigte. Die hoheren
Risikogruppen kamen sowohl bei den negativen als auch bei den positiven AMACR-
Féllen vor. Somit ist klar, dass durch AMACR allein keine sichere Vorhersage der
Recurrence-Gruppe erfolgen kann, aber Negativitét fiir diesen immunhistochemischen
Marker kann als Hinweis auf ein niedrigeres Risiko fiir die Riickfallwahrscheinlichkeit

beim Mamma-Ca gewertet werden.

Nassar, A., et al. (2005) untersuchten ausgehend von positiven Befunden fiir die
Uberexpression von AMACR beim Prostata-Karzinom diesen Zusammenhang fiir weiter
Karzinome, so auch fiir das Mamma-Ca. (86). Sie konnten einige Brustkrebsfille mit
Uberexpression finden, der iiberwiegende Anteil war jedoch negativ fir AMACR, wie
auch das normale Brustdriisengewebe (86). Da die positiven AMACR-Fille fiir das
Colon-Ca deutlich hoéher lagen, schlugen sie AMACR unter anderem als
differentialdiagnostischen Marker zwischen Mamma-Ca und Colon-Ca bei unbekanntem
Primarius vor (86). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, sowie von Witkiewicz et al.
(2005) weisen dagegen auf eine intrinsisches Risikogefille zwischen AMACR-Positivitit
und -Negativitit bei Brustkrebs hin (84).

52



4.2.3Bcl2

BCL 2 ist ein Anti-Apoptose Protein (87) mit wichtigen regulatorische Aufgaben in der
Stabilisierung der MOMP (mitochondrial outer membrane permeability)(88). Es wird in
ungefdhr 75% der Mamma-Carcinome exprimiert und zeigt eine Assoziation mit low-
grade Tumoren und ER-Positivitit (88). Nach Dawson et al. (2010) ist BCL 2 ein
unabhéngiger prognostischer Marker flir eine gute Prognose beim Mamma-Friihkarzinom
(87). In der Auswahl potenziell interessanter immunhistochemischer Marker fiir die
Risikostratifizierung bei Brustkrebs wurde er daher beriicksichtigt, zudem ist die Bcl2-
Expression Teil des Oncotype-DX©O Assays (40, 55, 89). In der vorliegenden Arbeit
konnte ebenfalls der Trend einer stirkeren Ausprigung von Bcl 2 bei niedrigeren
Recurrence-Werten gefunden werden. Der Unterschied zwischen den Medianen der
Gruppen unterschiedlicher Bel Auspriagung war statistisch jedoch nicht signifikant, wobei
er noch innerhalb des 10% Niveaus lag (p= 0.07976). Auch in der Analyse nach
Recurrence-Gruppen konnte fiir keine der gepriiften Konstellationen ein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem immunhistochemischen Marker Bcel 2 und der Hohe des
Recurrence-Scores© gefunden werden (jeweils Fisher-p-value > 0.10 ; X?-p-value >
0.10). Hierbei bleibt jedoch zu bemerken, dass es im Kollektiv nur einen einzigen
negativen Bcl 2-Fall gab und die iibrigen Félle nach ihrer Intensitit zwei positiven Bcl 2-
Gruppen zugeordnet wurden, zudem iiberwiegen die niedrigen Risikogruppen in der

Fallsammlung. Abbildung 40 zeigt immunhistochemische Firbungen verschiedener

Auspragung zu Bcl 2.
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Abb. 40 Immunhistochemische Farbungen von Bcl 2. a negativ b schwach positiv ¢ stark positiv

Mit einem Recurrence-Wert von 24 liegt der negative Bcl 2-Fall zwar innerhalb der

intermediaten Gruppe, aber nahe der Grenze zur high-risk Gruppe. Daher widersprechen
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die gefundenen Daten Dawson et al. (2010) und Hwang et al. (2018) nicht (87, 90).
Vielmehr ergénzen sie diese um die Information, dass eine weitere Differenzierung der
Bcl2-Expression vermutlich keinen zusétzlichen Informationsgewinn hinsichtlich der

Risikostratifizierung des Mamma-Karzinoms erbringt.

4.2.4 Cyclin D1 und CDK4

Cyclin DI und CDK4 (Cyclin dependent kinase 4) sind wichtige Akteure mit
regulatorischer Funktion im Zellzyklus (91-96). Das Retinoblastom Tumorsuppressor
Gen (RB), welches bereits unter 4.2.1 als immunhistochemischer Marker diskutiert
wurde, spielt hierbei ebenfalls eine entscheidende Rolle. Es reguliert die Progression von
der G1- in die S-Phase des Zellzyklus (91, 94, 96). Uber extrazellulire Signale wird die
Expression von Cyclin D1 induziert (91, 94, 96). Dieses aktiviert CDK4 und CDK6, das
RB-Protein wird anschlieBend von CDK4 phosphoryliert und wirkt tiber die Freisetzung
von Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie progressiv auf den Zellzyklus (91, 94, 97,
98). pl6 wiederum ist ein CDK4-Inhibitor, der dazu fiihrt, dass RB unphosphoryliert
bleibt und damit das Voranschreiten des Zellzyklus inhibiert (91). Abbildung 41

veranschaulicht diese Zusammenhénge des RB-Pathways fiir den Zellzyklus.
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Abb. 41 Regulation des Ubergangs von G1/S im Zellzyklus durch Cyclin D1, CDK4 und p16. Blauer
Punkt= Phosphrylierung. (modifiziert nach Peurala et al. 2013 (91))

Nach Peurala et al. 2013 korreliert eine hohe Cyclin D1 Expression mit niedrigem
Tumorgrad, positiven Hormonrezeptorstatus und geringer Proliferations-Aktivitit in
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Mamma-Karzinomen, sowie mit einem besseren brustkrebsspezifischen und

Gesamtiiberleben der Patientinnen (91).

In der vorliegenden Arbeit konnte kein signifikanter Unterschied in der Hohe des
Recurrence-Scores zwischen den Gruppen mit verschiedener Expressionsstirke von
Cyclin D1 (siehe Abbildung 42 zu immunhistochemischem Firbungen von Cyclin D1)

gefunden werden (p-value= 0.5878), vielmehr lagen die Mediane fast auf einer Ebene.

Abb. 42 Immunhistochemische Farbungen von Cyclin D1
a negativ b normal positiv ¢ stark positiv

Die Analyse nach Recurrence-Gruppen erbrachte jedoch einen signifikanten
Zusammenhang fiir die Anwendung der klassischen Risikostufen (p= 0.0395). Bei
Betrachtung der Héufigkeiten ist das Augenmerk darauf zu legen, dass in den beiden
Cyclin D1 positiven Gruppen nur Fille zu finden waren, die einen Recurrence-Wert
hatten, welcher einer der beiden unteren Risikostufe entsprach. Alle high-risk Fille waren

negativ fiir Cyclin D1. Damit passen die Ergebnisse zu den Daten von Peurala et al. 2013
91).

Schwierig war es fiir Cyclin D1 die richtige Auswahl fiir eine dichotome Variante zu
treffen. So wird Cyclin D1 in normalen Brustgewebe nicht oder nur wenig exprimiert
(98). Als potenzielles Oncogen steht eine Expression von Cyclin D1 hiufig im
Zusammenhang mit der Carcinogenese, so findet es sich in der Literatur auch fiir das
Mamma-Ca beschrieben (98, 93, 97). Eine Uberexpression geht wie oben erwihnt hiufig
mit einer guten Prognose des Mamma-Ca einher (91, 98), dagegen wird es in Tripel-
negativen und Carcinomen mit erhohtem Risiko selten exprimiert (98). Davon ausgehend,
dass die Expression in normalen Brustdriisengewebe bei der Vorauswahl bekannter
Mamma-Karzinome keine relevante Rolle spielt, wurde sich hier fiir die Variante

entschieden eine Einteilung in Cyclin D1 positiv und negativ zu treffen.
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Durch das Dichotomisieren konnte die Signifikanz auf die hochste Stufe gesteigert
werden und hierbei kann sogar von einer starken Korrelation ausgegangen werden

(Klassische R-Gruppen: p = 0.008093, vier R-Gruppen: p =0.0124, Cramer V = 0.5832).

Die Ergebnisse stiitzen somit die aus der Literatur bekannte Beobachtung, dass eine hohe
Cyclin D1 Expression bei Mamma-Ca Patientinnen fiir eine bessere Prognose spricht
(91,98), die hier mit dem niedrigen Recurrence-Wert assoziiert wird. Damit ist Cyclin D1
ein Marker von Interesse im Hinblick auf ein immunhistochmisches Panel mit

pradiktivem Wert flir den Recurrence-Score©.

Fiir CDK4 sieht die Situation nicht ganz eindeutig aus. Zwar konnte eine signifikante
Korrelation zwischen CDK4 und dem Recurrence-Score gefunden werden, jedoch nur
nach Dichotomisieren (positiv vs. negativ) und Zusammenfassen in zwei der R-Gruppen
(p=0.04891). Moglicherweise ist die StichprobengroBe der vorliegenden Arbeit hier zu
klein, um diesen Zusammenhang besser herauszuarbeiten, da auch nur eine schwache

Starke der Korrelation festgestellt werden konnte (Cramer V = 0.2551).

Fernerhin ist davon auszugehen, dass die angewandte Einteilung in Gruppen nach
Expressionsstirke bzw. korrekter nach Farbeintensitit einen bedeutenden Einfluss auf die
ermittelte Korrelation hat. In der vorliegenden Arbeit wurde mit drei Gruppen fiir CDK
4 gearbeitet (negativ, schwach-mittel, stark positiv). Entscheidendes Kriterium fiir die
Einteilung in die stark positive CDK 4 Gruppe war hierbei die gesamt-zelluldre Farbung,
also sowohl der nukleare als auch cytoplastische Nachweis von CDK4. Abbildung 43
zeigt hierzu exemplarische Farbungen. Eine Modifikation dieser Einteilung fiihrt
denkbarer Weise auch zu veridnderten Korrelationsdaten. So finden sich in der Literatur

z.T. differenziertere Auswertungsschemata (Vgl. Proteinatlas, 99).

Abb. 43 Positive immunhistochemische Farbungen von CDK 4 und ihre zugehorigen Gruppen
a stark positiv (= 2) b schwach-mittel (= 1) ¢ schwach-mittel (=1)
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Zumindest wird die Richtung des vermuteten Zusammenhanges bei Betrachtung der
zugrundeliegenden Haufigkeiten klar, da die CDK4 negative Gruppe besonders viele
Fille mit niedrigem Recurrence-Score beinhaltet. Damit passen die Daten sehr gut zudem
was Peurala et al. 2013 gefunden haben. Sie beschreiben, dass CDK4 trotz Expression in
ca. 70% ihrer Tumorgewebeproben keine Korrelation mit der Uberlebensrate der
Patientinnen zeigte, konnten aber eine Tendenz von CDK4 nachweisen, bei positivem

Status mit einem hoheren Tumorgrad assoziiert zu sein (91).

CDK4 ist bekannt dafiir, positiv auf die Tumorzellproliferation zu wirken (92, 93, 100).
Daher ist es auch in den Fokus therapeutischer Ansétze geriickt. Es gibt diverse Studien
die CDK4-Inhibitoren auf ihre therapeutische Eignung beim Mamma-Carcinom hin
untersuchen (92, 101, 102). Vielversprechend scheint dieser Ansatz bereits bei ER+

Karzinomen zu sein (92, 101).

Als  priadiktiver immunhistochemischer =~ Marker konnte CDK4  durchaus
beriicksichtigenswert sein. So beschrieben bereits An et al. (1999) eine Assoziation
zwischen der Uberexpression dieses Markers und einer hohen Proliferationsrate beim
sporadischen Mamma-Ca (103). Dabei erwies er sich jedoch unabhédngig von anderen
klinischen Faktoren (103). Auch Peurala et al. 2013 konnten keinen Zusammenhang mit
weiteren von Thnen untersuchten Faktoren feststellen. Sie kamen zu dem Schluss, dass
insbesondere Cyclin D1, CDK4 und p16 unabhéngig beim Mamma-Ca fungieren (91). In
jedem Fall konnte in der vorliegenden Arbeit der Trend beobachtet werden, dass eine
starke Auspragung von CDK4 mit einem hohen Recurrence-Score© einher ging (p =
0.07931). Im Vergleich der Mediane zwischen allen CDK4-Gruppen (negativ, schwach,
stark) zeigte sich der Unterschied jedoch nicht signifikant (p= 0.1022).

4.2.5 GLUT 1

GLUTTI ist im menschlichen Korper der am meistens verbreitetste Glucose-Transporter
und verantwortlich fiir die basale Glucose-Aufnahme in die Zellen (104). In vielen
Krebsarten, inklusive Brustkrebs, wird er exprimiert (105). Kommt es zur Abhidngigkeit

der Tumorzellen von Glykolyse zur Energiegewinnung anstelle der oxidativen
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Phosphorylierung (Warburg-Effekt), so nehmen diese Krebszellen vermehrt Glucose auf,
um ihren gesteigerten Energiebedarf zu decken (104, 106). Dabei geht eine hohe
Expression von Glut 1 in Tumorzellen mit einer schlechten Prognose, auch beim
Mamma-Ca, einher (104, 105, 107). Insbesondere ist die Glut-1 Uberexpression mit
einem hohen Tumor-Grading, negativem Hormonrezeptorstatus, sowie hoher EGFR und

pS3 Expression assoziiert (104, 105, 108).

Einen signifikanten Zusammenhang der Expression von Glut 1 und der Hohe des
Recurrence-Scores© konnte die vorliegende Arbeit nicht nachweisen. Bei Betrachtung
der klassischen R-Gruppen und Vergleich des Glutl-Status (positiv vs. negativ) ergab
sich jedoch ein Hinweis darauf (p = 0.08681). So wiesen viele Félle der intermediéren,
also zweithdchsten, Risikogruppe einen positiven Glutl-Status auf. Diese Daten sind
somit mit den in der Literatur (104, 105, 107) gefundenen vereinbar, wenn sie jene auch
nicht direkt stlitzen. Moglicherweise gelinge dies durch eine Erweiterung des
Stichprobenumfangs, insbesondere durch Einschluss von deutlich mehr high-risk Fallen
in das Kollektiv. Zu bemerken bleibt auch, dass Hussein et al. (2011) eine Korrelation
zwischen ER- und PR- Negativitit mit der Hoher der Glutl-Expression beschrieben
haben (105), in der vorliegenden Arbeit, aufgrund der Einschlusskriterien fiir einen

Onctotype DX©-Test, lediglich Hormonrezeptor positive Fille beriicksichtigt wurden.

In jedem Fall scheint Glut 1 ein interessanter Kandidat fiir ein pradiktives
immunhistochemisches Panel beziiglich des Mamma-Karzinoms zu sein, wenn auch noch
nicht klar ist in welcher Gewichtung. Yu et al. 2017 kamen in ihrer Metaanalyse zu Glut1l
in der Tumorgenese zu dem Schluss, dass dieser Marker einen pradiktiven Wert fiir
verschiedene Krebserkrankungen hat (109). Es ergab sich eine Assoziation zu geringer
Differenzierung, positivem Lymphknotenstatus und TumorgréBe (109). Sie postulierten
einen Zusammenhang zwischen Glutl-Uberexpression mit dem invasivem Potential und
der Proliferationsaktivitit des Tumors, sowie der Uberlebensrate (109). Jang et al. 2012
konnten die Glut 1 Uberexpression als unabhiingigen prognostischen Faktor fiir das
Gesamtiiberleben und das krankheitsfreie Uberleben bei Brustkrebs identifizieren (110).
Sie untersuchten diesen Aspekt insbesondere an invasiven ductalen Mammakarzinomen.

Besonders hohe Glutl-Expressionsraten zeigten sich auch hier bei geringem
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Differenzierungsgrad, groBen Tumoren und bei Lymphkonteninvasion (110). Daneben
trat eine Uberexpression von Glut 1 insbesondere bei Ostrogen- oder Progesteronrezeptor

negativen Tumoren, sowie bei Tripel-negativen Karzinomen auf (110).

4.2.6 p53 und MDM?2

p 53 ist das wohl bekannteste Tumorsuppressorgen. Es hat eine zentrale Rolle in der
Aufrechterhaltung der genomischer Stabilitit mit dem Schutz gegen maligne
Transformationen inne, die unter anderem durch die Apoptose-Induktion, bei Zellen mit
einem nicht mehr zu reparierenden DNA-Schaden, einhergeht (111, 112). Daneben

fungiert es als Inhibitor der Angiogenese (111, 112).

In Mamma-Karzinomen ist die Inaktivierung des ,,p53-Pathways® héufig zu finden. Je
nach molekularem Subtyp tritt eine p 53 Mutation in 12-84% der Brustkrebsfille auf und

ist dann mit einer schlechten klinischen Prognose assoziiert. (113, 114)

Neben einer Mutation von p 53, kann die Inaktivierung dieses ,,Pathways* auch durch
eine Erhohung von MDM2 (Murine double minute 2) vermittelt werden (113). MDM?2
ist ein Protoonkogen, welches als negativer Regulator von p53 fungiert (113). Dabei ist
es selbst eines der wichtigsten ,,Downstream‘“-Gene von p53 (115). MDM2 ubiquitiniliert
pS3 (E3 Ubiquitin Ligase) und sorgt so fiir dessen Abbau, kann aber auch direkt die
Transkriptionsaktivitit von p53 negativ beeinflussen (115, 116, 117). Es liegt somit in
gesunden Zellen ein selbstregulierter Feedbackloop mit stabilisierender Funktion fiir den
Zellzyklus vor (118). In vielen Tumorzellen, auch bei Brustkrebs, ist MDM2 dagegen
amplifiziert und iiberexprimiert (113).

Die nun erhobenen Daten spiegeln die oben beschriebenen Zusammenhénge von p53 und
MDM?2 bei Brustkrebs in Bezug auf den Recurrence-Score© wider. Dabei zeichnet sich
besonders fiir p53 ein eindeutiger Zusammenhang mit der Hohe des Recurrence-Scores©

ab.

Der Median der Recurrence-Werte war bei der p53 positiven Gruppe, einer
Uberexpression entsprechend, signifikant hoher als bei den p53 negativen Fillen (p=
0.02432). Signifikant zeigte sich der Zusammenhang auch bei Auswertung nach

Recurrence-Gruppen. Hierbei scheint insbesondere interessant zu sein, ob der
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Recurrence-Score© kleiner oder groBer bzw. gleich 16 ist, da fiir die klassische
Recurrence-Score©-Einteilung mit drei Gruppen keine Signifikanz erreicht wurde (p
=0.1745), wohl aber bei zugrunde legen von vier (p = 0.03812) oder zwei (p = 0.02455)

Risikogruppen, welche jeweils auf dieser Stufe differenzieren.

Die Uberexpression von p53, welche durch Mutation p53 verursacht wird, ist fiir
verschiedene Tumoren, darunter auch das Mamma-Ca, beschrieben worden (119-123).
Besonders héufig ist sie bei negativem Hormonrezeptorstatus und einem hoheren Grad
der Dedifferenzierung zu finden (119-123). Friedrichs et al. (1993) identifizierten die p53
Uberexpression in Mamma-Karzinomen als unabhéngiger Pridiktor fiir ein Rezidiv und
fiir eine geringere Uberlebensrate (119), was den Marker zusammen mit den vorliegenden
Ergebnissen in Hinblick auf ein immunhistochemisches Panel sicherlich interessant

erscheinen lésst.

Auch MDM2 hat in dieser Hinsicht Potenzial. Zwar zeigte sich im Medianvergleich noch
kein signifikanter Unterschied in der Hohe des Recurrence-Scores© zwischen der Gruppe
der MDM2 positiven Fillen und jener mit negativen Fillen (p = 0.2966), dafiir konnte
aber eine deutliche Signifikanz fiir die Korrelation von MDM2 und den Recurrence-Score
bei Einteilung in vier R-Gruppen (p=0.01432), sowie fiir die Anwendung der klassischen
R-Gruppen (p =0.0338) gefunden werden.

Zu bedenken gilt es jedoch, dass das MDM2-Genprodukt in mindestens 72 verschiedene
Transkripte gespliced werden kann (113) zu denen in der vorliegenden Arbeit keine
Differenzierung erfolgt ist, sondern lediglich die Unterscheidung in negatives oder

positives immunhistochemisches Farbeverhalten fiir MDM2 (vgl. Abbildung 44).
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Abb. 44 MDM2 positive Farbung in der Immunhistochemie
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Die Isoformen A, B und C der Splice-Varianten wurden in verschiedenen Tumortypen
gefunden und sind mit einer fortgeschrittenen Erkrankung und schlechter Prognose
assoziiert (113). Typ B ist die am weitesten verbreitetste Form in multiplen Tumoren und
geht mit einer Akkumulation von mutiertem p 53, sowie einer von p 53 unabhédngigen
Einflussnahme auf den Zellzyklus einher (113). Es gibt jedoch auch Varianten der MDM?2
Expression, welche mit einer guten Prognose einhergehen (113). Die Rolle der MDM2
Expression ist somit nicht konstant und bislang liegt nur ein limitiertes Verstdndnis der
Splice-Varianten vor (113). Als Themengebiet aktueller Forschung (113) sind hier jedoch
in den nichsten Jahren weitere Erkenntnisse zu erwarten, so dass es sich im Hinblick auf

den Einschluss von MDM2 in ein immunhistochemisches Panel lohnt, diese zu verfolgen.

4.2.7 p27

p27 ist einer der wichtigsten Regulatoren im Zellzyklus und fungiert als Inhibitor Cyclin-
abhédngige-Kinasen (124). Wihrend der GO/G1 akkumuliert er im Zellkern (125) und wird
durch den TSC1/TSC2 Komplex (tuberous sclerosis gen 1 bzw. 2) aktiviert (124). Die
Regulation der Transkription von p27 dagegen ist an ein funktionelles BRCA-Protein
gebunden (125). Dies spiegelt sich in dem Umstand wider, dass p27 in BRCA1 mutierten
Mamma-Karzinom-Zellen downreguliert ist (124, 126). Eine verminderte Expression von
p27 ist im Allgemeinen mit aggressiveren Tumortypen vergesellschaftet, welche sich
durch ein hoheres Grading, sowie der Invasion in Lymph- und Blutgefdle mit friiher
Metastasierung in die Lymphknoten auszeichnen (124). Speziell bei Brustkrebs ist der
Verlust der p27 Expression mit einem frithen Rezidiv, sowie reduziertem
krankheitsspezifischem und Gesamtiiberleben assoziiert (127). Bereits Catzavelos et al.
(1997) beschrieben den p27 Status als unabhédngigen prognostischer Faktor bei
Brustkrebs (128).

Vergleicht man die Mediane der Gruppe mit immunhistochemischer p27 Auspridgung und
der p27 negativen, so ist erkennbar, dass der Recurrence-Score© bei p27 Ausprigung
niedriger liegt. Dies entspricht dem aus der Literatur bekannten negativen Korrelation
zwischen p27 Expression und Schwere der Tumorerkrankung (127-130). Der Unterschied

war fir das Kollektiv der vorliegenden Arbeit im Mann-Whitney-U-Test jedoch nicht

61



signifikant (p= 0.3336). Anhand von Abbildung 45 ist exemplarisch die Zuordnung in

immunhistochemisch p 27 postiv bzw. negativ nachzuvollziehen.

Abb. 45 Immunhistochemische Farbungen von p27 a negativ b positiv

Auch im Test-Assay nach verschiedenen Recurrence-Gruppen ergab sich fiir die meisten
Tests keine klare Signifikanz. Eine Ausnahme stellt das Kollektiv der iiber 50-jdhrigen
Patientinnen dar. Bei zugrunde legen zweier Recurrence-Risiko-Gruppen (<16 bzw. > 16)
wurde das 5% Signifikanzniveau erreicht (p = 0.04282). Bei vier R-Gruppen wurde in
diesem Kollektiv zumindest das 10% Niveau unterschritten (p = 0.09335). Es zeigte sich
hierbei, dass eine fehlende p27 Ausprigung bzw. Expression mit einer hdéheren
Recurrence-Gruppe einhergeht (sieche Abbildung 24 in Kapitel 3.1.1.9). Auch fiir das
Gesamtkollektiv konnte dieser Trend gefunden werden (p = 0.06488).

Damit ist p 27 als Kandidat fiir ein immunhistochemisches Panel interessant, auch wenn
noch eine Validierung durch eine Ausweitung der Stichprobengrofle sinnvoll erscheint.
Gestiitzt wird dies durch die Ergebnisse von Catzavelos et al. (1997) und Dressler et

al.(2013) (124, 128).
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4.2.8 pERK

pERK ist die Kurzform der Bezeichnung PKR-like ER (Endoplasmatisches Retikulum)
Kinase (131). Hierbei handelt es sich um ein transmembranes Signalprotein des ER,
welches eine ,unfolded protein response” (UPR) zusammen mit IRE1 o (Inositol
Requiring 1a) und ATF6a (activating transcription factor 6a) vermittelt (131, 132). UPR
stellt eine Antwort auf Zellstress dar, welcher durch die Akkumulation von fehlgefalteten
Proteinen entsteht (131, 132). Detektiert wird diese Akkumulation durch die Zelle iiber
das Auftreten von HSPAS (Heat Shock 70 kDa Protein) (131). Durch UPR kann einerseits
die Apoptose induziert werden, andererseits aber auch in einer modulierten Form bei
Krebszellen ein pro-survival Fakor geschaffen werden, der zu Chemoresistenz der

Tumorzellen fithren kann. (131, 132).

In der vorliegenden Arbeit konnte kein direkter Zusammenhang zwischen pERK und dem
Recurrence-Score© des Oncotype DX©O gefunden werden. Es erfolgte hierzu sowohl eine
Auswertung nach gesamt positiven Féllen gegen pERK-Negativitit, als auch eine
differenzierte Analyse der positiven Fille endsprechend des prozentualen Anteils von

pERK. Nachfolgende Abbildung 46-48 lassen die diesbeziigliche Zuordnung

nachvollziehen.
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Abb. 46 Immunhistochemische Farbung von pERK.
Differenzierung zwischen a pERK < 10% und b pERK negativ
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Abb. 48 Immunhistochemische Farbung von pERK.
Differenzierung zwischen a pERK > 50% und b pERK < 50%

Es gibt Hinweise in der Literatur darauf, dass pERK zumindest bei HER2-positivem
Brustkrebs einen prognostischen Wert haben konnte, da der Marker hier signifikant mit
einem hoheren Grading und einer hoheren Anzahl an tumorinfiltrierenden Lymphozyten
assoziiert ist (131). Das Kollektiv der vorliegenden Arbeit umfasste jedoch nur HER2

negative Fille.

64



Auch therapeutisch scheint die Inhibition des ER-Stress-Pathways eine interessante

Option zu sein (131, 132). Hierzu gibt es bereits einige Studien (132, 134-136).

4.2.9 PDL-1

Programmed death-ligand-1 (PDL1) wird unter anderem in Tumorzellen, T-Zellen,
Natural Killer-Zellen und Dendritischen Zellen exprimiert (137). Es ist ein glykosyliertes
Transmembranprotein, welches als Ligand des Rezeptors PD-1 fungiert (137). Eine
Bindung zwischen beiden Proteinen hemmt die Immunantwort unter anderem durch
Anstoflen der Genexpression von Inkterleukin-10 in Monozyten (138). Dieser
Mechanismus ist die Grundlage der Immunevasion vieler Tumoren (137). Eine starke
Expression von PDL-1 steht hierbei in Zusammenhang mit einer schlechteren Prognose
bei soliden Tumoren (137, 139-144). Fehlende Expression von PDL-1 dagegen ist mit
dem Auftreten von Autoimmunerkrankungen wie etwa Lupus erythematodes assoziiert

(137, 145).

Obwohl in den letzten Jahren eine zunehmende Anzahl an Studien présentiert wurden,
die sich des Themas auf unterschiedliche Weise annahmen, ist die Rolle des PD-1/PDL-
1 Pathways bei Brustkrebs noch nicht hinreichend geklart. Nach Muenst et al (2013)
besteht eine negative Korrelation zwischen einer hohen PDL-1 Expression und der
Gesamtiiberlebensrate bei verschiedenen Subtypen des Mammakarzinoms (146). Dem
gegentliber stehen die Ergebnisse von Bapitsta et al. (2016), die von einer PDL-1
Expression in etwa der Hélfte Ihres Brustkrebskollektives berichteten und eine
Korrelation mit einer hoheren Gesamtiiberlebensrate fanden (147). Beim tripel negativen
Brustkrebs liegt die PDL-1-Expression nach Beckers et al. (2016) bei bis zu 93% und ist
mit einem geringerem brustkrebsspezifischen Sterberisiko assoziiert, sowie bei stromaler
Expression mit einem geringen Gesamtsterberisiko (148). Davon abweichende Zahlen
ergeben sich je nach Subtyp und Studie (149, 150, 151). Sabatier et al. (2015)
untersuchten die PDL-1 mRNA-Expression retrospektiv. an nahezu 5500
Mammakarzinomen (152). Sie fanden in 20% aller klinischen Fille eine im Vergleich zur
Expression in tumorfreiem Brustdriisengewebe erhohte Expression, beim basalen Typ des

Mammakarzinoms sogar in 38% der Fille (152).
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Eine hohe Expression war hierbei nach Sabatier et al. (2015) mit schlechten Prognose-
Markern (u.a. hohes Grading, Hormonrezeptornegativitit, hohe Proliferation,
Tumorgrofle, Subtyp) assoziiert und ging mit einer starken lokalen zytotoxischen
Immunantwort einher (152). Fiir Mammakarzinomen vom basalen Typ fanden sie eine
Korrelation der gesteigerten PDL-1 Expression sowohl mit dem Gesamtiiberleben als
auch mit der Metastasenfreiheit, nicht jedoch fiir das Gesamtkollektiv. Zusitzlich scheint
eine hohe PDL-Expression beim basal-liken Mammakarzinom fiir ein gutes Ansprechen
auf eine neoadjuvante Chemotherapie zu stehen (152). In der Zusammenschau dieser
Ergebnisse zeigt sich, dass die Vorginge des PDI/PDL-1 Pathways beim
Mammakarzinom hochkomplex und vor allem noch nicht ausreichend verstanden sind.
Nach Li et al. (2016) geht ein Teil der Unterschiede anzunehmender Weise jedoch auf
Differenzen in den gewidhlten Methoden und deren Ausfiihrung zuriick (149). Wie in den
meisten Studien wurde auch in der vorliegenden Arbeit mit Tissue-Micro-Arrays
gearbeitet. Es folgte die Immunhistochemische-Analyse und vergleichende Statistik mit
dem Recurrence-Score©. Abbildungen 49 und 50 geben Einblick in die Auswertung der
immunhistochemischen Farbung von PDL-1. Ab 1 % der Fliche des Tumorgewebes
wurde der Marker als positiv gewertet. Falle mit 5% bzw. 10% entsprechen sehr hohen

Werten und wurden als Uberexpression gewertet.

Abb. 49 Immunhistochemische Farbungen von PDL-1. Differenzierung zwischen negativem Status und
normaler Expression. Ab 1% der Flache wurde der Marker als positiv gewertet.
a negativ b positiv ¢ Ausschnitts-VergroRerung von b
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Abb. 50 Beispiele (a-d) fir starke positive immunhistochemische Farbungen von
PDL-1 einer Uberexpression entsprechend. d stellt eine Aussschnitts-
VergroBerung von c dar.

Es zeigte sich, dass die Gruppe mit der intermedidren PDL-1 Expression, den hochsten
Median in Bezug auf den Wert des Recurrence-Scores© hat (s. 3.1.1.8). Statistisch ergab
sich jedoch kein signifikanter Unterschied zu den Gruppen starker und fehlender oder

geringer Expression.

Bei Betrachtung des Recurrence-Scores© in zusammengefassten Risikogruppen,
dagegen dndert sich dies. Sowohl fiir die klassischen R-Gruppen (p-value =0.01087) als
auch in der Variante mit vier Risikogruppen (p-value =0,02392) wurde das
Signifikanzniveau erreicht und damit ein Zusammenhang mittlerer Stirke nachgewiesen.
Besonders hervorzuheben ist, dass durch das Zusammenfassen der Gruppen mit geringer
und starker PDL-1 Expression zu einem Cluster der Unterschied zur Gruppe mit
intermedidrer Expression hochsignifikant (p-value =0.007244) wurde. PDL-1 kommt
damit als Marker fiir ein immunhistochemisches Panel, welches sich mit dem Recurrence-

Score© vergleicht, durchaus in Frage.

Wichtig bleibt jedoch sich der Limitation der Aussagekraft bewusst zu bleiben. In der

vorliegenden Arbeit wurden ausschlieBlich hormonrezeptorpositive Mammakarzinome
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in einem frithen Stadium, mit Her2/neu-Negativitdt und gilinstigem Lymphknotenstatus
betrachtet. Die Diversitét der oben aufgefiihrten Studienergebnisse ermahnt zur genauen
Betrachtung des situativen Hintergrundes, sowohl des klinischen als auch des

histopathologischen.

Es sollte nicht unerwéhnt bleiben, dass die PDL-1-Expression bereits erfolgreich als
Marker eingesetzt wird, wenn auch in einem anderen Kontext. Immun-Checkpoint-
Inhibitoren haben sich innerhalb der letzten Jahre zu einer schnell etablierten
Therapieform onkologischer Erkrankungen entwickelt. Ausgehend von den Arbeiten
James Patrick Allisons und Tasuku Honjos (153, 154), welche 2018 hierfiir den
Nobelpreis fiir Physiologie oder Medizin erhielten, entstanden im Verlauf erste
Therapiekonzepte mit Immun-Checkpoint-Inhibitoren, die zundchst beim multiplen
Melanom Anwendung fanden (155). Heute umfasst ihr Anwendungsgebiet viele solide
Tumoren (156, 157, 158) und auch zur Therapie des Mammakarzinoms gibt es bereits
klinische Studien (159). Die Bestimmung der PDL-1 Expression dient der Vorhersage
eines Ansprechens auf die Immuntherapie mittels Antikorper, welche an PD-1 binden und
so die Aktivierung des Pathways und damit die Immunsuppression verhindern (160). Eine
hohe PDL-1 Expression spricht hierbei fiir ein positives Therapieansprechen (160). In
diesem Zusammenhang soll auch noch einmal auf die Beobachtung von Sabatier et al.
verwiesen werden, welche bei einer hohen PDL-1 Expression ein gutes Ansprechen auf
die neoadjuvante Therapie des basalen Mammakarzinoms gesehen haben (152). Es lésst

sich somit festhalten, dass Potential im Einsatz von PDL-1 als Marker steckt.

4.3 Ki67%

Ki 67% ist ein Proliferationsindex, welcher bei verschiedenen onkologischen
Erkrankungen, darunter auch beim Mamma-Ca, in der histopathologischen Diagnostik
zur Risikostratifizierung eingesetzt wird (161). Die Basis des Index ist eine
immunhistochemische Anfarbung der Tumorprobe mittels eines Antikérpers gegen ein
nukledres Protein, welches kein Histonprotein darstellt (162). Hierdurch kénnen Zellen
identifiziert werden, welche sich auBlerhalb der Go-Phase befinden und somit einer der

proliferativen Phasen (G1,S,G> oder M-Phase) angehdren (161, 162). Deren prozentualer
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Anteil an der Gesamtzellzahl ergibt den Proliferationsindex Ki67. Ein Kritikpunkt an Ki-
67 als Prognosemarker ist, dass es bislang keine einheitlichen Grenzwerte in der
Anwendung beim Mamma-Ca gab und in Studien Werte zwischen 1-30% herangezogen
wurden (23, 26). Nach einer offenen Empfehlung der S3-Leitliniengruppe von Februar
2020, welche sich auf die Metaanalyse von Petrelli et al. (163) stiitzt, kann bei einer Ki-
67-Positivitit > 25% des Mammakarzinoms von einem erhdhten Risiko ausgegangen
werden (23). Bei einem Ki-67-Wert <10% liegt beim Hormonrezeptor-positiven, HER2-
negativen Mammakarzinom nach der aktuellen Leitlinie in der Regel ein niedriges Risiko
vor (23). Dieser Wert wurde in der vorliegenden Arbeit als Cut-off fiir die, entsprechend

der statistischen Analyse, obligatorische Einteilung in positiv und negativ herangezogen.

Im Vergleich der Mediane des Recurrence-Scores© zwischen diesen beiden Gruppen
zeigte sich ein hochsignifikanter Unterschied (p-value = 0.00431) mit einem hdéheren
Recurrence-Score© in der Ki67% positiven Gruppe. Dieses Ergebnis entspricht dem
Konsens der Literatur zu Ki67% und dem Oncotype DX©, dass eine starke Korrelation
zwischen den beiden Parametern besteht (161, 164, 165). Signifikant war der
Zusammenhang auch bei Clusterung des Recurrence-Scores© in Risikogruppen (siehe
Kapitel 3.3.1). Eine Ausnahme bildet hierbei das Kollektiv der Patientinnen bis

einschlieBlich des 50 Lebensjahres. Dies wird in Kapitel 4.4 noch aufgegriffen werden.

Ki67% présentiert sich damit als solider Kandidat fiir ein Panel mit pradiktivem Wert fiir
den Recurrence-Score©. Nach Sahebjam, S., et al. (2011) bestimmt dieser
Proliferationsindex zu einem wesentlichen Teil die Hohe des den Recurrence-Scores©,
kann diesen aber nicht allein vorhersagen (161). Allison et al. (2012) schlugen auf Basis
des Ki67%-Index und weiterer histopathologischer Routineparameter einen Algorithmus
zur Anwendung des Oncotype DX© vor (166). Danach kann beim Hormonrezeptor
positivem, HER2/neu negativem Mamma-Karzinom mit niedrigem Grading, ohne
Lymphknoteninvasion und einem Ki67%-Wert < 10% von einem als niedrig zu
erwartetem Recurrence-Score© ausgegangen werden (166). Umgekehrt spricht das
Vorliegen eines Progesteronrezeptor und Her2/neu negativen, Ostorgenrezeptor
positiven, Karzinoms mit hohem Grading (Grad 3), negativer Lymphknoteninvasion und

einem Proliferationsindex >10% fur das Auftreten eines hohen Recurrence-Scores©

(166). In beiden Fillen schlagen Allison et al. vor eine Oncotype DX©-Testung entfallen
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zu lassen, nicht jedoch bei davon abweichenden histopathologischen und klinischen
Eigenschaften des Tumors (166). Ahnliches zeigt sich auch bei dem von Cuzick et al.
(2011) entwickelten Score, dem ebenfalls der Ki67%-Proliferationsindex und klinische

sowie histopathologische Routinemarker zugrunde liegen (167).

4.4 Unterschiede in den Altersklassen

Beziiglich des Recurrence-Scores und dem Alter bei Diagnosestellung gibt es nur wenige
aktuelle Studien, die sich des Zusammenhanges annehmen. Zudem kommen die Autoren
zu sehr unterschiedlichen Schliissen. Paik et al. (2004) stellten fiir ihr Kollektiv
(Ostrogenrezeptor positiv, Lymphknoten negativ) fest, dass der Recurrence Score
unabhéngig vom Alter der Patientinnen und der TumorgroBe war (43). Swain et al. (2015)
dagegen sahen bei 0strogenrezeptorpositive Brustkrebspatientinnen einen hoheren Anteil
an unter 40 Jahre alten Patientinnen in der ,,high-risk* Recurrence-Gruppe im Vergleich
mit Patientinnen die édlter als 70 Jahre waren (168). Einschriankend sei hier jedoch
erwahnt, dass sowohl Swain et al. als auch Paik et al. andere Grenzwerte des Recurrence-
Scores®, entsprechend low <18, intermediate 18-30 und high-risk >30, fiir die Einteilung
in die Risikogruppen genutzt haben als die in der vorliegenden Arbeit gewihlten (s.
Kapitel 1.2.2). Anders als in den oben zitierten Arbeiten konnte hier ein positiver Trend
zu einem hoheren Recurrence-Score© mit zunehmendem Alter bei Diagnosestellung

gefunden werden. Hierauf wird in Kapitel 4.5 noch eingegangen werden.

Von Interesse war fernerhin auch ob es Unterschiede in den Altersklassen beim Vergleich
der potenziellen Marker mit dem Recurrence-Score© gab. Dies kann nicht grundsétzlich
verneint werden. Zum einen gab es Unterschiede in der Signifikanz von
Zusammenhdngen zwischen Marken und Recurrence-Score fiir die Alterssubgruppen,
zum anderen konnten auch geringe Unterschiede in der Anzahl der jeweils positiven Falle
gefunden werden. Die Relevanz dieser Beobachtungen darf jedoch in Frage gestellt
werden. So sei zundchst einmal darauf hingewiesen, dass es im Gesamtkollektiv nur eine
relativ geringe Anzahl an ,high-risk“-Fillen gab. Nach der Alterssubgruppen-
Differenzierung fanden sich diese alle im Kollektiv der {iber 50-jdhrigen Patientinnen

wieder. Es konnte gehéduft beobachtet werden, dass ein fiir das Gesamtkollektiv
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signifikanter Zusammenhang zwischen einem Marker und dem Recurrence-Score© nur
in der Subgruppe der iiber 50-jdhrigen Patientinnen wieder zu finden war, nicht jedoch in
der niedrigeren Altersklasse (u.a. fiir Cyclin D1, MDM2, PDL 1, siehe Tabelle A3-5 und
A7-9 im Anhang, Kapitel IV). Es ist naheliegend dies auf die ungleiche Verteilung der
,»high-risk® Fille zuriickzufiihren. Der Grofteil der Patientinnen < 50 Jahre konnte nach
dem Ocotype DX© Ergebnis der niedrigsten Risikogruppe zugeordnet werden. Tabelle
11 zeigt Haufigkeits-Verteilung in den Alterersgruppen.

Tabelle 11 Haufigkeits-Verteilung der Risikogruppen nach Alterskollektiv
(nicht homogen: x2-p-value = 0,2529; X2: 4;0803, df:3; fisher-p-value= 0,30)

Recurrence < 50 >50
Jahre Jahre

<10 17 17

11-15 9 11

16-25 7 15

>26 0 3

gesamt 33 46

Interessant fiir die genauere Betrachtung dieses Alterskollektivs sind jedoch die Fille der
intermedidren Risikogruppe. Nach Sparano et al. (2018) besteht fiir die intermediére
Risiko-Gruppe bei den Patientinnen < 50 Jahre im Vergleich zu dlteren Patientinnen ein
erhohtes Rezidiv-Risiko, wenn der Recurrence Score© > 16 liegt (41). Es konnte kein
Marker gefunden werden, der innerhalb dieser Gruppe iiberproportional héaufig positiv
ausfiel. Fiir weiterfilhrende Analysen in Bezug auf diese Fragestellung wére eine

Erweiterung des Kollektivs wiinschenswert.
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4.5 Recurrence-Score©, Alter und Ki 67%

Somit war die Clusterung nach Altersgruppen bezogen auf den Recurrence-Score© und
die Testmarker in der vorliegenden Arbeit nur bedingt aussagekriftig. Anders verhilt es
sich fiir die bereits vorliegenden Daten des Kollektivs zu Alter bei Diagnosestellung und
Ki 67%. Aufgrund des hoheren Skalenniveaus dieser Daten erfolgte eine Rangkorrelation
nach Spearman. Hierfiir wurde fiir den Recurrence-Score© das Intervallskalenniveau
angenommen (siche Kapitel 2.5.1). In der Korrelation mit dem prozentualen Ki 67%-
Anteil zeigte sich ein hochsignifikanter positiver Zusammenhang, mittlerer Stirke (p-
value: 4.874e-05; Rangkorrelationskoeffizient: 0.4625881). Der Recurrence-Score©
Wert steigt demnach mit dem Marker Ki 67%. Dieses Ergebnis entspricht dem Konsens,
zu einer positiven Korrelation zwischen den beiden Parametern, in der entsprechenden
Literatur (161, 165, 166). Fiir das Alter bei Diagnosemitteilung konnte ebenfalls ein
signifikanter, positiver Zusammenhang in der Rangkorrelation mit dem Recurrence-
Score© gefunden werden (p-value: 0.01693). Dieser war jedoch nur von schwacher
Korrelationsstirke (Rangkorrelationskoeffizient: 0.2680302). Bereits in der Vorstudie
(50) der vorliegenden Arbeit, auf deren Kollektiv das aktuelle aufbaut, wurde die Tendenz
gesehen, dass je hoher die Risikogruppe war desto hoher auch der Median des Alters bei

Diagnosestellung lag. Vergleichbares wurde in der aktuellen Literatur nicht gefunden.

Um einen moglichen Confounder Effekt zu ermitteln erfolgte zusitzlich auch eine
Korrelation der beiden Parameter, Ki 67% und Alter bei Diagnosestellung,
gegeneinander. Diese Korrelation war nicht signifikant (p-value: 0,6953;
Rangkorrelationskoeffizient: 0,04729137). Damit ist es unwahrscheinlich, dass diese
beiden Parameter im vorliegenden Fall abhidngig voneinander sind, jedoch nicht
ausgeschlossen. Onkologische Vorgénge sind hochkomplex und im Detail nur schwer
nachzuvollziehen. Aufgrund der Vielzahl beteiligter Parameter kdnnen nicht alle
gleichzeitig Beachtung finden. Daher besteht immer die Gefahr eines Confounder-
Effektes. Fiir die Korrelation des Recurrence-Scores mit dem Alter bei Diagnosestellung
ist diese als hoch einzuschitzen, gerade auch wegen der Inkonstanz zu diesem Thema in

der Literatur.
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4.6 Paaranalyse immunhistochemischer Marker

Neben dem Bezug der einzelnen Marker zum Recurrence-Score® interessierte auch ob
es einen Zusammenhang zwischen einzelnen Marker untereinander gibt. Dieser
Fragestellung wurde mit der Paaranalyse Rechnung getragen, in welcher sich wesentliche
Ergebnisse der Recurrence-Score® Analyse (s. Kapitel 4.1.2 - 4.1.9) widerspiegeln.

Die statistische Auswertung der Markerpaare erfolgte wiederum mittels X>- bzw. Fisher-
Test sowie Cramer V. Hochsignifikant zeigten sich AMACR-BCL2 (p = 0,004948),
AMACR-MDM2 (p = 0,002053) und CDK4-p53 (p = 0,009173). Hierbei ging eine
niedrige Auspragung von AMACR mit einer hohen Intensitdt von BCL2 einher, sowie

eine hohe Ausprigung von AMACR mit einer ebenfalls hohen Intensitit von MDM?2.

AMACR kann als Marker fiir ein hohes Risiko (84, 86) angesehen werden (s. 4.1.2) und
BCL2 steht beim Mamma-Ca tendenziell fiir eine eher gute Prognose (87). Es besteht im
Bezug auf das Mamma-Ca. somit ein negativer Zusammenhang zwischen diesen beiden
Parametern, fiir AMACR und MDM2 dagegen ein positiver, entsprechend des ebenfalls
erhohten Risikos beim Mamma-Ca mit steigender Expression von MDM?2 in der

entsprechenden Splicevariante (113) (s. Kapitel 4.2.6).

Fiir CDK4 und p53 zeigte sich in Konkordanz zur Recurrence-Score®-Analyse eine hohe

Ubereinstimmung der jeweils negativen Fille.

Weitere signifikante Markerpaare mit positivem Zusammenhang stellen AMACR-
GLUTI (p = 0,02113), CDK4-PDL1 (p = 0,02837), GLUT1-PDLI1(p = 0,04359) und
CDK4(d)-p53 (p = 0,0163) dar. Dies ist besonders interessant, da fiir GLUT1 und CDK4
in der Recurrence-Analyse zwar eine Tendenz fiir einen Anstieg mit dem Recurrence-
Score® gesehen, das 5%-Signifikanz-Niveau jedoch nicht ganz erreicht wurde. Der
signifikant positive Zusammenhang mit einem starken Marker untermauert hier ihre

Bedeutung als potenzielle pradiktive Marker.

Auch in der Paaranalyse mit dem erginzenden Marker Ki 67% ergaben sich positive
Zusammenhénge, etwa fiir CDK4 - Ki 67% (p = 0,04245) und CDK4 (d) - Ki 67% (p =
0.02675), die sehr gut ins Gesamtbild passen, sowie etwas iiberraschend der ebenfalls

signifikante Zusammenhang zwischen pERK (d)-Ki 67% (p = 0,03365). Fiir pERK
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konnte in der Recurrence-Analyse der vorliegenden Arbeit kein direkter Zusammenhang
gefunden werden. Die positive Korrelation mit Ki 67% lédsst jedoch vermuten, dass pERK

durchaus relevant sein konnte.

In der Paaranalyse konnte noch weitere Zusammenhdnge zwischen Markern gesehen
werden, die konkordant zur Recurrence-Analyse waren jedoch nur das 10% Niveau

erreichten (s. 3.2).

Eine Ubersicht der gefunden Muster in der Paaranalyse gibt die nachfolgende Tabelle 12:

Tabelle 12 Marker mit statistisch relevantem Zusammenhang, (d)= dichotom, () = nur innerhalb des 10%-
Signifikanzniveaus, + = positive Korrelation, - = negative Korrelation

AMACR CDK 4/ (d) GLUT1 Cyclin D1 Ki 67 %

BCL2 - (-)

MDM2 + (+)

GLUT1 +

cDK 4 +) +
() (+)

+

PDL-1 +

P53 +

pERK (d) +

Da die gefundenen Markerpaarungen in Konkordanz zum Recurrence-Score stehen
erlauben sie eine vorsichtige Interpretation in Hinblick auf die Ableitung einer
Risikogruppe. So konnte beispielsweise das Vorliegen einer hohen BCL2-Expression bei
gleichzeitig niedriger AMACR-Intensitdt als Hinweis auf eine niedrige Recurrence-
Risiko-Gruppen-Zugehorigkeit verstanden werden. Ebenso konnte eine gleichermaf3en
hohe Expression von AMACR und MDM?2 auf ein erhohtes Risiko hinweisen. Gleiches
lasst sich flir die weiteren oben genannten Marker-Paare durchspielen. Die Betrachtung
mehrerer Markerkombinationen erhoht hier die Trefferwahrscheinlichkeit. Hieraus
konnten sich, nach Validierung der Daten, Muster mit priadiktivem Wert fiir den
Recurrence-Score® ableiten lassen. Nicht zu vergessen, bleibt jedoch, dass fiir eine

solche Interpretation zunéchst ein signifikanter Zusammenhang des individuellen Markes
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mit dem Recurrence-Score® grundlegend ist. Die konkordante Korrelation der Marker

untereinander unterstreicht hier nur den Zusammenhang.

Damit bietet sich ein interessanter Ansatz zur Risiko-Einordnung eines Mamma-
Carcinoms nach immunhistochemischer Diagnostik. Es ist jedoch eine Validation an
einem groferen Patientenkollektiv notwendig bevor hieraus Schliisse gezogen werden

konnen, denen therapeutische Konsequenzen folgen.

4.7 Limitationen der Arbeit und Ausblick

Durch die vorliegende Arbeit ergeben sich neue Perspektiven zur Risikostratifizierung
des Mamma-Carcinoms. Multigentests wie der hier zum Vergleich herangezogene
Oncotype DX® haben einen hohen Stellenwert in diesem Bereich und sind
wissenschaftlich wie auch klinisch validierte Tools, welche in zunehmendem Malle

Einfluss auf die Therapiefindung nehmen.

Ihr Einsatz soll durch den Ansatz der hier vorliegenden Arbeit nicht in Frage gestellt
werden. Es bleiben jedoch hohe Kosten sowie relevante logistische wie technische
Herausforderung, die ihren Anwendungsbereich beschrinken (siehe Kapitel 1.2.1),
wohingegen die Immunhistochemie ein einfaches, verhiltnismiBig kostengiinstiges und

flichendeckend etabliertes Verfahren darstellt.

Damit steht eine immunhistochemische Risikostratifizierung nicht in direkter
Konkurrenz zu Multigentests. Vielmehr kann durch ihren Einsatz ein breiteres Feld an
Patientinnen abgedeckt werden, welche sonst keinen Zugang zu einer
Risikostratifizierung haben. Denkbar ist diese erweiterte immunhistochemische

Diagnostik auch als Vorstufe mit Indikationspriifung zur Anwendung von Multigentests.

Bevor ein solches Procedere jedoch klinisch umgesetzt werden kann, bedarf es zunichst
einer methodischen Ausarbeitung der immunhistochemischen Risikostratifizierung. Die
vorliegende Arbeit bildet die Basis dafiir, sie unterliegt jedoch einigen Limitationen,

welche nachfolgende Studien erforderlich erscheinen lassen.
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Das Patientenkollektiv bestand aus 79 Féllen, welche entsprechend der unter 2.4
vorgestellten Methodik unterschiedlich in Risikogruppen eingeteilt wurden. Nach
Anwendung der derzeit propagierten Recurrence-Gruppen (41) lag der Grofiteil der Fille
im niedrigen (34 Fille) und mittleren (42 Fille) Risikobereich. Auf das Gesamtkollektiv
kamen nur drei Félle, welche in die hochste Risikogruppe fielen. Dennoch konnten
eindeutige statistische Zusammenhénge gesehen werden, welche unter 4.1-4.6 vorgestellt
wurden. Eine Validation der Ergebnisse anhand eines groferen Patientenkollektivs,
welches erwartungsgemal auch mehr sogenannte ,,high risk“-Fille einschlief3t stellt eine
logische Konsequenz dar. Daten aus einer solchen Folgestudie konnten anschliefend zur
Entwicklung eines immunhistochemischen Risko-Scores genutzt werden, vergleichbar

mit dem Recurrence-Score® des Oncotype DX®.

Die Einteilung des Patientenkollektives der vorliegenden Arbeit in eine Entwicklungs-
und eine Kontrollgruppe zur Erarbeitung eines solchen Scores wurde diskutiert, aufgrund
der Fallzahlen jedoch verworfen. Der Focus lag somit auf der Ermittlung grundlegender
Zusammenhdnge zwischen immunhistochemischen Markern und dem Recurrence-

Score®.

Die Moglichkeit einen Score aus der Kombination klinischer und histopathologischer
Marker beim Mamma-Carcinom abzuleiten mit welchem ein Vergleich zum Recurrence-
Score® durchfiihrbar ist, haben bereits Cuzick et al. 2011 aufgezeigt (167). Sie bezogen
neben dem Hormonrezeptorstatus noch Ki-67 und den Her2/neu Status mit ein und
erreichten damit bereits beachtenswerte Resultate. Durch eine Erweiterung des
immunhistochemischen Panels um die in der vorliegenden Arbeit als pradiktiv relevant
herausgearbeiteten Marker konnte ein immunhistochemisches Tool entstehen, welches

sich mit dem Recurrence-Score® messen kann.

Als relevante Marker in diesem Sinne sind zum einen AMACR, Cyclin D1, p53, MDM2
und PDL1 wegen ihres klar statistisch signifikanten Zusammenhanges zum Recurrence-
Score® aufzufiihren. Dies gilt auch fiir CDK4, wenn gleich hier die Signifikanz nur bei
Auswertung als dichotomer Parameter erreicht wurde. Ein Merkmal, welches bei
Aufstellung eines Scores Beriicksichtigung finden sollte, sofern es sich nicht mit

Zunahme der Stichprobengrofie nivelliert.
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Dariiber hinaus sollten die Marker p27, Bel2 und Glut 1 aufgrund des Erreichens eines
niedrigeren Signifikanzniveaus bei entsprechend vielversprechender Datenlage in der
Literatur bzw. aufgrund ihrer Signifikanz in der Markerpaaranalyse (Bcl2, Glut 1) auf die

Aufnahme in einen immunhistochemischen Score beim Mamma-Ca hin gepriift werden.

Um wie oben erldutert ein moglichst breites Patientinnenkollektiv durch die
Risikostratifizierung mit einem immunhistochemischen Score erreichen zu konnen, sollte
auch die Anwendung auf Her2/neu positive und Hormonrezeptor negative Falle gepriift

werden.

In der vorliegenden Arbeit bestand das Kollektiv nur aus Fillen Hormonrezeptor
positiver, Her2/neu negativer Mamma-Friihkarzinome mit niedrigem Grading und
niedrigem Lymphknotenstatus. Diese Einschlusskriterien ergaben Sinn, da sie auch den
wesentlichen Kriterien zur Indikationsstellung fiir den Oncotype DX® entsprechen. So
ist die Fragstellung an diesen Test letztendlich, ob eine Chemotherapie im mittleren
Risikobereich (nach klinisch-pathologischen Kriterien) empfohlen werden soll. Bei
niedrigem Risiko und positivem Ansprechen auf antihormonelle Therapie erscheint der
Oncotype® aufgrund fehlender Therapieindikation ebenso entbehrlich (167), wie bei
Tripel-negativen-Karzinomen, welche, auler bei infauster Prognose, nahezu immer mit

einer chemotherapeutischen Behandlung einhergehen (23).

Im Bereich der dazwischen liegenden Fille wie beispielsweise ER+, aber PR- Fille oder
solchen mit positivem Her2/neu- aber negativem Hormonorezeptorstatus dagegen,
erscheint eine Risikostratifizierung ebenfalls sinnvoll. So fanden Sughayer et al. 2020
heraus, dass ER+/PR- Mamma-Carcinome mit einem signifikant héheren Recurrence-
Score® einher gehen (169). Bei fehlender Kosteniibernahme durch die Kassen in einem
solchen Fall (28, 36, 38), liegen auch hier Chancen fiir die Anwendung eines
immunhistochemischen Risiko-Score, der dann folgerichtig an einem entsprechenden

Fallkollektiv validiert werden muss.

Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass das Potential der Immunhistochemie im
Bereich der onkologischen Risikostratifizierung trotz ihres Status als etablierte
Standardmethode noch nicht voll ausgeschopft ist. Mit dem Einzug der modernen
Molekulargenetik in die klinische Routinediagnostik kam eine Euphorie auf, die mit dem
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Impuls zu ihrer ubiquitdren Anwendung einher ging. Gerade im onkologischen Bereich
wurden hier bemerkenswerte Durchbriiche erzielt. Das betrifft insbesondere die
Entwicklung neuer Therapieformen wie zum Beispiel die Immuncheck-Point-Inhibition
beim malignen Melanom (153-155), aber auch den Bereich der Risikostratifizierung
durch Multigentests (23). Ein Verharren auf ewig gestrigen Methoden liegt offenkundig
nicht im medizinischen Interesse. Ein ergénzendes ,,back to the roots* hingegen trigt zum

erweiterten Erkenntnisgewinn bei.

Moderne Medizin braucht beides, sowohl die molekulargenetische Spitzendiagnostik als
auch solide und flachig verfiigbare Routinemethoden wie die Immunhistochemie, um den
bestmoglichen Stand der Versorgung zu erreichen und zu halten. Die vorliegende Arbeit
versteht sich hier als ein wesentliches Element der Schnittstellenarbeit zwischen beiden

Bereichen.
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5. Zusammenfassung
Das Mammakarzinom stellt in den Industrienationen einschlieSlich Deutschland die

hiufigste maligne Erkrankung der Frau dar (1). Nach aktuellem medizinischen
Wissenstand ist bei der Diagnose Brustkrebs nicht automatisch eine Chemotherapie
indiziert. Zur Entscheidungshilfe in der Therapiefindung haben sich neben den klinischen
und histopathologischen Kriterien in den letzten Jahren vorrangig Multigentests etabliert.
In der vorliegenden Arbeit wurde der Zusammenhang zwischen dem Oncotyp DX®
sowie immunhistochemischen Markern aus der Tumorbiologie untersucht. Die Analyse
erfolgte an 78 Fillen von Patientinnen des Leopoldina Krankenhauses Schweinfurt und
des Klinikums Wiirzburg Mitte mit einem hormonrezeptorpositiven, Her2/neu negativen
Mammafriihkarzinom und niedrigem Lymphknotenstatus. Fiir insgesamt 18 interessante
immunhistochemische Marker wurden Farbung an Microtissue-Arrays der Tumorproben
durchgefiihrt und anschliefend standardisiert ausgewertet. Fiir die Marker AMACR,
Cyclin D1, p53, MDM2 und PDLI ergab sich eine klare statistisch signifikante
Korrelation zum Recurrence-Score® des Oncotyp DX®. Dies gilt mit Einschrinkungen
auch fiir CDK4. Die Marker p27, Bcl2 und Glut 1 erreichten ein etwas niedrigeres
Signifikanzniveau in der statistischen Analyse. Der aus der Routinediagnostik bereits
vorliegender Marker Ki67% wurde in die Analyse mit aufgenommen und zeigte eine
hochsignifikante Korrelation mit dem Recurrence-Score® sowohl im X2-Test bzw.
Fisher-Test als auch in der Rangkorrelation nach Spearman. Zusitzliche erfolgte eine
Korrelationsanalyse interessanter Markerpaare miteinander. Hierbei zeigten sich
hochsignifikante Korrelationen zwischen AMACR-BCL2 (negativ), AMACR-MDM?2
(positiv) und CDK4-p53 (positiv), sowie noch weitere signifikante positive
Markerpaarkorrelationen. Es konnte zudem ein Trend zu einem hoheren Recurrence-
Score© mit zunehmendem Alter bei Diagnosestellung gefunden werden.

Durch die vorliegende Arbeit ergeben sich neue Perspektiven zur Risikostratifizierung
des Mamma-Carcinoms. Die hier vorgestellten immunhistochemischen Marker mit
signifikanter Korrelation zum Recurrence-Score®, sowie die interessanten
Markerpaarkorrelationen  unterstiitzen  die  konsekutive  Entwicklung  eines
immunhistochemischen Scores mit priadiktivem Wert fiir den Recurrence-Score®,
welcher klinisch Anwendung als Prétest oder als eigensténdiges Stratifizierungstool bei

Brustkrebs finden konnte.
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II Abbildungsverzeichnis
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1 Graphische Darstellung der Datenverteilung des Gesamtkollektivs von
AMACR im Bezug auf den Recurrence-Score©. a Boxplot. b
Histogramm.

2 Haufigkeiten in den vier R-Gruppen und AMACR-Auspragung fiir
das Gesamtkollektiv sowie nach Alter.

3 Die Héufigkeiten in den klassischen R-Gruppen und AMACR.

4 Graphische Darstellung der Datenverteilung des Gesamtkollektivs von
Bcl 2 im Bezug auf den Recurrence-Score©. a Boxplot. b Histogramm.

5 Graphische Darstellung der Datenverteilung des Gesamtkollektivs von
CDK 4 im Bezug auf den Recurrence-Score©. a Boxplot. b
Histogramm.

6 Die Fallanzahl in den zwei R-Gruppen und CDK 4.

7 Graphische Darstellung von Cyclin D1 in Bezug auf den Recurrence-
Score©. a Boxplot. b Histogramm.

8 Haufigkeiten in den klassischen R-Gruppen und die Cyclin D1 -
Auspriagung.

9 Cyclin D1 in der dichotomen Variante fiir vier R-Gruppen und die
klassischen R-Gruppen bezogen auf das Gesamtkollektiv und
Patientinnen > 50 Jahre.

10 Graphische Darstellung der Datenverteilung des Gesamtkollektivs von
Glut 1 in Bezug auf den Recurrence-Score©. a Boxplot. b
Histogramm.

11 Die Fallanzahl in den klassischen R-Gruppen Gruppen und Glut 1
(positiv, negativ).

12 Graphische Darstellung von MDM2 in Bezug auf den Recurrence-
Score©. a Boxplot. b Histogramm.

13 Haufigkeiten in den vier R-Gruppen und die Ausprigung von MDM2.

14 Haufigkeiten in den vier R-Gruppen und die Auspragung von MDM2
bei Patientinnen >50 Jahre.

15 Graphische Darstellung der Datenverteilung des Gesamtkollektivs von
pERK (positiv, negativ) in Bezug auf den Recurrence-Score©. a
Boxplot. b Histogramm.

16 Graphische Darstellung des Markers pERK (differenziert) in Bezug
auf den Recurrence-Score©

17 Graphische Darstellung der Datenverteilung des Gesamtkollektivs von
PDL 1 in Bezug auf den

18 Haufigkeiten in den vier R-Gruppen und die PDL-1-Auspragung.

19 Haufigkeiten in den drei R-Gruppen und die PDL-1-Auspragung.

20 Haufigkeiten in den vier R-Gruppen und die PDL-1-Auspragung
(dichotom) bei Patientinnen > 50 Jahre.

21 Graphische Darstellung von p53 in Bezug auf den Recurrence-
Score©. a Boxplot. b Histogramm.

22 Haufigkeiten in der Auspragung von p 53 und a vier R-Gruppen und b

Haufigkeiten in der Auspriagung von p 53 und den zwei R-Gruppen.
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Graphische Darstellung von p 27 in Bezug auf den Recurrence-
Score©. a Boxplot. b Histogramm.

Haufigkeiten in der Ausprigung von p 27. a in den zwei R-Gruppen im

Gesamtkollektiv, sowie bei den iiber 50-jdhrigen Patientinnen. b In
vier R-Gruppen.

Histogramm zum Recurrence-Scores® der Stichprobe der Paaranalyse.
Haufigkeiten der signifikanten Marker-Paare der Muster-analyse
zwischen CDK4 und p 53 mit dichotomisierten Daten

Haufigkeiten in den signifikanten Proben der Musteranalyse zwischen
den einzelnen Markern. a AMACR und Bcl2. b AMACR und MDM2.
¢ AMACR und Glutl. d CDK4 und PDL-1. e CDK 4 und p 53. f PDL-
1 und Glut 1.

Graphische Darstellung von Ki67% in Bezug auf den Recurrence-
Score©. a Boxplot . b Histogramm.

Haufigkeiten in den vier R-Gruppen fiir das Gesamtkollektiv von
Ki67% sowie fiir Patientinnen > 50 Jahre.

Haufigkeiten fiir das Gesamtkollektiv von Ki67% in den klassischen
R-Gruppen.

Haufigkeiten in den zwei R-Gruppen fiir das Gesamtkollektiv von
Ki67%, sowie fiir Patientinnen > 50 Jahre.

Histogramm zum Recurrence-Score® der Stichprobe der
Musteranalyse mit Ki67%.

Haufigkeiten fiir CDK 4 (differenziert und dichotom) fiir die gesamte
Stichprobe Ki 67%.

Haufigkeiten fiir pERK (differneziert und dichotom) fiir die gesamte
Stichprobe Ki 67%.

Haufigkeiten fiir PDL-1 fiir die gesamte Stichprobe Ki 67%
Streudiagramm zu Ki67% und dem Recurrence-Score®.
Streudiagramm zum Alter bei Diagnosestellung und dem Recurrence-
Score®.

Streudiagramm zum Alter bei Diagnosestellung und Ki 67%.

Positive immunhistochemischeFarbungen von AMACR und
Positivkontrolle der Immunhistochemischen Féarbung.
Immunhistochemische Farbungen von Bel 2.

Regulation des Ubergangs von G1/S im Zellzyklus durch Cyclin D1,
CDK4 und p16. (nach Peurala et al. 2013 (93)).
Immunhistochemische Farbungen von Cyclin D1.

Positive immunhistochemische Farbungen von CDK 4 und ihre
zugehorigen Gruppen.

MDM?2 positive Farbung in der Immunhistochemie.
Immunhistochemische Farbungen von p27. Positiv und negativ.
Beispiele fiir positive immunhistochemische Farbungen von pERK.
Immunhistochemische Farbung von pERK. Differenzierung zwischen
a pERK < 10% und b pERK negativ.

Immunhistochemische Farbung von pERK. Differenzierung zwischen
a pERK > 50% und b pERK < 50%.

Immunhistochemische Féarbungen von PDL-1. Differenzierung
zwischen negativem Status und normaler Expression.
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Beispiele fiir starke positive immunhistochemische Farbungen von
PDL-1.
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Tabelle A2

Fallibersicht mit Alter bei Diagnosestellung, Recurrece-Score-Wert und Tumortyp.
1 = NST; 2 = invasives lobuldres Carcinom; 3 = Sonstiges.
Ergdnzung: 3* invasiv ductales Carcinom; 3** invasives tubulo-lobulédres Carcinom;

3*** papillares Mamma Carcinom mit neuroendokriner Differenzierung;

3*¥**¥* muzindses Carcinom

Fall Alter Recurrence Tumortyp || Fall Alter Recurrence Tumortyp
1 47 10 1 40 50 19 1
2 56 3 1 41 50 12 1
3 50 10 2 42 46 6 1
4 60 9 1 43 49 10 1
5 64 7 1 44 57 11 1
6 51 6 3* 45 58 7 1
7 49 6 1 46 50 13 1
8 57 9 1 47 45 4 1
9 62 8 1 48 41 8 1

10 41 16 1 49 52 13 1
11 70 5 1 50 54 17 1
12 51 6 1 51 51 22 1
13 46 5 1 52 37 5 1
14 39 16 1 53 67 11 1
15 71 7 2 54 42 8 1
16 68 7 2 55 50 13 1
17 41 8 1 56 49 13 1
18 49 6 2 57 50 12 Jrkx
19 70 11 2 58 52 37 1
20 71 13 1 59 45 17 1
21 62 10 1 60 64 23 1,2
22 46 19 1 61 55 28 1
23 56 16 2 62 58 23 1
24 71 13 1 63 65 15 2
25 69 21 1 64 57 24 1
26 28 10 1 65 68 10 1
27 38 19 1 66 69 26 1,2
28 39 7 1 67 63 13 1
29 39 7 1 68 46 10 1
30 64 25 1 69 43 12 Jkxk
31 60 8 1 70 52 12 1
32 68 9 1 71 70 18 2
33 50 11 1 72 74 14 2
34 51 9 1 73 57 18 1
35 51 7 3¥* 74 66 20 1
36 73 19 1 75 48 23 1
37 49 11 1 76 50 12 1
38 46 5 1 77 76 20 2
39 57 24 1 78 63 22 1




Tabelle A3 Ubersicht Statistische Auswertung Analyse 1

Analyse 1
Marker X?-Test Phi-Koeff.  Kontingenz- CramerV  Fisher p
Koeffizient
F X2 p
AMACR 3 10.185 0.01706 - 0.1575 0.1595 0.004445
Bcl 2 6 7.1929 0.3034 - 0.3520 0.3761 0.2632
Cyclin D1 6 18.064 0.006075 - 0.3073 0.2283 0.1177
CDK4 6 6.9043 0.3298 - 0.4478 0.3542 0.2036
Glut 1 6 5.2169 0.5163 - 0.2599 0.1903 0.5309
MDM2 3 10.015 0.01844 - 0.3606 0.3866 0.01432
P27 3 5.7868 0.1225 - 0.2693 0.2796 0,1472
PERK 9 6.6747 0.6709 - 0.2950 0.1783 0,6059
PDL-1 6 16.854 0.009833 - 0.4307 0.3375 0,02392
p53 3 7.8438 0.04935 - 0.3154 0.3324 0,03812
Dichotomisierte Marker
Cyclin D1 3 17.254 0.0006265 - 0.4397 0.4895 0.02115
CDK4 3 44356 0.2181 - 0.2527 0.2612 0.1847
Glut 1 3 4.6609 0.1984 - 0.2466 0.2544 0.1824
pERK 3 3.0294 0.3871 - 0.2037 0.2080 0.4277
PDL-1 3 15.683 0.001317 - 0.4182 0.4604 0.007244
Tabelle A4 Ubersicht Statistische Auswertung Analyse 2.1
Analyse 2.1
Marker X2-Test Phi-Koeff. Kontingenz- CramerV Fisher p
Koeffizient
F X? p
AMACR 3 3.229 0.199 - 0.3165 0.3337 0.2265
Bcl 2 6 7.4359 0.02428 - 0.4518 0.5064 0.02573
Cyclin D1 6 2.5446 0.2802 - 0.2796 0.2912 0.2092
CDK4 6 2.7687 0.5972 - 0.2907 0.2148 0.6399
Glut1 6 2.125 0.7128 - 0.2572 0.1882 0.7213
MDM2 3 2.81 0.2454 - 0.3020 0.3168 0.253
P27 3 1.2802 0.5272 - 0.1991 0.2032 0.5106
pPERK 9 7.1042 0.3113 - 0.4318 0.3385 0.4336
PDL-1 6 4.7676 0.312 - 0.3703 0.2819 0.165
p53 3 5.0968 0.07821 - - - -
Dichotomisierte Marker
Cyclin D1 3 2.7687 0.7235 - - - 1
CDK4 3 2.7687 0.5972 - 0.2907 0.2148 0.6399
Glut 1 3 1.7812 0.4104 - 0.2367 0.2437 0.5271
PERK 3 1.6812 0.4314 - 0.2304 0.2367 0.5021
PDL-1 3 0.8615 0.65 - 0.1644 0.1667 0.7179




Tabelle A5 Ubersicht Statistische Auswertung Analyse 2.2

Analyse 2.2
Marker X2-Test Phi-Koeff. Kontingenz- CramerV Fisher p
Koeffizient
F X p
AMACR 3 0.34924 0.9505 - 0.0898 0.0901 0.09879
Bcl 2 6 4.8047 0.1867 - 0.3170 0.3343 0.5949
Cyclin D1 6 4.518 0.6069 - 0.3222 0.2407 0.09298
CDK4 6 15.567 0.01628 - 0.5200 0.4305 0.6221
Glut1 6 3.5406 0.7386 - 0.2788 0.2053 0.807
MDM2 3 7.9878 0.04626 - 0.4123 0.4526 0.04096
P27 3 6.8919 0.07542 - 0.3717 0.4003 0.09335
pERK 9 5.3651 0.8014 - 0.3478 0.2141 0.7405
PDL-1 6 12.546 0.05083 - 0.4710 0.3776 0.05841
p53 3 4.8 0.187 - 0.3273 0.3464 0.1599
Dichotomisierte Marker
Cyclin D1 3 14.285 0.002542 - 0.5038 0.5832 0.0124
CDK4 3 1.9862 0.5753 - 0.2257 0.2317 0.6166
Glut1 3 2.9475 0.3998 - 0.2561 0.2649 0.4054
pERK 3 3.054 0.3834 - 0.2695 0.2798 0.4322
PDL-1 3 11.522 0.009212 - 0.4555 0.5117 0.02686
Tabelle A6 Ubersicht Statistische Auswertung Analyse 3
Analyse 3
Marker X2-Test Phi-Koeff. Kontingenz- CramerV Fisher p
Koeffizient
F X? p
AMACR 2 1.7878 0.409 - 0.3256 0.3444 0.006381
Bcl 2 4 8.54 0.01398 - 0.2704 0.1986 0.1997
Cyclin D1 4 5.442, 0.2449 - 0.4402 0.3466 0.0395
CDK4 4 17.301 0.001689 - 0.2143 0.1552 0.4626
Glut 1 4 49161 0.296 - 0.296 0.1848 0.278
MDM2 3 6.1938 0.04519 - 0.04519 0.3040 0.03381
P27 2 2.2016 0.3326 - 0.1700 0.1725 0.4275
PERK 6 6.3726 0.3828 - 0.2889 0.2134 0.2653
PDL-1 4 16.05 0.002953 - 0.4222 0.3293 0.01087
p53 2 3.9216 0.1407 - 0.2288 0.2350 0.1745
Dichotomisierte Marker
Cyclin D1 2 17.254 0.0001792 - 0.4397 0.4895 0.008093
CDK4 2 0.75091 0.687 - 0.1075 0.1075 0.6408
Glut1 2 4.3892 0.1114 - 0.2397 0.2469 0.08681
PERK 2 2.8628 0.239 - 0.1982 0.2022 0.2791
PDL-1 2 15.564 0.0004172 - 0.4169 0.4586 0.003914




Tabelle A7 Ubersicht Statistische Auswertung Analyse 4

Analyse 4
Marker X2-Test Phi-Koeff. Kontingenz- CramerV Fisher p
Koeffizient
F X2 p dichotom
AMACR 1 0.10811 0.7423 0.0629 0.0821 0.0823 0.5957
Bcl 2 1 3.0035 0.2227 0.0823 0.2042 0.2086 0.4818
Cyclin D1 2 0.763 0.6828 - 0.1024 0.1029 0.2172
CDK4 2 4.987 0.08262 - 0.2669 0.2770 0.5844
Glut1 2 1.1109 0.5738 - 0.1233 0.1242 0.5844
MDM2 1 2.9279e-30 1 0.0168 0.0168 0.0168 0.06246
P27 1 29719 0.08472 0.2425 0.2357 0.2425 0.06488
pERK 3 0.87279 0.832 - 0.1110 0.1117 0.8246
PDL-1 2 3.8898 0.143 - 0.2235 0.2293 0.1382
p53 1 4.2195 0.03996 0.3041 0.2909 0.3041 0.02455
Dichotomisierte Marker
Cyclin D1 1 0.054087 0.8161 - - - 0.6768
CDK4 1 3.1289 0.07691 0.2551 0.2472 0.2551 0.04891
Glut 1 1 0.59194 0.4417 0.1221 0.1212 0.1221 0.4253
PERK 1 0.0091525 0.9238 0.0422 0.0422 0.0422 0.7998
PDL-1 1 2.6351 0.1045 0.2271 0.2214 0.2271 0.09483
Tabelle A8 Ubersicht Statistische Auswertung Analyse 5.1
Analyse 5.1
Marker X2-Test Phi-Koeff. Kontingenz- CramerV Fisher
Koeffizient p
F X2 p dichotom
AMACR 1 0.00077457 0.9778 0.0530 0.0529 0.0530 1
Bcl 2 1 0.033482 0.8548 - 0.1532 0.1550 0.3655
Cyclin D1 2 0.66 0.7189 - 0.1965 0.2004 1
CDK4 1 0.26561 0.6063 - 0.1467 0.1483 0.2855
Glut1 2 1.25 0.5353 - 0.2000 0.2041 0.8465
MDM2 1 1.689%e-31 1 0.0068 0.0068 0.0068 1
P27 1 0.1519 0.1519 0.6967 0.1733 0.1708 0.6328
pPERK 3 5.6403 5.6403 - 0.1733 0.3923 1
PDL-1 2 0.59295 0.59295 - 0.4265 0.1392 0.5015
p53 1 11.645 11.645 0.0006437 0.1406 0.0006437 -
Dichotomisierte Marker
Cyclin D1 1 1 4.9854e-30 1 - - 1
CDK4 1 0.26561 0.6063 0.1483 0.1467 0.1483 0.2855
Glut 1 1 1 0.23438 0.1768 0.1741 0.1768 0.6328
PERK 1 1 1.1281e-31 0.0598 0.0597 0.0598 1
PDL-1 1 4.7957e-30 1 0.1111 0.1104 0.1111 0.5015




Tabelle A9 Ubersicht Statistik Analyse 5.2

Analyse 5.2
Marker X2-Test Phi-Koeff. Kontingenz- CramerV Fisher p
Koeffizient
F X2 p dichotom
AMACR 1 0.38306 0.536 0.1588 0.1568 0.1588 0.4069
Bcl 2 2 1.8386 0.3988 - 0.2122 0.2171 0.549
Cyclin D1 2 1.6359 0.4413 - 0.1936 0.1974 0.4759
CDK4 2 2.2089 0.3314 - 0.2374 0.2443 0.3564
Glut1 2 0.7992 0.6706 - 0.1367 0.1379 0.6684
MDM2 1 0 1 0.0061 0.0061 0.0061 1
P27 1 3.0716 0.07967 0.3434 0.3248 0.3434 0.04282
pERK 3 1.4981 0.6827 - 0.1923 0.1960 0.8292
PDL-1 2 2.7704 0.2503 - 0.2434 0.2509 0.3122
p53 1 2.5752 0.1085 0.3318 0.3149 0.3318 0.05642
Dichotomisierte Marker

Cyclin D1 1 0.10802 0.7424 0.2189 0.2138 0.2189 0.6487
CDK4 1 0.97885 0.3225 0.1106 0.1099 0.1106 0.3051
Glut 1 1 0.15169 0.6969 0.0976 0.0971 0.0976 0.5299
pERK 1 0.078026 0.78 0.2379 0.2315 0.2379 0.7424
PDL-1 1 1.4616 0.2267 0.2379 0.2315 0.2379 0.1497

Tabelle A10 Ubersicht Statistische Auswertung zur Paaranalyse relevanter Marker, Phi-Koeffizient nur bei
Giiltigkeit, sowie Kontingenz und CramerV nur bei Signifikanz ermittelt.

Paaranalyse

Marker  Marker X2-Test Phi-Koeff. Kontingenz- CramerV Fisher p
1 2 Koeffizient
F X2 p dichotom
AMACR Bcl2 1 7.9239 0.004879  0.4404 0.4030 0.4404 0.004948
Cyclin 2 1.2056 0.5473 - - - 0.421
D1
CDK4 2 0.36842 0.8318 - - - 1
Glutl 2 7.1815 0.02758 0.3581 0.3371 0.3581 0.02113
MDM2 1 8.4292 0.003692 0.4412 0.4037 0.4412 0.002053
P27 1 1.1784e- 1 - - - 1
30
pERK 3 2.0319 0.5658 - - - 0.7698
PDL-1 2 0.77054 0.6803 - - - 0.7731
p53 1 0.011218 0.9156 - - - 1
Bcl 2 Cyclin 2 4.9149 0.08565 0.2963 0.2841 0.2963 0.09198
D1

CDK4 2 0.51564 0.7727 - - - 1
Glutl 2 1.2696 0.53 - - - 0.5894
MDM2 1 1.2168 0.27 - - - 0.1738
P27 1 0.060176 0.8062 - - - 0.6706




Fortsetzung Tabelle A10

pERK 3 59771 0.1127 - - - 0.1028
PDL-1 2 3.667 0.1599 - - - 0.261
p53 1  1.08%6e- 1 - - - 1
30
Cyclin CDKa 4 6.4935 0.1652 - 0.3223 0.2408 0.07865
b1 Glut1 4 2.9788 0.5614 - - - 0.4659
MDM2 2 0.082963 0.9594 - - - 1
P27 2 2.5389 0.281 - - - 0.1764
PERK 6 3.097 0.7966 - - - 0.8027
PDL-1 4 7.2081 0.1253 - - - 0.1085
p53 2 3.6615 0.1603 - - - 0.2014
CDK 4 Glut1 4 46381 0.3265 - - - 0.2115
MDM2 2 1.4802 0.4771 - - - 0.6963
P27 2  0.81523 0.6652 - - - 0.7924
PERK 6 4.9837 0.5459 - - - 0.4434
PDL-1 4 12.641 001317 - 0.2859 0.2109 0.02837
p53 2 10.372  0.005593 - 0.3953 0.4304 0.009173
Glutl1  MDM2 2 5161 0.07574 - 0.2905 0.3036 0.07986
P27 2 3651 0.1611 - - - 0.1586
PERK 6 8.7383 0.1888 - - - 0.2308
PDL-1 4 10.615 0.03124 - 0.3992 0.3079 0.04359
p53 2 0.63419 0.7283 - - - 0.8324
MDM2 P27 1 0.047071 0.8282 - - - 0.7069
pERK 3 0.6663 0.8811 - - - 0.9295
PDL-1 2 2.0823 0.3531 - - - 0.4688
p53 1  2.758%- 1 - - - 1
30
P27 pERK 3 41349 0.2473 - - - 0.2091
PDL-1 2  0.69026 0.7081 - - - 1
p53 1  0.040735 0.8401 - - - 1
PERK PDL-1 6 7.3073  0.2934 - - - 0.4409
p53 3 2.6026 0.457 - - - 0.433
PDL-1 p53 2 3.8736  0.1442 - - - 0.2174




Tabelle A11 Ubersicht Statistische Auswertung zur Paaranalyse mit dichotomisierten Markern, Phi-Koeffizient nur

bei Gultigkeit, sowie Kontingenz und CramerV nur bei Signifikanz ermittelt.

Paaranalyse mit dichotomisierten Markern

Marker1 Marker X2-Test Phi-Koeff.  Kontingenz- CramerV Fisher p
2 Koeffizient
F X2 p dichotom
PDL-1 AMACR 1 0.0050725 0.9432 - - - 0.6232
Bcd2 1 1.819 0.1774 0.2389 0.2324 0.2389 0.09341
Cyclin 1 1.52e-30 1 0.0961 0.0957 0.0961 0.4524
D1
CDK4 1 0.29217 0.5888 - - - 0.476
Glutl 1 1.6403 0.2003 - - - 0.1426
MDM2 1 0.0027053 0.9585 - - - 1
P27 1 55635 1 - - - 0.6556
31
pERK 1 0.084281 0.7716 - - - 1
p53 1 0.12174 0.7272 - - - 0.7287
Glut-1 AMACR 1 0.55639 0.4557 - - - 0.4727
Bcd2 1 0.55639 0.4557 - - - 0.4086666
Cyclin 1 1.4229%-3 1 0.0061 0.0061 0.0061 1
D1
CDK4 1 1.7684 0.1836 - - - 0.1431
MDM2 1.3263 0.2495 - - - 0.2326
P27 1  14513e- 1 - - - 1
31
pPERK 0.73684 0.3907 - - - 0.3911
p53 1  1.2493e- 1 - - - 1
30
CDK4 AMACR 0 1 - - -
Bcl 2 1 - - -
Cyclin 1 0 1 - - -
D1
MDM2 1 0 1 - - - 0.7815
P27 1 0.0088258 0.9252 - - - 0.715
pERK 1 0.30476 0.5809 - - - 0.5815
p53 1 4.5949 0.03207 0.3581 0.3371 0.3581 0.0163
CyclinD1 AMACR 1 0.014675 0.9036 1 0.1295 0.1284 0.376
Bcd2 1 1.8507 0.1737 - - - 0.09524
MDM2 1  6.4649%- 1 - - - 1
30
P27 1 0.0008326 0.977 - - - 0.415
pERK 1 0 1 - - - 1
p53 1 3.343e-32 1 - - - 1
pERK AMACR 1 0 1 - - - 1
Bcd2 1 0.45253 0.5011 - - - 0.5027
MDM2 1 0.7 0.4028 - - - 0.4032
P27 1 0 1 - - - 1
p53 1 2.4231 0.1196 - - - 0.1115




Tabelle A12 Ubersicht Statistische Auswertung zur Paaranalyse relevanter Marker mit Ki 67%, Phi-Koeffizient nur

bei Gultigkeit, sowie Kontingenz und CramerV nur bei Signifikanz ermittelt.

Paaranalyse mit Ki 67 %

Marker X2-Test Phi- Kontingenz- CramerV Fisher p

Koeff. Koeffizient

F X2 p dichotom

AMACR 1 0.0045244 0.9464 - - - 0.6981
Bcdd2 1 1.2629%e-30 1 - - - 1
CyclinD1 2 3.1608 0.2059 - - - 0.2466
CDK4 2 6.1889 0.0453 - 0.3547 0.3794 0.04245
Glutl 2 1.3401 0.5117 - - - 0.5515
MDM2 1 0.75794 0.384 - - - 0.3319
P27 1 0.0045244 0.9464 - - - 0.384
pERK 3 6.8852 0.07565 - 0.3715 0.4002 0.05644
PDL-1 2 5.4645 0.06507 - 0.3358 0.3565 0.0612
p53 1 1.5359 0.2152 - - - 0.1078

Dichotomisierte Marker mit Ki 67%
CDK4 1 4.129 0.04215 0.3587 0.3376 0.3587 0.02675
CyclinD1 1 2.0871e-3 1 - - - 1
Glutl1 1 0.68776 0.4069 - - - 0.3475
pERK 1 3.9204 0.0477 0.3485 0.3291 0.3485 0.03365
PDL1 1 1.5597 0.2117 - - - 0.1324
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