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1. Einleitung

1.1. Mammakarzinom

Das Mammakarzinom ist das hdufigste Malignom der Frau in Deutschland und auch
weltweit. Fir das Jahr 2013 wurden nach Angaben der Gesellschaft der
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland ca. 69.000 Neuerkrankungen
registriert (1). Mit einem Anteil von 29 % aller malignen Neuerkrankungen tritt das
Mammakarzinom mehr als doppelt so haufig auf wie Krebserkrankungen anderer
Organe (2). Das Lebenszeitrisiko einer Frau an Brustkrebs zu erkranken betragt etwa
12 %, wobei das mittlere Erkrankungsalter ungefédhr bei 64 Jahren liegt. Laut des
statistischen Bundesamtes starben im Jahre 2014 deutschlandweit ca. 18.000 Frauen
infolge eines Mammakarzinoms, so dass Brustkrebs bei der weiblichen Bevolkerung
nach wie vor die haufigste krebsbedingte Todesursache, vor kolorektalen Karzinomen
und Bronchialkarzinomen, darstellt (3). Insgesamt ist ein leichter Anstieg der
Lebenserwartung zu verzeichnen. Dies ist zum einen im Zusammenhang mit
flachendeckenden  Friiherkennungsmalinahmen  (Sekundérpravention) wie dem
Mammographie-Screening zu sehen, bei dem die Erkrankung in einem friihen Stadium
mit guter Prognose erkannt werden kann. Zum anderen tragen weiterentwickelte

interdisziplinare und individualisierte Therapieansatze dazu bei.

1.2. Risikofaktoren

1.2.1. Familidres Mammakarzinom

Hinweis fir eine genetische Ursache kann eine familidre Haufung von
Brustkrebserkrankungen sein, wie sie bei ungefdhr 20-25% aller Frauen mit
diagnostiziertem Mammakarzinom zu finden ist (3-5). Ferner sind mit BRCAL- und
BRCA2-Gen (BReast CAncer gene 1 bzw. 2) pradisponierende Hochrisikogene
identifiziert ~ worden.  Eine  genetische  Disposition mit  entsprechender
Keimbahnmutation in einem der beiden Gene liegt etwa bei 5—10 % der Erkrankten

vor (6, 7). Es handelt sich um einen autosomal-dominanten Erbgang, welcher bei den



Gentrdgerinnen zu einem Lebenszeitrisiko von 50 - 80 % an Brustkrebs, von 60 % an
einem kontralateralen Mammakarzinom und von 10-40% an einem Ovarial-
Karzinoms zu erkranken fiihrt (8, 9). Zudem zeigen die betroffenen Frauen ein deutlich
friheres Erkrankungsalter als Patientinnen ohne genetische Disposition und sind bei
Diagnosestellung im Vergleich rund 20 Jahre jinger (10, 11). Bei negativer
Familienanamnese und einer Erkrankung im hoéheren Alter besteht eher die
Wahrscheinlichkeit eines sporadischen Krebsleidens. Es wurden Einschlusskriterien
definiert, bei welchen eine multidisziplindre Beratung und eine genetische Testung
empfohlen werden. Zu diesen Kriterien gehdren unter anderem die Anzahl der
Tumorerkrankungen in einer Familie, die Art der Karzinome und das
Erkrankungsalter (12). Bei Erfillung der Einschlusskriterien sollte eine weitere
Abklarung in einem der deutschlandweit 15 eigens dafur eingerichteten
interdisziplinaren und spezialisierten Zentren erfolgen.

Bei diagnostizierter BRCA—Mutation missen aufgrund des vergleichsweise jungen
Erkrankungsalters die MaBnahmen zur Frilherkennung angepasst werden. So sollte das
Mammographie-Screening, welches fur die Allgemeinbevélkerung ab dem 50.
Lebensjahr vorgesehen ist, zu einem friheren Zeitpunkt beginnen und um weitere
Untersuchungsmethoden wie eine Kernspinuntersuchung der Brust und eine Mamma-
Sonographie ergénzt werden. Besonders bei hoher Dichte des Brustdriisengewebes
jungerer Frauen zeigt das MRT die hochste Sensitivitdt. Ein weiterer Vorteil ist die
fehlende Strahlenbelastung dieser Untersuchungsmodalitat (13, 14).

Im Gegensatz zu Mammakarzinomen mit BRCAZ2-Assoziation, die d&hnliche
Eigenschaften wie sporadische Karzinome aufweisen, findet sich bei BRCAL-
Tréagerinnen oft ein charakteristischer histomorphologischer und immunhistochemischer
Phénotyp (15). Es zeigen sich Merkmale eines medullaren Karzinoms mit syncytialer
Architektur, relativ scharfer Begrenzung und einem eher verdrdngenden
Wachstumsverhalten, fehlender tubuldrer Differenzierung sowie einem diffusen
lymphoplasmazelluldren Stromainfiltrat (16). Ferner lassen sich pleomorphe und
hochgradig atypische Zellkerne sowie deutlich vermehrt Mitosen und auch
Tumornekrosen erkennen (17). In den immunhistochemischen Untersuchungen wird bei
diesen Patientinnen haufig ein triple-negatives Karzinom diagnostiziert, welches sich

durch eine fehlende Expression des Ostrogen- und Progesteronrezeptors sowie einem



negativen Her2/neu-Uberexpressions-Status gekennzeichnet ist (18-20). Des Weiteren
kann in den meisten Féallen eine deutlich gesteigerte Proliferationsaktivitat mittels des
proliferationsassoziierten Markers Ki-67 nachgewiesen werden (21). Die Behandlung
der BRCA-assoziierten ~Mammakarzinome richtet sich derzeit nach der
Leitlinienempfehlung fir das sporadische Mammakarzinom (22).

Im Zuge primérer prdventiver Mallinahmen kann eine beidseitige prophylaktische
Mastektomie erwogen werden, welche die brustkrebsspezifische Letalitdit um 90 %
senken kann (23). Eine Reduktion der Gesamtmortalitit um 75 % konnte fir eine
prophylaktische beidseitige Salpingo-Oophorektomie (PBSO) gezeigt werden, die in der
Regel um das 40. Lebensjahr empfohlen wird (24). Es liegen jedoch auch neuere
Studien vor, in denen der Nutzen einer prophylaktischen beidseitigen Salpingo-

Oophorektomie kontrovers diskutiert wird (23, 25).

1.2.2. Weitere Risikofaktoren

Die Inzidenz einer Brustkrebserkrankung steigt, wie die der meisten epithelialen
Tumoren, mit dem Alter, so dass zunehmendes Alter einen wichtigen Risikofaktor
darstellt (2). Dartiber hinaus gibt es neben Lebensalter und genetischer Disposition
weitere  bedeutende  Risiko- und  Pradispositionsfaktoren.  Ein  erhohtes
Erkrankungsrisiko wird bei friiher Menarche, spater Menopause, Kinderlosigkeit oder
einer geringen Anzahl von Kindern sowie einem hoheren Alter bei der ersten Geburt
beobachtet (26, 27). Das Stillen wird im Allgemeinen als protektiver Faktor angesehen,
wenngleich nicht in dem starken Ausmaf wie bislang angenommen. Auerdem scheint
die protektive Wirkung auf eine lange Stillzeit bezogen zu sein (28). Wéhrend in der
Vergangenheit angenommen wurde, dass die Einnahme oraler Kontrazeptiva ebenfalls
ein erhohtes Risiko fir die Manifestation einer Brustkrebserkrankung darstellt, gehen
neuere Studien von einer nur sehr geringen Risikosteigerung aus (29, 30). Eine
postmenopausale Hormonersatztherapie soll ebenfalls mit einem gesteigerten Risiko fur
Mammakarzinome einhergehen. In diesem Zusammenhang ist die Dauer der
Substitution entscheidend und ob eine alleinige Therapie mit Ostrogen oder eine
Kombinationstherapie mit Ostrogen und Progesteron erfolgte (31-33).

Zu den modifizierbaren Risikofaktoren gehort der Einfluss von Ubergewicht auf das

Brustkrebsrisiko, welcher vom Menopausenstatus abhangig zu sein scheint. In einer



Studie konnte gezeigt werden, dass ein Gewichtsverlust nach der Menopause mit einer
Reduktion des Mammakarzinom-Risikos einhergeht (34).

Ansonsten sind korperliche Aktivitat, eine mediterran orientierte Erndhrung mit wenig
Fleisch und Verzicht bzw. Reduktion von Alkohol- und Nikotinkonsum als férderlich

im Hinblick auf eine Risikoreduktion anzusehen (35-37).

1.3. Therapieoptionen

Es stehen unterschiedliche Therapiemdglichkeiten zur  Behandlung eines
Mammakarzinoms zu Verfugung. Fur jeden betroffenen Patienten kann im Rahmen
einer interdisziplindren Tumorkonferenz ein individualisiertes Therapiekonzept
entwickelt werden, welches sich nach dem Ausmal der Erkrankung und nach dem
Risikoprofil richtet. Grundsétzlich kommen operative, chemotherapeutische und
strahlentherapeutische Behandlungsansdtze in Frage, welche einzeln oder in
kombinierter Form angewendet werden. Eine medikamentGse endokrine Therapie
kommt bei Hormonrezeptor-positiven Karzinomen zum Einsatz. Aufierdem stehen bei
positivem  Her2/neu-Status  Anti-Her2/neu-Antikérper  zur  Verfligung.  Bei
metastasiertem  Mammakarzinom  koénnen  Tyrosinkinsase-Inhibitoren  oder

Angiogenese-Inhibitoren angeboten werden (12).

1.4. Pathologische Diagnostik

1.4.1. Hormonrezeptor-Status

Zur Frage, ob eine endokrine Therapie wirksam ist, muss vor Therapiebeginn bei jedem
invasiven Mammakarzinom die Bestimmung des Hormonrezeptor-Status fur den
Ostrogenrezeptor (ER) und den Progesteronrezeptor (PR) eingeleitet werden (38). Die
Untersuchungen sollten bereits am stanzbioptischen Material erfolgen (12). Auf
molekularer Ebene unterscheidet man derzeit zwei Formen des ER, den ER-alpha und
den ER-beta, von welchen der ER-alpha deutlich besser charakterisiert wurde und bei
der routinemaRigen ER-Bestimmung nachgewiesen wird (39). ER-alpha und ER-beta
formieren nach Ligandenbildung unter Mitwirkung zahlreicher koregulatorischer
Proteine ein aktives Signaltransduktionsmolekil. Dieses ist fir die Regulation einer



Reihe von Genen verantwortlich, welche sowohl fiir Wachstum und Differenzierung des
Brustdrisenepithels als auch fir die Tumorgenese von Bedeutung sind (40). Die
immunhistochemische  Bestimmung des  Hormonrezeptor-Status  ist  heute
Standardmethode und wird am Paraffinschnitt mit Hilfe mono- oder polyklonaler
Antikdrper durchgefiihrt. Drei robuste und klinisch validierte Antikdrper sind SP1, 1D5
und 6F11 (41).

Eine nukleére Farbereaktion der Tumorzellen wird als positive Reaktion gewertet; eine
zytoplasmatische Reaktion gilt als unspezifisch. In die Auswertung flielt der
prozentuale Anteil positiver Tumorzellen sowie die kerngebundene Farbeintensitét ein.
Zur semiquantitativen Bewertung existieren unterschiedliche Scoring-Systeme wie der
international anerkannte neunstufige Allred-Score (hach Havery et al.) und das in
Deutschland zumeist angewandte siebenstufige Scoring-System nach Remmele und
Stenger (Remmele-Score).

Beim Allred-Score ergibt sich der Gesamtscore aus der Summe der beiden erhobenen
Einzelscores mit einem maximalen Score von 8 (vgl. Tab. 1). Gesamtscores von 0 — 2
sind als negativ, 3 —4 als schwach positiv, 5 -6 als maRig positiv und 7 — 8 als stark
positiv zu bewerten.

Der Gesamtscore des Remmele/Stegner Scoring-Systems ergibt sich aus dem Produkt
der Farbeintensitat und des prozentualen Anteils positiver Tumorzellen und zeigt einen
Maximalwert von 12. Ein Score von 0 gilt als negativer, 1 — 3 als schwach positiver, 4 —
6 als méaRig positiver und 8 — 12 als stark positiver Immunreaktiver Score (IRS). Eine
Ubersicht gibt Tab. 2., bzw. Abb. 2 und 3.

Punkte Farbeintensitat Anteil positiver
Tumorkerne (%)

0 keine Farbung Keine Farbung

1 schwache Féarbung <1

2 malige Farbung 1- 10

3 starke Farbung 11- 33

4 - 34— 66

5 _ 67 — 100

Tab. 1: Allred-Score (Immunreaktiver Score fiir den Ostrogen- und Progesteronrezeptor)



Punkte Farbeintensitat Anteil der positiven
Kernfarbungen (%o)

0 keine Farbung keine positiven Kerne

1 schwache Féarbung 1-9

2 méRige Farbung 10-50

3 starke Farbung 50-80

4 - >80

Tab. 2: Score nach Remmele/Stegner (Immunreaktiver Score fir den Ostrogen- und
Progesteronrezeptor)

1.4.2. Her2/neu-Status

Der epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor 2 (Her2/neu oder auch ErbB2 genannt)
stellt einen weiteren Angriffspunkt in der medikamentdsen Therapie des
Mammakarzinoms dar. Von einer Anti-Her2-Therapie profitieren nur Patienten mit
einem Karzinom, welche eine Amplifikation dieses Gens oder eine Uberexpression des
entsprechenden Rezeptors aufweisen. Somit nimmt die Bestimmung des Her2/neu-
Rezeptor-Status eine zentrale Stellung ein. Auf molekularer Ebene gehdrt Her2/neu zur
Familie der humanen epidermalen Wachstumsfaktoren, die insgesamt vier Rezeptoren
umfasst. Her2/neu stellt einen wichtigen Faktor bei der intrazelluldren
Signaltransduktion dar. Diese wird durch eine dimerisierungsbedingte Phosphorylierung
von Rezeptor-Tyrosinkinasen ausgelost und hat je nach Dimerisierungspartner
verschiedene Auswirkungen auf VVorgange wie Angiogenese, Zellmigration, Apoptose
und Wachstum (42).

Zur Bestimmung des Her2/-Status haben sich unterschiedliche Testverfahren etabliert.
Dazu zahlen der immunhistochemische Nachweis des Rezeptors und der Nachweis der
Genamplifikation mittels Chromogen-in-situ-Hybridisierung (CISH) oder Fluoreszenz-
in-situ-Hybridisierung (FISH). Welches Verfahren fir die primére Diagnostik gewahlt
wird, ist fakultativ. Bei unklarem oder grenzwertigem Befund sollte jedoch die jeweils
andere Methode als Kontrolle eingesetzt werden, um zu einem eindeutigen Testergebnis
zu gelangen (43). Bei der immunhistochemischen Untersuchung werden standardisierte
Testkits zur Sicherung von Reproduzierbarkeit und WValiditdt empfohlen. Das

anerkannte immunhistochemische Scoring-System umfasst Ergebnisse von 0, 1 +, 2 +



und 3 +. Fir einen positiven Score von 3 + mussen Uber 10 % der Tumorzellen eine
kraftige, zirkulare membrangebundene Farbereaktion aufweisen (39, 44).

Die negativen Scorewerte von 0 bzw. 1 + unterscheiden sich darin, ob <10 % oder
> 10 % der Tumorzellen eine inkomplette Membranfarbung zeigen. Der Score 2 + stellt
ein grenzwertiges bzw. unklares Resultat dar und bedarf einer weiteren Uberpriifung
mittels FISH oder CISH (45). Erforderlich fur die Feststellung einer Her2/-
Genamplifikation ist ein Her2/CEP17-Quotient von vormals > 2,2 oder mehr als sechs
Gensignale pro Tumorzelle. Aktuell liegt die Grenze bei einem Quotienten von 2,0.
Auch bei diesen Methoden wurde eine Borderline-Kategorie definiert, welche bei einem
Her2/CEP17-Quotient von 1,8—2,2 oder bei durchschnittlich vier bis sechs
Gensignalen pro Zellkern vorliegt. In diesen Fallen sind weiterfihrende
Untersuchungen zur endgultigen Ermittlung des Her2/neu-Status indiziert. Hierbei kann
es sich um eine Wiederholung des Testes oder z.B. um eine zusétzliche Auszéhlung

weiterer Tumorzellen handeln (46, 47).

FISH/ CISH HC
y A v A
- borderline + 3+ 2 0/1+
y A
Retest/THC FISH/CISH

A v
\ 4 4 v v
— + + —

A
Anti-Her2-Therapie

Abb. 1: Testalgorithmus fir die Bestimmung des Her2-Status



1.4.3. Proliferationsindex Ki-67

Das Ki-67-Antigen ist ein Protein, welches regular im Zellkern von Korperzellen und
auch in Tumorzellen in den aktiven Phasen des Zellzyklus, einschlieBlich der
Mitosephase, exprimiert wird. In der GO-Phase jedoch ist keine nukleére Expression
erkennbar (48). Am Paraffingewebe konnen Zellen, welche sich in aktiven
Zellzyklusphasen befinden, mit dem paraffingangigen Antikorper MIB1 durch eine
positive kerngebundene Farbereaktion sichtbar gemacht werden (49, 50). Der
Prozentsatz der Tumorzellen mit immunhistochemischem Nachweis einer MIB1-
Protein-Expression wird als Ki-67-Proliferationsindex angegeben (51). Zu einer
verbesserten Standardisierung dieser Untersuchungen existieren Empfehlungen der
Breast Cancer Working Group (52). Voraussetzung fir die Untersuchung ist eine
optimale Gewebefixierung. Als positiv zu werten ist ausschlieBlich eine nukledre

Farbereaktion, unabhéngig von der Farbeintensitat.
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Abb. 2: Luminal A Subtyp. 2a: Mammakarzinom of no (NST) HE-Farbung.

2b: Immunhistochemie Ki-67-Index (<14%). 2c: Immunhistochemie Ostrogenrezeptor (ER) IRS 12.
2d: Immunhistochemie Progesteronrezeptor (PR) IRS 12. Alle Aufnahmen 1:100



Zu den quantitativen Anforderungen gehort die Auszéhlung von mindestens 500 (oder
besser 1000) Tumorzellen in mindestens drei high power fields (HPF) bei 40-facher
VergréRerung. In der UbersichtsvergroBerung sollten die HPF so ausgewahlt werden,
dass sich das gesamte Expressionsspektrum des Tumors darstellt. Auch Areale mit
besonders hoher Expression (sog. hot spots) sollten in den Gesamtscore einbezogen
werden. Vergleich hierzu auch die Abb. 2 und 3.
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Abb. 3 Lum btyp. a: . Mammakr ‘ al Type (NST) HE-Féarbung.
3b: Immunhistochemie Ki-67-Index (>14%). 3c: Immunhistochemie Ostrogenrezeptor (ER) IRS 12.
3d: Immunhistochemie Progesteronrezeptor (PR) IRS 2. Alle Aufnahmen 1:100

1.5. Prognostische und pradiktive Faktoren

Prognostische Faktoren schatzen den Krankheitsverlauf ohne spezielle Therapie ab und
korrelieren mit dem nattrlichen Verlauf einer Erkrankung.

Prédiktive Faktoren dienen zur Einschdtzung der Effektivitat einer spezifischen
Therapie und sind somit Parameter flr ein Therapieansprechen.



Zu den Kklassischen Prognosefaktoren zahlen beim Mammakarzinom neben dem
Patientenalter die Tumorgrofie, der Nodalstatus und eine Fernmetastasierung (pTNM)
sowie der Resektionsstatus und die Sicherheitsabstande (53). Ebenfalls prognostische
Bedeutung haben histologischer Differenzierungsgrad (Grading), histologischer Subtyp
und Tumoreinbruch in Blut- oder Lymphgefdlie (Hdmangiosis bzw. Lymphangiosis
carcinomatosa) (54-56). Klassische préadiktive Faktoren fur eine zielgerichtete adjuvante
Therapie sind der Hormonrezeptor-Status fir den Ostrogen- und den
Progesteronrezeptor, der Her2/neu-Status sowie der Menopausenstatus, welcher flr den
Einsatz einer antiostrogenen Therapie ausschlaggebend ist (53). Tab. 3 fasst die
empfohlenen klassischen prognostischen und prédiktiven Faktoren fir eine adjuvante

Therapie zusammen.

Prognostische Faktoren

pTNM (TumorgroRe, Nodalstatus, Fernmetastasierung)
R-Status (Resektionsrandstatus und Sicherheitsabsténde)
Histologische Tumordifferenzierung (Grading)
Histologischer Subtyp

Lymphgefal- und BlutgefaBeinbruch (Lx, VX)

Alter

Pradiktive Faktoren

Hormonrezeptor-Status (Ostrogen- und Progesteronrezeptor)
Her2/neu-Status
Menopausenstatus

Tab. 3: Die klassischen prognostischen und pradiktive Faktoren fir Mammakarzinome

1.5.1. Intrinsische Subtypen

Die  molekulare  Heterogenitdit der =~ Mammakarzinome  konnte  durch
Genexpressionsanalysen mittels DNA-Microarrays nachgewiesen werden. Auf
molekularer Ebene konnten so intrinsische Subtypen des Mammakarzinoms definiert
werden, welche deutliche Unterschiede in Krankheitsverlauf und Therapieansprechen

aufweisen. Beim Mammakarzinom finden sich zumindest fiinf verschiedene molekulare
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Subtypen. Tumorbiologisch wird zwischen luminal A, luminal B, Her2-positiv und
basal-like differenziert (57, 58).

Ferner zahlt auch der normal breast-like Subtyp dazu (59, 60). Da die
Genexpressionsanalysen in der Routinediagnostik nicht praktikabel sind, werden zur
Subtypisierung die immunhistochemischen Surrogatparameter ER, PR, Her2/neu und
Ki-67 herangezogen (61, 62).

ER PR Ki-67 Her2
uminal A + + niedrig (<14%) _
luminal B :

Her2-negativ * + hoch  (=14%) -
luminal B _

Her2-positiv * + jeder Wert +
Her2-positiv _ - jeder Wert .
basal-like j j ioder Wert i

Tab. 4: Die intrinsischen Subtypen (ER = Ostrogenrezeptor, PR = Progesteronrezeptor)

Nach dem St.-Gallen-Konsensus von 2011 folgte die Therapieempfehlung den
intrinsischen Subtypen. Bei triple-negativen und Her2-positiven (nhon-luminalen)
Mammakarzinomen ist grundsatzlich eine Chemotherapie induziert, bei positivem
Her2/neu-Status zusétzlich eine zielgerichtete Anti-Her2-Therapie (63). Anzumerken
ist, dass der die schlechteste Prognose aufweisende basal-like Subtyp nicht mit einem
triple-negativen Phénotyp gleichgesetzt werden kann. Es besteht zwar eine
Uberschneidung in 80-90 % der Falle, dennoch zeichnet sich die Gruppe der Karzinome
mit basal-like Subtyp durch eine groRRe Heterogenitat aus und kann bislang nicht sicher
immunhistochemisch identifiziert werden (64). Bei den luminalen Karzinomen wird fiir
den luminal A Subtyp eine alleinige endokrine Therapie als ausreichend betrachtet (65).
Da die Unterscheidung zwischen luminal A und luminal B auf der Bestimmung des Ki-
67-Proliferationsindex beruht, ist die Indikationsstellung fir eine adjuvante
Chemotherapie letztendlich von diesem immunhistochemischen Marker abhéngig.

Jedoch bestehen derzeit keine Standardisierung oder ausreichende Reproduzierbarkeit in
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der technischen Durchfiihrung und der Auswertung des Ki-67-Proliferationsindex (52,
66). Ebenfalls problematisch ist, dass kein allgemein akzeptierter Grenzwert fur Ki-67
etabliert ist. Folglich sind in der Literatur unterschiedliche Cut-off-Werte zu finden.
Dem in St. Gallen 2011 empfohlenen Schwellenwert von 14 % liegt eine einzige
retrospektive Studie zugrunde, so dass dieser nicht ausreichend validiert ist (61). Ferner
ist bei der Bestimmung des Ki-67-Index eine hohe Intra- und Interobserver-Varianz zu
beobachten (67). Geméall den aktuellen S3-Leitlinien soll der Marker Ki-67 nicht als
alleinige Entscheidungsgrundlage fiir eine systemische Therapie bei Hormonrezeptor-

positiven Mammakarzinomen angewendet werden (12).

1.5.2. 21-Gen-Test OncotypeDX®

Bei Mammakarzinomen, die anhand ihres intrinsischen Subtyps der luminalen
Kategorie zugeordnet werden (Her2-negativ, Hormonrezeptor-positiv), ist die Selektion
der Patientinnen, welche neben der indizierten endokrinen Therapie zusatzlich eine
adjuvante zytotoxische Therapie bendtigen, auf alleiniger Grundlage der erhobenen
klinisch-pathologischen Faktoren haufig nicht moglich. Eine Ubertherapie ohne
belegbaren Nutzen, bei der die teils gravierenden Nebenwirkungen einer Chemotherapie
dominieren, sollte dringend vermieden werden. Andererseits muss sichergestellt
werden, dass von einer Chemotherapie profitierende Patientinnen einer solchen auch
zugefiihrt werden. Vor diesem Hintergrund wurde vor etwas mehr als zehn Jahren damit
begonnen, Multigen-Tests zu entwickeln und zu etablieren, welche in der Lage sind, das
individuelle Rezidivrisiko der einzelnen Patientin genauer abzuschatzen als dies mit den
klassischen klinisch-pathologischen Parametern erreicht werden kann (68, 69). Zu den
in Deutschland verfligbaren Multigen-Tests z&hlt OncotypeDX® neben den drei
weiteren kommerziell erhéltlichen Tests Mammaprint ®, EndoPredict® und Prosigna®-
Assay.

Bei OncotypeDX® handelt es sich um einen 2004 in den USA entwickelten 21-Gen-
Assay, welcher seit 2009 in Europa verfligbar ist und zum aktuellen Zeitpunkt eine
umfassende Datenlage aufweist (70, 71). Die Untersuchung erfolgt an nach
Formalinfixierung in Paraffin eingebettetem Tumorgewebe, wie es im Rahmen der
Routinediagnostik vorliegt. Somit sind weder ein erneuter operativer Eingriff noch
besondere logistische MaRnahmen wie bei der Verwendung von frischem oder
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schockgefrorenem Gewebe notwendig (72). Das Paraffingewebe wird Uber ein
nationales Verbindungszentrum in Frankfurt am Main in ein zentrales Labor in den
USA versandt, in welchem die standardisierte und qualittskontrollierte Analyse
durchgefuhrt wird. Mittels quantitativer Real-Time-Polymerasekettenreaktion (qRT-
PCR) wird die Expression eines Panels von 21 Genen im Tumorgewebe untersucht.
Dabei handelt es sich um 16 Krebs-assoziierte Gene, welche unter anderem die
Regulation von Proliferation, Invasion sowie den Ostrogenrezeptor und den Her2/neu-
Signalweg beeinflussen, daneben werden flinf weiter Referenzgene mit diesem Test
erfasst. (73, 74)

Gruppe Gene

Proliferation Ki-67, STK15, Survivin, Cyclin B1, MYBL2
Invasion Stromelysin 3, Cathepsin L2

Her2 GRB7, HER-2

Ostrogen ER, PR, Bcl2, SCUBE?2

andere GSTM1, BAG1, CD68

Referenzgene R-Actin, GAPDH, RPLPO, GUS, TFRC

Tab. 5: Ubersicht der 21 untersuchten Gene des OncotypeDX®-Tests

Die relativen Expressionswerte der Tumor-assoziierten Gene zu den Referenzgenen
werden zu einem Expressionsmuster zusammengefasst, auf dessen Grundlage der
numerische Recurrence-Score mittels eines empirisch ermittelten Algorithmus
berechnet werden kann. Der Recurrence-Score kann Werte zwischen 1 und 100
annehmen. Jeder Punktwert steht fir ein definiertes Rezidivrisiko innerhalb von
10 Jahren ab Zeitpunkt der Erstdiagnose. Es erfolgt eine Einteilung in drei
Risikogruppen, welche fiir die klinische Validierung festgelegt wurden: ,low risk*
(RS < 18), ,,intermediate risk“ (RS 18 - 30) und ,,high risk* (RS > 31). Das mittlere 10-
Jahres-Rezidivrisiko wurde fir die ,niedrig“-Risikogruppe mit 6,8 %, flir die
,mittlere“-Risikogruppe mit 14,3% und fur die ,,hoch“-Risikogruppe mit 30,5 %
angegeben (75). Ein deutlicher Nutzen fur eine adjuvante Chemotherapie konnte fur
Patientinnen der ,,hoch“-Risikogruppe gezeigt werden, wohingegen Patientinnen mit
mittlerem oder niedrigem Recurrence-Score nur kaum oder gar nicht von einem
zytotoxischen Therapieschema profitierten (76). Die klinische Validierung erfolgte

retrospektiv, zumeist an Patientenkollektiven aus prospektiven randomisierten Studien
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(77). Die prognostische Bedeutung des Tests durch Abschédtzung des Rezidivrisikos
konnte in mehreren Studien belegt werden.

So konnte in der NSABP-B14-Studie gezeigt werden, dass anhand des Recurrence-
Scores eine verlassliche Aussage Uber das Rickfall-Risiko 10 Jahre nach Erstdiagnose
in einem mit Tamoxifen behandelten Patientenkollektiv mit Ostrogenrezeptor-
positivem, nodal-negativem Mammakarzinom moglich ist (75). Die ATAC-Studie
konnte die prognostische Aussagekraft des Tests bei postmenopausalen, sowohl nodal-
positiven als auch nodal-negativen Patientinnen mit Ostrogenrezeptor-positiver
Erkrankung belegen, welche eine adjuvante endokrine Therapie mit Tamoxifen oder
Anastrozol erhielten (78). Durch die Daten weiterer Studien konnte der Recurrence-
Score als unabhangiger prognostischer Marker bestatigt werden (79, 80). Neben der
prognostischen Bedeutung konnte auch die préadiktive Bedeutung des Tests hinsichtlich
des Nutzens einer adjuvanten Chemotherapie durch die Studienlage untermauert
werden. In der SWOG-S8814-Studie konnte ein Zusammenhang zwischen dem
Recurrence-Score-Ergebnis und dem Nutzen einer adjuvanten Chemotherapie bei
postmenopausalen, nodal-positiven Patientinnen mit Ostrogenrezeptor-positivem
Mammakarzinom gezeigt werden (81). Auch die NSABP-B20-Studie konnte diesen
Zusammenhang darstellen, wobei hier ein nodal-negatives Patientenkollektiv vorlag
(76). Durch vier grolRe, derzeit parallel laufende prospektive Studien (TailorX,
RXPONDER, ADAPT und WSG-PlanB) sollen gezielte klinische Fragen wie die
Wertigkeit einer adjuvanten Therapie bei Patientinnen der mittleren Risikogruppe
beantwortet werden (77).

In den deutschen AGO-Leitlinien wird der Einsatz des Testes bei Her2/neu-negativen,
Hormonrezeptor-positiven Patienten mit nodal-negativer Erkrankung oder bis zu drei
befallenen Lymphknoten in sogenannten Grenzfallen empfohlen, wenn anhand der
ublichen klinisch-pathologischen Risikostratifizierung eine eindeutige
Therapieentscheidung nicht maéglich ist (82).

1.5.3. Weitere Genexpressions-Tests

Neben OncotypeDX® sind in Deutschland drei weitere Genexpressions-Tests
kommerziell erhéltlich. Mammaprint®, der erste dieser Gentests, ist eine generierte
Genexpressionssignatur von 70 Genen auf der Basis von DNA-Microarrays, welcher
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zundchst fur tiefgefrorenes Tumorfrischgewebe entwickelt wurde (68). Erst spéater folgte
eine methodische Validierung fur den Einsatz an formalinfixiertem und in Paraffin
eingebettetem Gewebe (83, 84). Hinsichtlich des Rezidivrisikos werden zwei
Risikogruppen unterschieden (hoch vs. niedrig). Knauer et al. konnten in einer Studie
die pradiktive Bedeutung des Tests fir eine adjuvante Chemotherapie zeigen (85).
Zugelassen ist der Test fur nodal-negative oder niedrig nodal-positive (bis zu drei
befallene Lymphknoten), Hormonrezeptor-negative oder -positive Patientinnen mit
primdrem Mammakarzinom und einer TumorgroRe unter 5 cm (86). Der Blueprint®,
ein  die molekularen  Subtypen definierender 80-Gene-Test, stellt eine
Weiterentwicklung des Mammaprint® dar (87).

Mittels qRT-PCR werden beim 11-Gen-Test EndoPredict® acht Tumor- und drei
Referenzgene an Paraffingewebe abgedeckt. Die Testung kann aufgrund des robusten
Testsystems dezentral erfolgen (88-90). Anhand des EPclin-Score, welcher die
klinischen Parameter TumorgréfRe und Nodalstatus mit beriicksichtigt, wird eine
,hoch“- und eine ,,niedrig“-Risikogruppe definiert. Zundchst erfolgte eine Validierung
dieses prognostischen Tests an einem Patientenkollektiv, welches mit einer reinen
endokrinen Therapie behandelt wurde (91, 92). Danach wurde eine Evaluierung
chemotherapeutisch  behandelter ~ Patientinnen in  der GEICAM9906-Studie
angeschlossen (93). Neben der Vorhersage einer Rezidiv-Wahrscheinlichkeit innerhalb
der ersten flunf Jahre konnte auch eine Erfassung von Spatrezidiven bzw. spéaten
Metastasen registriert werden (94).

Der Prosigna®-Test umfasst 50 Gene (PAMS50), anhand derer mittels gRT-PCR die
intrinsischen Subtypen (luminal A, luminal B, Her2 positiv, basal-like) klassifiziert
werden kdnnen. Der Test erlaubt eine dezentrale Durchfiihrung an Paraffingewebe (95,
96). Der resultierende Risk of Recurrence-Score (ROR-Score), welcher mit der
10 Jahres-Rezidiv-Wahrscheinlichkeit einhergeht, integriert neben dem
Genexpressionsmuster auch klinische Parameter (u.a. die TumorgroRe) und nimmt
Werte zwischen 0 und 100 an. Es werden drei Risikogruppen (niedrig, mittel, hoch)
definiert, wobei die ,,niedrig”-Risikogruppe ein Rezidivrisiko von 2,4 % nach
funfjahriger Hormontherapie zeigte (90). Die Kollektive der TransATAC- und der
ABCSG8-Studie, welche insgesamt 2292 rein endokrin therapierte Patientinnen
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umfasste, wurden fur eine prospektiv-retrospektive Validierung des Tests herangezogen
(97). Es handelt sich somit bislang um einen prognostischen Test.

Die vier beschriebenen Gensignaturen sowie die proteinbasierte Messung von uPA/PAI
ermoglichen eine differenziertere Risikoabschdtzung des Krankheitsverlaufs des
einzelnen Patienten und sind allesamt kommerziell in Deutschland verfiigbar.
Allerdings verfugen die Multigen-Tests Uber unterschiedliche Evidenzgrundlagen. Die
Entscheidung uber das zum Einsatz kommende Testverfahren kann auf Grundlage der
Evidenz der klinischen und methodischen Validierung erfolgen. Trotz der
beschriebenen Konkordanz zwischen den verschiedenen Assays besteht keine exakte
Korrelation der Testergebnisse, so dass die simultane Anwendung mehrerer
Testverfahren eine unterschiedliche Beurteilung des Rezidivrisikos ergeben kann (98-

100). Mehrfachtestungen sollten daher kritisch abgewogen werden.

1.5.4. Biomarker uPA/PAI

Die Serinprotease Urokinase-Plasminogen-Aktivator (uPA) und der Plasminogen-
Aktivator-Inhibitor Typ-1 (PAI-1) gehdren als Bestandteil des Urokinase-Plasminogen-
Aktivator-Systems (UPAS) zum fibrinolytischen System (101). Das Zymogen
Plasminogen wird durch uPA in seine aktive Form (Plasmin) Uberfihrt, welche
ihrerseits andere Proteine aktivieren kann und proteolytisch wirksam ist (102). Der
spezifische Inhibitor PAI-1 spielt eine Rolle bei der Regulation der proteolytischen
Aktivitdt von uPA (103). PAI-1 wirkt aber nicht nur als Inhibitor, sondern ist an
zahlreichen weiteren Prozessen wie Zelladhdsion und -migration, Angiogenese,
Signaltransduktion sowie Apoptose beteiligt (104, 105). Die beiden Faktoren uPA und
PAIl spielen (ber eine Interaktion mit Bestandteilen der Basalmembran, der
extrazellularen Matrix und durch lokale Proteolyse eine wichtige Rolle bei der
Tumorinvasion und der Metastasierung (106-109).

Fur das Mammakarzinom konnte gezeigt werden, dass erhohte Konzentrationen von
uPA und PAI im Tumorgewebe mit einem aggressiven Krankheitsverlauf und einem
erhohten Ruckfallrisiko einhergehen (110). Im Vergleich zu Brustkrebspatientinnen mit
niedrigen Konzentrationen von uPA und PAI zeigten solche mit erhhten Werten flr
einen oder beide Faktoren ein deutlich erhdhtes Rezidivrisiko und damit einhergehend
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auch insgesamt schlechtere Uberlebensraten (111). In mehreren Studien konnte eine von
klinisch-pathologischen Kriterien unabhdngige prognostische Bedeutung fir die Marker
UPA/PAI dargelegt werden (112-114). Die uPA/PAI-Testung erreichte das hochste
Evidenzlevel (Level of evidence 1) und wurde in die S3-Leitlinien und die AGO
Empfehlungen aufgenommen. Die Untersuchung wird bei nodal- und Her2/neu-
negativem Mammakarzinom mit histologischem Differenzierungsgrad G2 empfohlen.
Patientinnen, deren Testergebnis fir ein niedriges Rezidivrisiko spricht, kann so eine
adjuvante Chemotherapie erspart werden, da deren Nutzen die eventuell auftretenden,
teils schweren Nebenwirkungen einer zytotoxischen Therapie nicht Uberwiegt. Patienten
mit hohen Werten von uPA und/oder PAI profitieren hingegen von einer adjuvanten
Chemotherapie (111).

Fur die Untersuchung ist nur frisches oder tiefgefrorenes Tumorgewebe geeignet.
Mittels ELISA-Tests (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) wird die Konzentration
der beiden Faktoren gemessen und bezogen auf die Protein- Gesamtmenge angegeben.
Der Schwellenwert zur Einteilung in die Gruppen mit niedrigem oder hohem Risiko
betragt flr uPA 3 ng/mg und fur PAI 14 ng/mg Gesamtprotein (115, 116).

Bislang ist nur die Bestimmung mittels ELISA validiert, es bestehen aber auch
Bestrebungen, immunhistochemische Assays fir formalinfixiertes und in Paraffin
eingebettetes Gewebe zu entwickeln. In einer Studie konnte gezeigt werden, dass die
mittels immunhistochemischer Untersuchungen bestimmten uPA/PAI-Werte signifikant
mit den Werten eines validierten ELISA korrelierten (117).

Die vier beschriebenen Gensignaturen sowie die proteinbasierte Messung von uPA/PAI
ermoglichen eine differenziertere Risikoabschatzung des Krankheitsverlaufs des
einzelnen Patienten und sind allesamt kommerziell in Deutschland verfligbar.
Allerdings verfugen die Multigen-Tests Uber unterschiedliche Evidenzgrundlagen. Die
Entscheidung tber das zum Einsatz kommende Testverfahren kann auf Grundlage der
Evidenz der klinischen und methodischen Validierung erfolgen. Trotz der
beschriebenen Konkordanz zwischen den verschiedenen Assays besteht keine exakte
Korrelation der Testergebnisse, so dass die simultane Anwendung mehrerer
Testverfahren eine unterschiedliche Beurteilung des Rezidivrisikos ergeben kann (118-
120). Mehrfachtestungen sollten daher auch in Hinsicht auf die Kosten Kkritisch

abgewogen werden.
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2. Patienten und Methoden

Es wurden 50 Falle eines neu diagnostizierten Mammakarzinoms untersucht, bei denen
auf Grundlage der klinischen und pathologisch erhobenen tumorbiologischen Daten
unklar war, ob die betroffenen Patientinnen von einer adjuvanten Chemotherapie
profitieren wirden. Dabei handelte es sich um Hormonrezeptor-positive, Her2/neu-
negative Karzinome der Brust, welche zum Diagnosezeitpunkt entweder keine
Lymphknotenmetastasen zeigten oder einen niedrigen Nodalstatus aufwiesen, speziell
einen pathologischen Nodalstatus von pN1a, welcher einen bis maximal drei befallene
axillare Lymphknoten einschlief3t.

Diese 50 retrospektiv in die Studie eingeschlossenen Falle wurden im Zeitraum 2013
bis 2016 im Brustzentrum der Frauenklinik des Leopoldina Krankenhauses in
Schweinfurt behandelt, welches ein von der Deutschen Krebsgesellschaft und der
Deutschen ~ Gesellschaft ~ fur  Senologie  zertifiziertes und  empfohlenes
Behandlungszentrum flir Patientinnen mit Erkrankungen der Brust ist. Das
Qualitdtsmanagement wurde nach DIN 1SO 9001:2000 durch den TUV gepriift. In allen
Féllen erfolgte im Rahmen der Behandlung eine OncotypeDX®-Testung.

2.1. Datenerhebung

Die Datenerhebung erfolgte anhand der Krankenakten, der Tumorkonferenzprotokolle
und der pathologischen Befunde, einschlieRlich der Ergebnisse der durchgefiihrten
OncotypeDX®-Untersuchung und einer gegebenfalls ergdnzend eingeleiteten uPA/PAI-

Bestimmung.

Diese Arbeit erfolgte nach den Richtlinien der Ethik-Kommission der Medizinischen
Fakultat der Universitat Wirzburg. Ein Votum der Kommission war fir die vorliegende
Analyse nicht erforderlich, da die Daten retrospektiv ausgewertet und in anonymisierter
Form dargestellt wurden, so dass aus den Ergebnissen keine Rickschliisse auf die

einzelnen Patientinnen mehr mdglich sind (95).
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Die folgenden Daten wurden erhoben:
- Alter bei Diagnosestellung
- Zeitpunkte der Tumorkonferenzen
- Dauer der intraoperativen Schnellschnittuntersuchung
- Dauer des endgtiltigen pathologischen Befundes
- Art und Zeitpunkt der operativen Therapie
- Schnellschnittuntersuchung ja/nein
- Sentinel-Node-Biopsie ja/nein
- Betroffene Brust links/rechts
- Tumorgrofie in cm
- Tumor-Subtyp
- Tumor-Differenzierung
- pTNM-Klassifikation
- Anzahl der entfernten und befallenen Sentinel-Lymphknoten

- Anzahl der insgesamt entfernten und befallenen axillaren Lymphknoten mit

abschlielendem Nodalstatus
- Resektionsstatus
- Begleitende in situ-Lé&sion
- histologischer Subtyp (DCIS/LCIS)
- Differenzierung
- Ausbreitungsmuster

- Immunhistochemische Bestimmung des Hormonrezeptor-Status fur den

Ostrogen- und den Progesteronrezeptor
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- Immunhistochemische Bestimmung des Her2/neu-Status sowie bei unklarem

Befund das Ergebnis der angeschlossenen FISH-Analyse.
- Immunhistochemische Bestimmung des proliferationsassoziierten Ki-67-Index
- Ergebnisse der OncotypeDX®-Testung

- Gof. Ergebnisse der uPA/PAI-Testung

2.1.1. Immunhistochemische Untersuchungen

Die Bestimmung des Hormonrezeptor- und Her2/neu-Status sowie des
proliferationsassoziierten Index Ki-67 erfolgten durch immunhistochemische
Untersuchungen am Tumorhauptpraparat mit den entsprechenden Antikérpern am
Institut flr Pathologie des Leopoldina Krankenhauses Schweinfurt. Die
Qualitatssicherung wurde Uber eine erfolgreiche Teilnahme an jahrlich durchgefihrten
Ringversuchen zur Hormonrezeptor- und Her2/neu-Bestimmung unter dem Dach der
deutschen Gesellschaft fur Pathologie und dem Berufsverband Deutscher Pathologen
gewahrleistet. Die Farbungen erfolgten fir den Ostrogenrezeptor mittels des
Antikdrpers 1D5 und fir den Progesteronrezeptor mittels PgR363 (beide DAKO). Zur
Ermittlung des Hormonrezeptor-Status wurde der immunreaktive Score nach Remmele
verwendet, welcher sich aus dem prozentualen Anteil positiv gefarbter Tumorzellen und
der Farbeintensitat berechnet. Bei immunhistochemisch nicht eindeutigen Ergebnissen
der Her2/neu-Analyse wurde, wie in diesen Fallen ublich, eine ergadnzende FISH-
Analyse eingeleitet, welche im Pathologischen Institut der Universitdt Wurzburg
durchgefuhrt wurde. Der proliferationsassoziierte Marker Ki-67 wurde mithilfe des
entsprechenden Antikorpers MIB-1 ebenfalls immunhistochemisch untersucht und
ergab sich aus dem prozentualen Anteil der positiven nukledren Farbereaktion der
Tumorzellen. Es erfolgte eine standardisierte Farbung im Bondmax-Vollautomat
(Leica) mit 4% gepuffertem Formalin, wobei das Gewebe geméal der

Herstellerempfehlung mindestens sechs Stunden fixiert wurde.
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2.1.2. OncotypeDX®-Testung

Voraussetzung fir die OncotypeDX®-Bestimmung ist ein Hormonrezeptor-positives,
Her2/neu-negatives, nodal-negatives bzw. limitiert nodal-positives Mammakarzinom.
Diese Bedingungen wurden von allen in die Beobachtung einbezogenen Tumoren
erfullt. Weiterhin erforderlich war eine schriftliche Einwilligung der Patientin. Im
Rahmen einer wochentlich abgehaltenen interdisziplindren Tumorkonferenz wurde die
OncotypeDX®-Testung beschlossen und anschlieBend durch den Pathologen veranlasst.
Hierzu wurden 15 ungefarbte Paraffin-Schnittpraparate des Tumorgewebes auf nicht
beschichteten Objekttragern oder wahlweise ein Paraffinblock des Tumors zur zentralen
Untersuchung im Genomic Health Laboratory versandt. Das Ergebnis lag im Schnitt
nach zehn Tagen in Form eines einheitlichen schriftlichen Befundes vor, welcher den
ermittelten Recurrence-Score beinhaltete. Anhand des Recurrence-Scores erfolgte die
Einteilung in Erkrankungen mit niedrigem, mittlerem oder hohem Rezidivrisiko. An
einem Schaubild konnte das daraus resultierende 10-Jahres-Rezidivrisiko bzw. die
Mortalitdt bei gleichzeitig durchgefuhrter endokriner Therapie abgelesen werden
(vgl. Abb. 4)

Breast Cancer &5 . 5 : : . : :
Recutrence Score = gpp_llcable to the pat_lent populations defined in each section. It is unknown whether the
NS findings apply to patients outside these criteria.

_ CLINICAL EXPERIENCE: PROGNOSIS FOR NODE NEGATIVE, ER-POSITIVE PATIENTS
The Clinical Validation study included female patients with Stage | or Il, Node Negative, ER-Positive
breast cancer treated with 5 years of tamoxifen. Those patiems who had a Recurrence Score of 25

had an Average Rate of Distant Recurrence of |

The following results are from a clinical validation study of 668 patients from the NSABP B-14 study. N Engl J Med 2004; 351: 2817-26.
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Abb. 4: Beispiel fir ein OncotypeDX®-Test-Ergebnis (Recurrence-Score RS = 25, entsprechend einem
wintermediate risk*)
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Ferner wurden die mittels gRT-PCR-Verfahren ermittelten Ergebnisse fiur den
Hormonrezeptor- und Her2/neu-Status angegeben, welche ebenfalls in den Recurrence-

Score mit einflossen.

In der Tumorkonferenz erfolgte nach Entscheidung flr eine OncotypeDX®-Testung
und vor Kenntnis des Testergebnisses eine Abstimmung, ob bei den jeweiligen Féllen
aufgrund des Klinisch-pathologischen Risikoprofils eine adjuvante Chemotherapie
angeschlossen werden sollte. Diese vorlaufige Entscheidung wurde unter Angabe des
Abstimmungsergebnisses im Tumorkonferenz-Protokoll schriftlich festgehalten. Nach
Vorliegen des Ergebnisses des OncotypeDX®-Tests wurde diese Therapieempfehlung
bestatigt oder revidiert, so dass ein Vergleich des Votums vor und nach OncotypeDX®-

Analyse erfolgen konnte.

2.1.3. uPA/PAI-Testung

In der Halfte der Falle (n=25) wurde ergénzend die Bestimmung der Konzentrationen
des Plasminogenaktivator vom Urokinasetyp (UPA) und des Plasminogenaktivator
Inhibitor Typ 1 (PAI-1) durchgefiihrt. Voraussetzungen fir diese Untersuchung sind
Mammakarzinome mit einem maRigen Differenzierungsgrad (G2) und ein negativer
Lymphknoten-Status. Da die Testung an formalinfixiertem Paraffingewebe nicht
mdoglich ist, wurde im Zuge der Schnellschnittuntersuchung Tumorfrischgewebe
entnommen, Kkryoasserviert und zeitnah versandt. Das Verfahren setzt somit eine
gewisse Tumorgrofe (i.d.R. etwa 1,5cm) voraus, so dass trotz Entnahme wvon
Tumorgewebe die weiterfuhrende pathologische Diagnostik gewéhrleistet bleibt. Das
Ergebnis lag im Schnitt nach 5 Tagen in Form eines schriftlichen Befundes vor. Der
Cut-off Wert fir uPA-Konzentrationen, welche mit einem erhohten Rezidivrisiko
einhergehen, liegt bei >3 ng/mg Gesamtprotein, der fir seinen Inhibitor PAI bei
> 14 ng/mg Gesamtprotein.
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2.2. Statistik

Die oben aufgefuhrten Daten wurden flr das Gesamtkollektiv erhoben, wobei fur stetige
Merkmale das arithmetische Mittel, definiert als Summe aller beobachteten Werte,
dividiert durch die Gesamtzahl der Beobachtungen und als Streumall die
Standardabweichung angegeben wurde. Bei nicht stetigen Daten erfolgte die Angabe in

Prozent (%). Ferner wurden der minimale und der maximale gemessene Wert ermittelt.

2.3. Ziel der Arbeit

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

- Ergibt sich bei der OncotypeDX®-Bestimmung eine gleichméaRige Verteilung
der Recurrence-Score?

- Lasst sich anhand der Faktoren Alter, TumorgrofRe, histologischer
Differenzierungsgrad, Lymph- und Blutgefalinvasion eine Vorhersage des
Recurrence-Score erzielen?

- Lasst sich anhand der tumorbiologischen Daten (Hormonrezeptor-Status, Ki-67-
Index) eine Vorhersage des Recurrence-Score erzielen?

- Zeigen sich immunhistochemisch und in der RNA-Expressions-Analyse im
Zuge der OncotypeDX®-Testung vergleichbare Werte fiir die Ostrogen- und
den Progesteronrezeptor (ER, PR)?

- Ergibt sich aufgrund des OncotypeDX®-Ergebnisses eine Anderung in der
Entscheidung Uber eine adjuvante Chemotherapie?

- Zeigen sich bei der Bestimmung von uPA/PAI und der OncotypeDX®-Testung

(Recurrence-Score) ahnliche Ergebnisse?
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3. Ergebnisse

3.1. Charakteristika des Gesamtkollektivs

3.1.1. Altersstruktur

Das vorliegende Kollektiv (n=50) bestand ausschlieBlich aus Frauen, welche bei
Diagnosestellung im Mittel 53,6 = 11 Jahre alt waren (Median 63 Jahre). Die jungste

untersuchte Patientin war 28-jahrig, die alteste 73 Jahre alt.

40%
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30%

25%
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10% -
5% - .
0% - . . . . .

<40 Jahre 41-50 Jahre  51-60 Jahre  61-70 Jahre >70 Jahre

Abb. 5: Altersverteilung des Gesamtkollektivs

Wie in Abb. 5 zu erkennen ist, bilden die 41 - 59-jahrigen Patientinnen mit 38 %
(n =19) die grolte untersuchte Gruppe, gefolgt von den 51 - 49 Jahre alten Patientinnen
(n =11, 22 %). Zehn Patientinnen (20 %) waren bei Diagnosestellung zwischen 61 und
70 Jahre alt. In 12 % der Falle waren die Patientinnen jinger als 40 Jahre (n = 6). Die
Kleinste Gruppe bildet mit 8 % der Falle (n = 4) das Kollektiv der &ltesten Patientinnen,

welche zum Diagnosezeitpunkt alter als 70 Jahre alt waren.
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3.1.2. Operative Therapie

Es erfolgte eine S3-Leitlinien-gerechte Therapie in einem zertifizierten Brustzentrum,
welche die Vorstellung und interdisziplinare Therapieentscheidung in einer wochentlich
abgehaltenen Tumorkonferenz miteinschloss.

Alle Patientinnen erhielten eine primér kurative operative Therapie, wobei tiberwiegend
(in 74 % der Félle, n = 37), eine brusterhaltende Operation (BET) durchgefihrt wurde.

Operation Anzahl der Patienten (n) | Prozent (%)
BET 37 74
Subkutane Mastektomie 6 12
Mastektomie 7 14

Tab. 6: Operative Therapie

In 12% der Falle (n =6) erfolgte eine subkutane Mastektomie. Sieben Patientinnen
(14 %) erhielten eine Mastektomie. Fast durchgehend (98 %) erfolgte eine histologische
Schnellschnittuntersuchung der Operationspraparate zur Frage des Resektionsstatus. Im
Mittel betrug die Schnellschnittdauer vom Eingang des Operationspraparates bis zur
telefonischen Ergebnistibermittlung 24,6 Minuten und umfasste eine minimale
Zeitspanne von 14 Minuten bis maximal 45 Minuten. Anschlielend erfolgte die
pathologische Untersuchung des formalinfixierten Gewebes der Mammasegment-
Resektate oder Mastektomiepraparate und der ebenfalls eingegangenen erweiterten
axillaren Lymphknotendissektate bei positivem Lymphknotenbefall im Schnellschnitt.
Der endgultige pathologische Befund erging in der Regel nach einem bis drei Tagen, im
Mittel nach 1,3 Tagen.

3.1.3. Histologische Subtypen und Carcinoma in situ

Im pathologischen Befund wurde leitliniengerecht eine Subklassifizierung anhand der
Tumormorphologie  vorgenommen. Im  vorliegenden  Kollektiv fand  sich
erwartungsgeméal am haufigsten (n = 44, 88 %) ein invasives Mammakarzinom of no
special Type (NST). In 10% der Falle (n=5) wurde ein invasiv-lobuléres

Mammakarzinom diagnostiziert. Ein tubulo-lobul&rer Subtyp kam in einem Fall vor.
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Eine tabellarische Darstellung findet sich im Folgenden (Tab. 7). In knapp Uber der
Halfte der Falle (58 %) war die linke Brust betroffen.

Histologischer Subtyp Anzahl der Patienten (n) | Prozent (%)

Mammakarzinom NST 44 88
invasiv lobular 5 10
tubulo-lobular 1 2

Tab. 7: Histologische Subtypen

Eine begleitende In-situ-Komponente fand sich in knapp Uber der Hélfte der Félle
(56 %), wobei es sich mehrheitlich um ein duktales Carcinoma in situ (DCIS) handelte
(n = 25). Deutlich seltener (10,7 %) wurde ein koexistentes lobuléres Carcinoma in situ
(CLIS) diagnostiziert. Die Differenzierungsgrade und Ausbreitungsmuster der

Vorléauferlasionen sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst (Tab. 8).

Anzahl der Patienten (n) | Prozent (%)
Carcinoma in situ 28 56,0
DCIS 25 89,3
LCIS 3 10,7
Gl 10 35,7
G2 10 35,7
G3 8 28,6
peritumordse Ausbreitung | 17 60,7
Extensive Disease 6 21,4

Tab. 8: Charakteristika der In situ Komponente
3.1.4. Tumorstadium

Das pathologische Tumorstadium der pTNM-Klassifikation ist von der TumorgréRe
abhéngig. Im vorliegenden Gesamtkollektiv fand sich eine mittlere TumorgroRe von
2 £0,9 cm. Der kleinste untersuchte Karzinomherd hatte eine GroRe von 0,6 cm, der
grolte zeigte eine Ausdehnung von 5,5cm. Bei einer multizentrischen oder
multifokalen Erkrankung wurde die GroRe aller vorhandenen Tumorherde angegeben

oder zumindest die maximale Ausdehnung des groRten Herdes. Im hier untersuchten
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Patientengut fand sich in elf Fallen (22 %) ein multizentrisches Karzinom. In der
pathologischen T-Klassifikation weist ein pT(m)-Stadium auf eine multizentrische oder

multifokale Erkrankung hin. Eine Ubersicht der erhobenen Tumorstadien zeigt Tab. 9.

Tumorstadium Anzahl der Patienten (n) | Prozent (%)
pT1b 2 4

pN1c 19 38

pTlc(m) 6 25 12 >0
pT2 17 34

oT2(m) 5 22 10 a4
pT3 1 2

Tab. 9: Tumorstadien

3.1.5. Nodalstatus, Lymphangiosis und Hamangiosis carcinomatosa

Zur Bestimmung des Nodalstatus als weiterem Bestandteil der pTNM-Klassifikation
erfolgte bei alle Patientinnen eine Sentinel-Node-Biopsie mit intraoperativer
Schnellschnittuntersuchung. Im Falle einer Lymphknotenmanifestation durch das
Mammakarzinom wurde die axillare Lymphknotendissektion der betroffenen Seite
angeschlossen. In der Mehrzahl der untersuchten Félle (n = 33) lagen zum Zeitpunkt der
Operation keine Lymphknotenmetastasen vor (66 %). Tumorinfiltrate in axillaren
Lymphknoten zeigten sich demzufolge bei 17 Patientinnen, wobei es sich in 30 % der
Falle um Lymphknotenmetastasen im eigentlichen Sinne mit einer GréRe von > 2 mm
handelte. In jeweils 2% der Untersuchungen zeigten sich eine Mikrometastase
(<2 mm) oder isolierte Tumorzellen in einem Lymphknoten (< 0,02 mm oder weniger
als 200 Tumorzellen), welche als pN1(mi) bzw. als pNO(i+) klassifiziert werden.

Wie eingangs beschrieben, wurden nur Patientinnen mit nodal-negativem bzw. niedrig
nodal-positivem Mammakarzinom in die Untersuchung eingeschlossen, so dass der
hochste vergebene Nodal-Status pNla darstellte. Hierin sind eine bis maximal drei

Lymphknotenmetastasen eingeschlossen.
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Nodalstatus Anzahl der Patienten (n) | Prozent (%)
Nodal positiv 17 34,0
pNZ1a(1/x) 10 58,9
pN1a(2/x) 6 35,3
pN1a(3/x) 1 1,8

Tab. 10: Nodalstatus

In 35,3 % der Félle zeigten sich zwei befallene Lymphknoten, in einem Fall wurden drei
Lymphknotenmetastasen  gesichert.  Durchschnittlich  wurden  vier  Sentinel-
Lymphknoten operativ entfernt, maximal 13. Insgesamt lag der Mittelwert der
insgesamt entfernten Lymphknoten bei sechs mit einem Maximalwert von 28 entfernten
Lymphknoten. Ein kapseluberschreitendes Wachstum der Lymphknotenmetastasen in
das perinodale Fettgewebe wurde in 9,8 % der Falle gesehen. Im Bezug auf die nodal
positiven Patientinnen ergibt sich hier ein Anteil von 33,3 %.

Eine Lymphangiosis carcinomatosa (L1) wurde in 44 % der Falle (n=22), eine
Angioinvasion (V1) in 4% der Félle (n=2) diagnostiziert. Eine Infiltration in

Perineuralscheiden (Pnl) war nur in einem Fall (2 %) festzustellen.

3.1.6. Histologischer Differenzierungsgrad

Der Differenzierungsgrad von Karzinomen beschreibt die Ahnlichkeit des
Tumorgewebes mit dem Ursprungsgewebe, von dem der Tumor ausgeht. Gut
differenzierte Karzinome (G1) besitzen demnach noch erkennbare Ubereinstimmungen
mit dem Ausgangsgewebe, wahrend gering differenzierte (G3) und undifferenzierte
(G4) nur noch geringe oder keine Ahnlichkeit mit dem Ursprungsgewebe aufweisen.
Die Bestimmung des Differenzierungsgrades der in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Mammakarzinome wurde standardgemal entsprechend dem modifizierten
Grading nach Scarff-Bloom & Richardson vorgenommen. Dieses beinhaltet den
prozentualen Anteil tubuldr differenzierter Tumorabschnitte, die Morphologie der
Tumorzellkerne und die Anzahl der Mitosen. Wie in Tab. 11 ersichtlich, lag in 82 % der
Féalle (n=41) ein maRkig differenziertes Mammakarzinom (G2) vor, gefolgt von
wesentlich weniger gering differenzierten Karzinomen (G3), welche einen Anteil von

10 % der Falle (n = 5) ausmachten. Am seltensten wurden Karzinome mit einem guten
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Differenzierungsgrad (G1) gefunden und zeigten sich bei vier der untersuchten
Patientinnen (8 %).

Grading Anzahl der Patienten (n) | Prozent (%)
Gl 4 8
G2 41 82
G3 5 10

Tab. 11: Histologischer Differenzierungsgrad der untersuchten Mammakarzinome
3.1.7. Hormonrezeptor-Status

Die Bestimmung des Hormonrezeptor-Status erfolgte mithilfe immunhistochemischer
Untersuchungen. Zur Auswertung wurde der immunreaktive Score (IRS) nach
Remmele verwendet, welcher sich aus dem prozentualen Anteil positiver
Tumorzellkerne und der Farbeintensitét berechnet.

Fur den Ostrogenrezeptor, im Folgenden mit ER abgekiirzt, ergab sich fiir das
Gesamtkollektiv ein Mittelwert von 11,1 + 2,2. Fir den Progesteronrezeptor (PR) zeigte

sich ein etwas geringerer Mittelwert von 9,8 + 3,8 (vgl. Abb. 6).
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Abb. 6: Mittelwert (MW) und SEM (Standard Error of the Mean) fir den Ostrogen (ER)- und
Progesteron (PR)-Score des Gesamtkollektivs
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Fur den ER lag im Gesamtkollektiv ausschlieBlich ein positiver immunreaktiver Score
entsprechend einem positiven ER-Status vor. 90 % der Falle zeigten stark positive
Werte zwischen 8 und 12. Der maximal zu erreichende Score von 12 wurde in 84 %
(n =42) erreicht. Auch fir den PR fanden sich tberwiegend hoch positive Werte in
80 % der Falle und somit etwas seltener als fur den ER. Dementsprechend fiel auch der
Anteil des Maximalscores von 12 mit 38 Patientinnen (74 %) geringer aus. Im
Gegensatz zum ER-Status ergab sich fur den PR in zwei Fallen ein negativer
Hormonrezeptor-Status (4 %). Zur Verteilung der schwach und maRig positiven

Scorewerte vergleiche Abb. 7.
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Abb. 7: Verteilung der Ostrogen- (ER) und Progesteron-(PR)-Score-Werte des Gesamtkollektivs
3.1.8. Her2/neu-Status

Zur Bestimmung des Her2/neu-Uberexpressions-Status erfolgte die entsprechende
immunhistochemische Analyse mit dem Antikorper SP6 (DAKO).

Ein klar negativer Her2/neu-Status mit einem Score von O wurde in 34 % der
untersuchten Falle (n = 17) beobachtet. Dieser ist durch eine fehlende Farbereaktion der
Tumorzellen gekennzeichnet. Ungefahr zwei Drittel der Félle (64 %) zeigten eine
unspezifische Farbereaktion, welche als Score 1 + und damit ebenfalls als negativ
gewertet wurde. In einem Fall lag immunhistochemisch ein unklarer Befund vor
(Score 2 +). Hier zeigte sich eine Uber eine unspezifische Hintergrundreaktion

hinausgehende, teils zirkuldre, membrangebundene Farbereaktion, welche aber die
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Kriterien fir einen positiven Befund (Score 3 +) aufgrund einer zu geringen Anzahl
kraftig gefarbter zirkuldrer Areale nicht erfillte. Wie bei diesem Befund erforderlich,
wurde eine FISH-Analyse angeschlossen, die negativ ausfiel (vgl. Abb. 8). Letztendlich
fand sich somit bei allen in die Untersuchung eingeschlossenen Patientinnen ein
negativer Her2/neu-Status.
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Abb. 8: Verteilung des immunhistochemisch erhobenen Her2/neu-Status des Gesamtkollektivs

3.1.9. Proliferationsindex Ki-67

Die Bestimmung des proliferationsassoziierten Index Ki-67 erfolgte ebenfalls
immunhistochemisch und wurde als prozentualer Anteil der positiv gefarbten
Tumorzellkerne angegeben. Im Mittel ergab sich ein proliferationsassoziierter Ki-67-
Index von 13,0 + 10,1 %. Der geringste beobachtete Wert betrug 5 %, der Maximalwert
lag bei 50 %. In 56 % der Félle (n =28) zeigte sich ein Wert <14 %, entsprechend
einem Luminal-A-Subtyp. Folglich wurde bei 22 Patientinnen (44 %) ein Luminal-B-
Karzinom diagnostiziert mit einem Ki-67-Proliferationsindex von > 14 %. Davon
wiesen 14 Patientinnen (63,3 %) Werte >20 % auf, was 28 % bezogen auf das
Gesamtkollektiv ausmacht (vgl. Abb. 9)
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Abb. 9: Intrinsische Subtypen des Gesamtkollektivs infolge des immunhistochemisch erhobenen Ki-67-
Index

3.2. Ergebnisse der OncotypeDX®-Testung

Zur Bestimmung des OncotypeDX®-Recurrence-Score wurden von den 50
untersuchten Patientinnen 15 ungefarbte Paraffin-Schnittpréparate des Tumors oder ein
Paraffinblock des Tumorgewebes zur zentralen Untersuchung in die USA versandt. Das
Ergebnis lag im Mittel nach zehn Tagen in Form eines einheitlichen schriftlichen
Befundes vor.

Der mittlere erreichte Recurrence-Score-Wert des Gesamtkollektivs betrug 26,7 + 8,5.
Der kleinste beobachtete Score-Wert lag bei 5, der Maximalwert bei 37.

In fast zwei Drittel der Félle ergab sich ein RS-Score von <18 und somit eine
Zuordnung in die ,niedrig“-Risikogruppe. Es lasst sich also feststellen, dass der
GroRteil des Kollektivs nach Oncotype DX®-Untersuchung ein nur geringes
Rezidivrisiko aufweist. Recurrence-Score-Werte > 18 waren in 19 Fallen (38 %)
auszumachen. Erwartungsgemall zeigte die ,hoch“-Risikogruppe die geringste
Gruppenstérke. Nur 6 % der untersuchten Félle (n=3) wiesen Score-Werte > 30
entsprechend einer Zuteilung in die Gruppe mit hohem Risiko fiir eine rezidivierende
Erkrankung auf. In 32 % der Félle wurden RS-Werte zwischen 18 - 29 ermittelt, so dass

insgesamt 16 Patientinnen in die ,,mittlere“-Risikogruppe fielen (vgl. Abb. 10)
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Abb. 10: Prozentualer Anteil der drei Risikogruppen nach Recurrence-Score (RS) der OncotypeDX®-
Testung
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Abb. 11: Die prozentuale Verteilung des mittleren 10-Jahres-Rezidivrisiko des Gesamtkollektivs und
der drei Risikogruppen (low risk, intermediate risk, high risk)
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Fir die ,low risk“-Gruppe wurde fir den Recurrence-Score ein arithmetischer
Mittelwert von 10,6 + 4,1 erhoben. Ein mittlere RS-Wert von 22,9 + 4 zeigte sich in der
»intermediate risk“-Gruppe. Ein Anteil von 62,5 % dieser Gruppe lag im unteren Score-
Bereich mit Werten zwischen 18 - 24. Bei der ,,high risk“-Gruppe wurde ein mittlerer
RS-Score von 34,3 £ 3,1 gefunden, was im Mittel einem Risiko von 23,3 £ 2,1 % fir
ein 10-Jahres-Rezidiv entspricht. Das mittlere 10-Jahres-Rezidivrisiko fir die ,,niedrig*-
Risikogruppe lag bei 7,6 £2 % das der ,mittlere“-Risikogruppe bei 14,6 £ 3,1 %
(vgl. Abb.11).

3.2.1. Alter und Recurrence-Score

Auch fur die ,low risk“-, ,jintermediate risk“- und ,high risk“-Gruppe wurden alle
eingangs beschriebenen Parameter erhoben. Bei der Betrachtung der Altersstruktur der
drei Gruppen zeigte sich, dass die ,,niedrig“-Risikogruppe im Mittel die jlingsten und

die ,,hoch“-Risikogruppe im Mittel die altesten Patientinnen enthielt (vgl. Abb. 12).
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Abb. 12: Altersstruktur des Gesamtkollektivs und der drei Risikogruppen (Mittelwert (MW) und

Standard Error of the Mean (SEM))

Das mittlere Alter der ,mittlere*-Risikogruppe lag mit 54 + 11 Jahren dazwischen und
zeigte einen Median von 50 Jahren. Das mittlere Alter der ,,low risk“-Gruppe betrug
52 + 10 Jahre (Median 56), das der ,,hoch*“-Risikogruppe 64 + 6 Jahre (Median 64). Die
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jungste beobachtete Patientin mit 28 Jahren wurde der Gruppe mit niedrigem Risiko
zugeteilt, die mit 73 Jahren dlteste Patientin in die Gruppe mittleren Risikos.
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Abb. 13: Detaillierte Altersstruktur der drei Risikogruppen

Die Abb. 13 zeigt, dass im untersuchten Kollektiv Patientinnen < 40 Jahre anhand des
Recurrence-Score in Gruppen mit niedrigem und mittlerem Rezidivrisiko eingeteilt
wurden. Fir die Patientinnen zwischen 41 und 59 Jahren ergab sich ein Trend von der
niedrigen zur mittleren Risikogruppe, wobei diese Altersgruppe auch insgesamt den
grolRten Anteil stellte. Fir ein Alter >50 Jahre ergab sich ein Trend zur hoch-

Risikogruppe.

3.2.2. TumorgroRe und Recurrence-Score

Auffallig bei der Betrachtung der TumorgrofRe war, dass die ,,low risk“-Gruppe im
Mittel die groRten Karzinomherde aufwies (2,1 + 0,9 cm). Auch der gréte Tumorherd
mit 5,5cm war in dieser Gruppe zu finden. Gering kleiner stellte sich die mittlere
TumorgrélRe in der ,intermediate risk“-Gruppe mit 2 +0,8 cm dar. Die im Mittel
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kleinsten Tumorherde (1,6 +0,6 cm) waren im vorliegenden Kollektiv in der ,high

risk“-Gruppe auszumachen.

2,5

2,0

1,5

1,0 ® MW TumorgroRe

(cm)

0,5

0,0 T T T 1

gesamt low risk  intermed.  high risk
risk

Abb. 14: TumorgroRe (Mittelwert in cm, SEM) des Gesamtkollektivs und der drei Risikogruppen
3.2.3. Tumorgrading und Recurrence-Score

Gut differenzierte Mammakarzinome (G1) fanden sich ausschlie3lich in der ,,low risk*-
Gruppe. Den GroBteil dieser Gruppe machten maRig differenzierte Karzinome aus
(n=27, 87,1 %). Wenig differenzierte Karzinome fanden sich hingegen in dieser
Kategorie nicht. In der ,intermediate risk“-Gruppe und ,,high risk“-Gruppe waren keine
gut differenzierten Tumore auszumachen. Der Grof3teil der Karzinome (n = 13, 81,2 %)
der ,mittlere*-Risikogruppe zeigte einen maRigen Differenzierungsgrad, in 3 Fallen
(18,8 %) lag ein wenig differenziertes Karzinom (G3) vor. In der ,high risk“-Gruppe
zeigte sich ein anderes Bild. Hier lagen in etwas mehr als zwei Drittel der Falle (n =2,
66,7 %) Tumore mit geringem Differenzierungsgrad vor. Im verbleibenden Fall dieser

Risiko-Gruppe war ein maRig differenziertes Karzinom diagnostiziert worden.
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Abb. 15: Prozentualer Anteil der histologischen Differenzierungsgrade der Tumore in den drei
Risikogruppen (gut differenziert = G1, méaRig differenziert = G2, wenig differenziert = G3)
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Abb. 16: Prozentualer Anteil einer Lymphangiosis (L1) und Hamangiosis carcinomatosa (V1) im
Gesamtkollektiv und den drei Risikogruppen
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3.2.4. Ham- und Lymphangiosis carcinomatosa und Recurrence-Score

Im vorliegenden Gesamtkollektiv zeigte sich insgesamt in 43 % der Falle eine
Lymphangiosis carcinomatosa (L1) und in 3,9 % der Félle eine Hamangiosis
carcinomatosa (V1). In 452% der ,low risk“-Gruppe (n=14) war eine
LymphgefaRinvasion, in 3,2% der Falle eine Angioinvasion zu sehen. In der
»intermediate risk“-Gruppe zeigte die Hélfte der Patientinnen (n =8) eine Invasion in
Lymphgefae und in einem Fall (6,3 %) eine V1. In der ,high risk“-Gruppe fand sich
weder eine LymphgefaR- noch eine BlutgefaRinvasion (vgl. Abb. 16).

3.3. Tumorbiologische Daten und Recurrence-Score

3.3.1. Hormonrezeptor-Status und Recurrence-Score

Mittelwert und Standardabweichung fur die Hormonrezeptor-Status-Werte wurden auch
fur die drei anhand des OncotypeDX®-Recurrence-Score gebildeten Risikogruppen
ermittelt.

Auffallig hierbei ist, dass sowohl fur den mittleren ER-Rezeptor- als auch fir den PR-
Rezeptor-Score in der ,,low risk“-Gruppe jeweils die hdchsten und in der ,high risk*-
Gruppe die niedrigsten Werte beobachtet wurden. Besonders deutlich sinken die Werte
im Gruppenvergleich beim Progesteronrezeptor ab: in der ,,niedrig“-Risikogruppe ergab
sich ein Mittelwert von 11 £2,7 in der ,mittlere”-Risikogruppe ein Mittelwert von
9 £ 4,1 und in der ,,hoch“-Risikogruppe noch ein mittlerer Wert von 4 + 6,9, so dass der
Mittelwert der Gruppe des geringsten Rezidivrisikos fast dreimal so hoch ist wie der fir
die des hochsten Risikos. Der ER-Score zeigte in dieser Betrachtungsreihenfolge
ebenfalls einen Abfall, jedoch einen deutlich geringeren. Einen Uberblick gibt Abb. 17.
Bei weiterer Betrachtung zeigten alle drei Gruppen in mehr als der Halfte der Félle
einen stark positiven ER-Score mit Werten von 8 - 12. Am deutlichsten war dies in der
Hhiedrig“-Risikogruppe mit 93,6 % der Féalle (n=29) erkennbar. In der ,hoch“-
Risikogruppe waren es noch 66,7 % der Falle (n = 2). In den restlichen 33,3 % der Félle

zeigte sich in dieser Gruppe ein schwach positives Ergebnis (vgl. Abb.17).
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Abb. 17: Mittelwerte und Standard Error of the Mean (MW, SEM) des Hormonrezeptor-Score flr den
Ostrogen- (ER-) und des Progestern-Rezeptor (PR) der drei Risikogruppen
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Abb. 18: Prozentualer Anteil der Ostrogenrezeptor-Expression (ER) in den drei Risikogruppen
(schwach = IRS < 5, maRig = IRS 6 — 11, stark = IRS = 12)

Ein &hnliches Bild stellte sich bei Beobachtung der stark positiven PR-Score-Werte in
der ,low risk“-Gruppe dar. Auch hier zeigten die zugehdrigen Patientinnen in der
groRen Mehrzahl der Félle (n=28, 90,3 %) einen stark positiven Status fur den

Progesteronrezeptor.
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In der ,,mittlere*-Risikogruppe waren es mit einem prozentualen Anteil von 68,8 %
(n=11) im Vergleich dazu deutlich weniger. In der der Gruppe mit dem hdochsten
Rezidivrisiko lag ein stark positiver Wert nur in einem Fall (33,1 %) vor. In den Gbrigen

beiden Fallen (66,7 %) wurde in dieser Gruppe ein negativer PR-Status ermittelt.
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Abb. 19: Progesteronrezeptor-Score der Risikogruppen
3.3.2. Proliferationsindex Ki-67 und Recurrence-Score

Das Gesamtkollektiv zeigte einen mittleren proliferationsassoziierten Ki-67-Index von
13,0 + 10,1 %. Bei Betrachtung der drei Gruppen nach steigendem Risiko fand sich ein
begleitender Anstieg des Ki-67-Index. In der ,niedrig“-Risikogruppe betrug dieser im
Mittel 9,3 £6,0 %, in der ,mittlere*-Risikogruppe zeigte sich ein gering Uber dem
Mittelwert des Kollektivs liegender mittlerer Wert von 17,5 + 6,0 %. Wie Abb. 20
illustriert, war in der ,,hoch“-Risikogruppe ein deutlicher Anstieg des Index auf
durchschnittlich 41,7 % + 8,3 zu erkennen. Auch der hochste ermittelte Wert von 50 %

fand sich bei einer Patientin der ,,hoch*-Risikogruppe.
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Abb. 20: Proliferationsindex Ki-67 bezogen auf die Gruppeneinteilung (RS-Score)

Die ,,low risk“-Gruppe zeigte sich in knapp zwei Drittel der Félle (n = 20, 64,5 %) Ki-
67-Werte <14 %, somit lag ein Luminal-B-Subtyp mit Werten > 14% in 11 Féllen
(35,5 %) vor. In 12,9 % der Falle (n =4) zeigten sich Werte > 20 %. Bei Betrachtung
dieser Verteilung war in der ,intermediate risk“-Gruppe eine fast ausgewogene
Verteilung mit leichtem Uberwiegen von mittleren Ki-67-Werten > 14 % (56,3 % der
Falle) gegeben. In knapp der Hélfte dieser Falle (55,6 %) lagen Werte > 20% vor. In
der ,,hoch“-Risikogruppe fand sich zu 100 % ein proliferationsassoziierter Ki-67-Index
von >14 %, entsprechend einem Luminal-B-Karzinom. In jedem Fall wurde die

Schwelle von > 20 % Uberschritten.
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Abb. 21: Ki67-Index bezogen auf die Risikogruppen

3.4. Hormonrezeptor-Status: Vergleich von Immunhistochemie und
gRT-PCR

Im Zuge der OncotypeDX®-Testung wurde mittels gqRT-PCR Verfahren die RNA-
Expression des Ostrogen- und des Progesteronrezeptors ermittelt, deren Ergebnisse
auch in den Recurrence-Score mit einflossen. Der auf diese Weise untersuchte ER-
Score ergab durchschnittlich einen Wert von 9,3 £ 1,2, wobei der Cut-off-Wert des
Verfahrens bei 6,5 liegt. Insgesamt zeigten alle untersuchten Proben, genau wie in der
immunhistochemischen Untersuchung, einen positiven ER-Status. Auch bei einem
Vergleich der Mittelwerte der drei Risikogruppen wurde in der ,,low risk“-Gruppe der
hdchste Durchschnittswert von 10,3 + 1,2 und in der ,,high risk*“-Gruppe der niedrigste
Mittelwert von 9,3+ 1,8 gesehen, was mit der Werte-Entwicklung der mittels
immunhistochemischer Farbungen erhobenen Ergebnisse Ubereinstimmte (vgl. Abb.
22).
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Abb. 22: Vergleich der ER-Score-Werte (Ostrogenrezeptor) Immunhistochemie (IHC) vs. gRT-PCR

Es folgte eine Gegenuberstellung der mittels immunhistochemischer Untersuchungen
und gRT-PCR Verfahren ermittelten Werte mit Einteilung nach den
immunhistochemischen Score-Werten in schwach, maRig und stark positiv. Der
niedrigste erhobene IRS-Wert von drei ging bei diesem Vergleich mit dem niedrigsten
ER-Score-Wert der OncotypeDX®-Bestimmung von 7,2 einher. Bei einem maélig
positiven IRS-Score mit Werten zwischen 4 - 6, welcher in 8 % der Féalle gesehen
wurde, zeigten die dazugehorigen Werte eine Spanne von 7,9 bis 9 und waren im
unteren bis mittleren positiven Bereich angesiedelt.

Bei den mehrheitlich stark positiven IRS-Scores (8 - 12) fanden sich begleitend Werte
im mittleren bis hohen positiven Bereich. Der Mittelwert der immunhistochemisch
untersuchten Werte lag hier bei 11,8 + 0,8. Die Ergebnisse der PCR-Messung ergaben
einen mittleren Wert von 10 + 1,1. Bemerkenswert ist, dass der maximal zu erreichende
immunhistochemische Score von 12 mit Werten, die eine Spanne von 8 bis 12,3
aufweisen, einherging.

Fur den mittels gRT-PCR ermittelten Progesteronrezeptor-Status ergab sich insgesamt
ein  durchschnittlicher Wert von 6,7+14. Der Cut-off-Wert bei dieser
Untersuchungsmethode liegt bei 5,5.

Auffallig im Vergleich der Mittelwerte der drei Risikogruppen war, dass sich die Werte

der ,,mittlere“-Risikogruppe und der ,,hoch*“-Risikogruppe kaum unterschieden. Wie bei
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den immunhistochemisch ermittelten Ergebnissen fand sich auch hier in der ,,niedrig“-
Risikogruppe der hochste Mittelwert von 8,6 + 1,2. Eine vergleichende Ubersicht bietet
Abb. 23.
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Abb. 23: Vergleich der PR-Score-Werte (Progesteronrezeptor) Immunhistochemie (IHC) vs. gRT-PCR

Es folgte eine Gegentberstellung der Werte beider Messungsmethoden, wobei eine
Einteilung nach negativem bzw. schwach, mé&Rig und stark positivem IRS-Score
vorgenommen wurde. Hierbei wurde auch mittels der PCR-Methode in zwei Fallen ein
negativer Progesteron-Status erhoben. Jedoch handelte es sich hierbei nicht um
dieselben Patientinnen, welche immunhistochemisch einen negativen PR-Score zeigten.
Wie Tab. 12 und Tab. 13 erkennen lassen, gingen die immunhistochemisch negativ
gewerteten PR-Scores mit positiven Ergebnissen in der PCR-Methode einher. Die
beiden negativen Progesteron-Scores in der PCR-Messung zeigten immunhistochemisch
IRS-Scores von 1 und damit einen niedrig positiven immunreaktiven Score.

In den beiden anderen verglichenen Gruppen der immunhistochemisch maRig bzw.
stark positiven PR-Scores zeigten sich im Gegensatz dazu &hnliche Ergebnisse. In der
Gruppe der immunhistochemisch méaRig positiven IRS-Scores fanden sich begleitend
niedrige bis mittlere Werte des PR-Scores. In der Gruppe stark positiver

immunhistochemischer Ergebnisse flr den Progesteronrezeptor wurden PCR technisch
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bestimmt mittlere bis hohe Werte erhoben. Fir den immunhistochemisch erhobenen

Maximal-Score von 12 reichte die Spanne der Parallelwerte von 6,7 bis 9,9.

Progesteron IRS- | Progesteron-Score Recurrence-
Score gRT-PCR Score
Probe 1 0 5,9 35
Probe 2 0 6,6 37
Bewertung negativ positiv high risk

Tab. 12: Ubersicht der Proben mit negativem immunreaktivem Score (IRS) und gleichzeitig positiver

gRT-PCR flr den Progesteron-Rezeptor (PR)

Progesteron IRS- | Progesteron-Score Recurrence-
Score gRT-PCR Score

Probe 3 1 4,1 13

Probe 4 1 4.4 29

Bewertung schwach positiv negativ low/ intermed.

risk

Tab. 13: Ubersicht der Proben mit positivem immunreaktivem Score (IRS) und gleichzeitig negativer

gRT-PCR fir den Progesteron-Rezeptor (PR)

45




3.5. Der Einfluss von OncotypeDX® auf die Therapieentscheidung

Vor Bekanntwerden des OncotypeDX®-Ergebnisses sollte nach interdisziplindrem
Tumorkonferenzbeschluss bei 12 Patientinnen (24 %) aufgrund des Kklinisch-
pathologischen Risikoprofils eine adjuvante Chemotherapie angeschlossen werden. In
Kenntnis des RS-Ergebnisses sollte eine solche noch in 10 Fallen (20 %) durchgefihrt
werden. Eine Anderung der Entscheidung im Hinblick auf das Therapieregime war in
16 % der Félle (n=8) zu beobachten. Eine Entscheidung gegen eine adjuvante
Chemotherapie fand sich in einer Mehrzahl der Félle (62,5%). Eine
Entscheidungsénderung im Sinne einer Befirwortung einer adjuvant durchgefihrten
Chemotherapie unter Berlicksichtigung des Recurrence-Score war in drei Fallen
(37,5 %) zu beobachten. Davon wiesen zwei Patientinnen einen hohen RS auf.

In der ,low risk“-Gruppe sollten vor der Oncotype DX® Testung vier (12,9 %) der
Patientinnen eine adjuvante Chemotherapie erhalten. Nach Bekanntwerden des
Testergebnisses sollte eine solche noch bei 9,7 % der Gruppenangehdrigen (n=3)
durchgefiinrt werden (vgl. Abb. 24). Eine Anderung der Entscheidung konnte in
drei Fallen (9,7 %) gesehen werden. Zumeist stimmten die Teilnehmer der
interdisziplindren Tumorkonferenz in Kenntnis des RS-Scores gegen eine
Chemotherapie (n=2, 66,7%) und fir eine alleinige endokrine Therapie.
Interessanterweise wurde in einem Fall trotz eines nach OncotypeDX®-Testung
geringen Rezidivrisikos fir die Durchfuhrung einer adjuvanten Chemotherapie
entschieden. Hierbei handelte es sich um eine 49 Jahre alte Patientin mit
multizentrischem Mammakarzinom (NST, G2) mit positivem Nodalstatus,
begleitendem high-grade DCIS (extensive disease) und einem Ki-67-Index von 15 %.
Den Patientinnen der ,,mittlere“-Risikogruppe wurde eine adjuvante Chemotherapie in
sieben Féllen (43,8 %) vor der Oncotype DX® Testung und in vier Fallen (25 %) nach
der Testung empfohlen (vgl. Abb. 24). Eine Anderung in der Therapieentscheidung
konnte bei drei Patientinnen (18,8 %) gesehen werden. Hierbei handelte es sich in allen
Féllen (100 %) um die Ablehnung einer postoperativen Chemotherapie.

Eine Patientin (33,1 %) der ,hoch“-Risikogruppe sollte anhand des klinisch-
pathologischen Risikoprofils eine adjuvante Chemotherapie erhalten. Erwartungsgeman

wurde allen Patientinnen dieser Gruppe nach Bekanntwerden des hohen Rezidivrisikos
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eine Chemotherapie empfohlen, was einer Entscheidungsanderung in 66,7 % (n = 2) der
Félle entspricht.
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Abb. 24: Empfehlung einer adjuvanten Chemotherapie (CT) in der interdisziplinaren Tumorkonferenz
vor und nach Kenntnis des Ergebnis der OncotypeDX®-Testung

In den insgesamt acht Fallen, bei denen es zu einer Anderung der Therapieentscheidung
von initialer Empfehlung einer adjuvanten Chemotherapie zu einer Empfehlung einer
alleinigen Hormontherapie kam, zeigten drei der betroffenen Patientinnen (60,0 %)
einen mittleren RS und zwei (40 %) einen niedrigen RS (vgl. Tab. 14). In den drei
Fallen, bei denen zur anfanglich empfohlenen endokrinen Therapie eine Chemotherapie
erganzt werden sollte, zeigten zwei Patientinnen (66,7 %) einen hohen RS und eine
Patientin (33,3 %) einen niedrigen RS.

In insgesamt 42 Féllen (84,0 %) hatte das OncotypeDX®-Ergebnis keinen Einfluss auf
die therapeutische Entscheidung. Eine vor Kenntnis des RS ausgesprochene
Chemotherapie-Empfehlung wurde in sieben Fallen (14,0 %) beibehalten. Davon hatten
vier Patientinnen (57,2 %) einen mittleren, zwei Patientinnen (28,6 %) einen niedrigen
und eine Patientin (14,3 %) einen hohen Recurrence-Score. Von den 35 Patientinnen
(70,0 %), bei denen es auch nach der OncotypeDX®-Testung bei einer alleinigen
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endokrinen Therapie bleiben sollte, war in 26 Fallen (74,3 %) ein niedriger RS und in
neun Féllen (25,7 %) ein mittlerer RS auszumachen (vgl. Tab. 14).

Therapie- low risk intermed. high risk Total
Empfehlung n (%) risk n (%) n (%)

31 (62) 16 (32) 3 (6) n %
Therapieanderung
CT->HT 2 (40,0) 3 (60,0) 0 (0) 5 10
HT->CT 1(33,3) 0 (0) 2 (66,7) 3 6
Total 3 (37,5) 3 (37,5) 2 (25,0) 8 16
keine
Therapiednderung
CT->CT 2 (28,6) 4 (57,1) 1(14,3) 7 14
HT->HT 26 (74,3) 9 (25,7) 0 (0) 35 70
Total 28 (66,7) 13 (30,9) 1(2,4) 42 84

Tab. 14: Therapieempfehlung vor und nach Kenntnis des RS-Ergebnisses der OncotypeDX®-Testung
(CT = adjuvante Chemotherapie, HT = Hormontherapie)

Hinsichtlich einer Reduktion der Empfehlung einer Chemotherapie war eine
Gesamtanderung von 4 % auszumachen, was einer relativen Reduktion von 16,7 %
entspricht. Besonders deutlich konnte dies in der ,,mittlere“-Risikogruppe gesehen

werden mit einer relativen Reduktion von 42,9 % (vgl. Tab. 15). Bei Patientinnen mit

einem niedrigen RS konnte eine relative Reduktion von 25,0 % beobachtet werden.

Chermo- pra post Anderung der
Patienten therapie OncotypeDX | OncotypeDX Empfehlung einer
b Chemotherapie
Gesamt- relative
n (%) n (%) n | anderung | Anderung
(%) (%)
Gesamt CT 12 (24,0) 10 (20,0) o | a0 16.7
n=>50 keine CT | 38 (76,0) 40 (80,0) ' '
low risk CT 4 (12,9) 3(9,7)
n=31 keine CT | 27 (87,1) 28 (90,3) -1 32 250
intermed. | CT 7 (43,8) 4 (25,0)
riskn=16 [keine CT | 9(562) | 12(750) | ° | 188 429
highrisk | CT 1(33,3) 3 (100)
n=3 keine CT | 2 (66.7) 0(0) *2| 666 100

Tab. 15: Anderung der Therapieempfehlung vor und nach Kenntnis des Recurrence-Score (RS)
(CT = adjuvante Chemotherapie)
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Eine Verminderung der Anzahl von Chemotherapie-Empfehlungen konnte ebenfalls in
der Gruppe der nodal-positiver Patientinnen gesehen werden. Initial waren 31,5 %
dieser Patientinnen (n=05) fir eine adjuvante chemotherapeutische Behandlung
qualifiziert. Wie in Tab. 16 dargestellt, waren es nach Vorliegen des OncotypeDX®-
Ergebnisses noch zwei Patientinnen (12,5 %). Hier zeigte sich eine absolute Anderung
von 18,8 %, entsprechend einer relativen Anderung von 60 %. In der gréReren Gruppe
der nodal-negativen  Patientinnen  wurde zwar eine  Verdnderung der
Therapieentscheidung in vier Féllen (8 %) gesehen, diese hatten jedoch keinen Einfluss
auf die Gesamtanzahl der empfohlenen chemotherapeutischen MaRnahmen (vor und

nach OncotypeDX®-Testung jeweils n = 8, entsprechend 11,8 %).

pra post --
Patienten | CT | OncotypeDX | OncotypeDX Angienreurngr?leenr“i?g)rfaegilgng
Gesamt- relative
n (%) n (%) n | anderung | Anderung
(%) (%)
nodal CT
positiv 5(31,3) 2 (12,5)
n=16 keine -3 18,8 60,0
CT 11 (68,7) 14 (87,5)
nodal CT
negativ 8 (23,5) 8 (23,5)
n=232 keine - - -
CT 26 (76,5) 26 (76,5)

Tab. 16: Anderung im Hinblick auf die Therapie-Empfehlung vor und nach Kenntnis des Recurrence-
Score (RS) unter Berticksichtigung des Nodalstatus (CT = adjuvante Chemotherapie)
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3.6. Charakteristika des uPA/PAI-Kollektivs

Neben der Erhebung des OncotypeDX®-Recurrence-Scores wurde in der Halfte der
untersuchten Félle (n=25) ergdnzend eine Bestimmung des Gehalts der
Proteolysefaktoren Plasminogen-Aktivator vom Urokinasetyp (uPA) und dem
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor Typ 1 (PAI - 1) durchgefihrt, welche eine wichtige
Rolle bei der Invasion und der Metastasierung von Mammakarzinomen spielen.

Die allgemein und tumorspezifisch erhobenen Daten sind in den folgenden
Ubersichtstabellen aufgefiihrt (vgl. Tab. 17 - Tab. 19).

Gesamtgruppe n (%) UPA/PAI-Gruppe n (%)
Alter MW+Stabw (Jahre) 536 +£11 52,0+ 12,7

OoP

- BET 37 (74) 22 (78)

- Subkutane Mastektomie 6 (12) -

- Mastektomie 7 (14) 3(12)
Schnellschnittdauer (Min.) 24,6 23,8
Befunddauer (d) 1,3 1,2
Histologischer Subtyp
- NST 44 (88) 20 (80)

- Invasiv lobular 5 (10) 5 (20)

- sonstiges 1(2) -
Betroffene Brust

- links 29 (58) 12 (48)

- rechts 21 (42) 13 (52)
Tu-GroRe MW+Stabw (cm) 2,0+0,9 2,1+12
Min/Max (cm) 0,6/55 1,1/55

Tab. 17: Alter, OP, Schnellschnittdauer (in Minuten), Befunddauer (in Tagen), Histologischer Subtyp,
Betroffene Brust (links, rechts), TumorgroRe (Mittelwert und Standardabweichung in cm; minimale
und maximale GroRe in cm) im Gesamtkollektiv und uPA/PAI-Kollektiv
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| Gesamtgruppe n (%) | uPA/PAI-Gruppe n (%)
T-Stadium
pT1lb 2 (4) -
pTilc 19 (28) 25 (50) 11 (44) 12 (48)
pTlc(m) 6 (12) 1(4)
pT2 17 (34) 22 (44) 10 (40) 12 (48)
pT2(m) 5 (10) 2 (8)
pT3 1(2) 1(4)
Grading
Gl 4 (8) -
G2 41 (88) 25 (100)
G3 5 (10) _
Nodal negativ 23 (66) 25 (100)
Nodal positiv 17 (34) -
Lymphgefaliinvasion 22 (43) 10 (40)
In situ Komponente 28 (56) 11 (44)

Tab. 18: Tumorstadium, Grading, Nodalstatus, L1 und In-Situ-Komponente im Gesamtkollektiv und

uPA/PAI-Kollektiv

esamtgruppe n (%
Ke (%)

| UPA/PAI-Gruppe n (%)

IRS Score ER

0 negativ — —

1 -3 schwach 1(2) 1(4)
4 — 6 makig 1(2) _

8 — 12 stark 45 (90) 24 (96)
IRS Score PR

0 negativ 2 (4) 1(4)
1 - 3 schwach 3 (6) —

4 — 6 maRig 5 (10) 1(4)
8 — 12 stark 40 (80) 23 (92)
Ki-67 MW=Stabw. 13+10,1 12,2+10,4
<14% 28 (56) 16 (64)
>14% 22 (44) 9 (46)

Tab. 19: IRS Score und Ki-67-Index Gesamt-Kollektiv und uPA/PAI-Kollektiv
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3.6.1. Ergebnisse der uPA/PAI-Testung

Der Cut-off-Wert fir uPA-Konzentrationen, welche mit einem erhéhten Rezidivrisiko
einhergehen, liegt bei >3 ng/mg Gesamtprotein, der fur seinen Inhibitor PAI bei
> 14 ng/mg Gesamtprotein.

Der mittlere erhobene Wert des beobachteten Gesamtkollektivs lag bei
3,44 £ 2,37 ng/mg und somit knapp tber dem Cut-off-Wert. Insgesamt lag bei 48 % der
Patientinnen (n=12) ein Wert <3 ng/mg vor. Ein erhohtes Risikoprofil zeigte sich
somit in 52 % der Félle (n=13), wobei der minimal erhdhte Wert bei 3,1 und ein
maximale Wert bei 11 ng/mg zu beobachten war.

Fur PAI lag der bobachtete Mittelwert bei 19,3 ng/mg £ 11,1 Protein. Es zeigten sich in
ungefahr zwei Drittel der Falle (64 %) ein Wert von >14ng/mg. In 36 % der
Untersuchungen (n = 9) wurde der cut-off flr PAI nicht erreicht; die Ergebnisse lagen
zwischen minimal 5,6 und maximal 12 ng/mg.

Fur ein positives Testergebnis ist die erhohte Proteinkonzentration eines der beiden
untersuchten Marker ausreichend. In 32 % der vorliegenden Félle (n = 8) konnte eine
synchrone Erhdhung beider Werte gesehen werden.

Von den insgesamt 25 Patientinnen ergab sich bei 16 (64 %) ein niedriger RS, bei
sieben (28 %) ein mittlerer und bei zweien (8 %) ein hoher RS.

In der ,low risk“-Gruppe zeigte sich eine mittlere uPA-Konzentration wvon
3,9+15ng/mg und damit der insgesamt Kkleinste erhobene Mittelwert der drei
Risikogruppen. In der ,,mittlere*-Risikogruppe wurde ein Mittelwert von 4,6 £ 1,7, in
der ,,hoch*“-Risikogruppe einer von 6,3 = 6,6 ng/mg gesehen. Fir die mittleren Werte
von PAI zeigt sich ein &dhnliches Bild. Die Werte zeigen einen Anstieg von der
Hhiedrig“-Risikogruppe zur ,hoch“-Risikogruppe. Der Mittelwert der ,low risk“-
Gruppe lag bei 11 + 10,4, der der ,,intermediate risk*“-Gruppe bei 21,3 = 9,6 und der der
,»high risk“-Gruppe bei 32,5 £ 17,7 (vgl. Abb. 25). In 75 % der Félle (n = 8) zeigten sich
in der ,Jlow risk“-Gruppe uPA-Werte <3 ng/mg, passend zur Einteilung in diese
Risikogruppe mittels OncotypeDX®. Dementsprechend fanden sich in dieser Gruppe
aber auch in 25 % der Félle (n = 4) erhohte Werte fiir uPA. In der ,,intermediate risk*-
Gruppe zeigten sich zum grofiten Teil (n = 6, 85,7 %) erhohte uPA-Werte > 3 ng/mg. In

der ,,high risk“-Gruppe war ein unklares Ergebnis mit jeweils zur Halfte normalen und
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erhdhten uPA-Werten zu beobachten. Eine graphische Darstellung der Ergebnisse findet
sich in Abb. 26.
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Abb. 25: uPA/PAI-Werte (UPA = Plasminogenaktivator vom Urokinasetyp, PAl = Plasminogen-
Aktivator-Inhibitor Typ 1)des Gesamtkollektivs und der drei Risikogruppen (MW = Mittelwert +
Standard Error of the Mean, SEM)

90%
80%
70%
60%
50%
40% - —
30% - —
20% - —
10% - 1 -
0% . . .

gesamt low risk  intermed. risk  high risk

®m yPA < 3 ng/mg
uUPA > 3 ng/mg

Abb. 26: uPA-Werte des Gesamtkollektivs und der drei Risikogruppen

Fur PAI zeigte das low-risk-Kollektiv, wie die Abb. 27 illustriert, in je der Halfte der
Falle (n = 8) normale und erhohte Werte. In der ,,high risk“-Gruppe lag in allen Fallen
gleichsam eine Erhéhung der PAI-Konzentration > 14 ng/mg vor. In der ,,intermediate
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risk“-Gruppe zeigte sich in sechs Féllen (85,7 %) eine erhohte Konzentrationen des
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor Typ 1 (PAI).
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Abb. 27: PAI-Werte des Gesamtkollektivs und der drei Risikogruppen
3.6.2. UuPA/PAI-Ergebnis und Recurrence-Score

In den 25 untersuchten Proben, bei denen eine zusétzliche uPA/PAI-Testung erfolgte,
zeigte sich in 18 Féllen (72 %) eine erhohte Proteinkonzentration bei zumindest einem
der beiden Parameter und somit ein erhdhtes Rezidivrisiko. In 28 % der Falle (n=7)
lagen beide Marker im Normbereich, entsprechend einem negativen Testergebnis. Diese
Féalle waren auch in der OncotypeDX®-Testung in die Gruppe mit niedrigem
Rezidivrisiko eingestuft worden, so dass hier von einer guten Ubereinstimmung
ausgegangen werden kann.

Dennoch zeigte sich in mehr als der Hélfte (56,3 %) der ,low risk“-Gruppe nach
OncotypeDX® ein erhohtes Risiko in der uPA/PAI-Analyse (vgl. Abb. 28). Die
,mittlere“-Risikogruppe und ,,hoch“-Risikogruppe lielen begleitend in allen Féllen ein
erhohtes Rezidivrisiko in der uPA/PAI-Testung erkennen. Es konnte somit eine
Ubereinstimmung in der ,hoch*“-Risikogruppe zwischen den Ergebnissen der
OncotypeDX®- und uPA/PA-Untersuchung am vorliegenden Patientenkollektiv

gefunden werden.
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Abb. 28: Vergleich von uPA/PAI und Recurrence-Score der drei Risikogruppen
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4. Diskussion

Das Mammakarzinom ist sowohl in Deutschland als auch weltweit die héaufigste
Krebserkrankung der Frau und stellt nach wie vor die flhrende krebsbedingte
Todesursache der weiblichen Bevolkerung dar (1, 3).

Durch ein besseres Verstdndnis der Heterogenitdt von Krebserkrankungen im
Allgemeinen, insbesondere der des Mammakarzinoms, orientiert sich die Therapie an
individuellen Eigenschaften des Tumors der jeweiligen Patientin.

Eine entscheidende Rolle spielt neben einer antihormonellen Therapie der Einsatz einer
Chemotherapie. Hierbei kann zwischen einem neoadjuvanten und einem adjuvanten
Therapieansatz differenziert werden. Ferner existieren verschiedenste zytostatische
Schemata, welche sich in Wirkstoffkombination, Dosis, Applikationsform und -intervall
unterscheiden.

In diesem Zusammenhang steht die Ermittlung pradiktiver Faktoren, welchen beziiglich
des Ansprechens auf eine therapeutische Mallnahme ein Vorhersagewert zugesprochen
wird. Zu den erhobenen Kriterien zahlt neben dem Her2-Status und dem
Hormonrezeptor-Status auch der Ki-67-Proliferationsindex. Diese Faktoren kénnen als
immunhistochemische Surrogatparameter zur Unterteilung in die verschiedenen
intrinsischen Subtypen genutzt werden, um als Entscheidungsgrundlage fiur eine
weiterflihrende Therapie dienen zu kénnen. Bei luminalen Mammakarzinomen (Her2-
negativ, Hormonrezeptor-positiv) ist anhand der klassischen klinisch-pathologischen
Faktoren nicht immer sicher zu entscheiden, welche Patientin neben der indizierten
endokrinen Therapie von einer adjuvanten Chemotherapie profitiert. Vor diesem
Hintergrund erfolgte die Entwicklung von Multigen-Tests wie dem OncotypeDX® und
die proteinbasierte Analyse der Biomarker uPA/PAI, um das individuelle Rezidivrisiko
der einzelnen Patientin besser absch&tzen zu kdnnen. Eine standardisierte Testung in
unklaren Fallen existiert derzeit noch nicht.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Patientenkollektiv untersucht, bei dem aufgrund
eines unklaren Nutzens einer adjuvanten Chemotherapie eine OncotypeDX®-Testung
durchgefuhrt wurde. Anhand definierter Parameter wurde versucht, Besonderheiten des
vorliegenden Kollektivs herauszuarbeiten. VVon besonderem Interesse war die Anzahl
der Patientinnen in den drei Risikogruppen. Ferner stellte sich die Frage, ob an

ausgewahlten Faktoren wie Patientenalter, TumorgroRe, histologischem Grading,
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Lymphgefa- und Blutgefaleinbruch eine Vorhersage des Recurrence-Score mdglich
ist. Besonderes Interesse galt der Frage, ob anhand des Hormonrezeptor-Scores und der
Hohe des Ki-67-Proliferationsindex der zu erwartende Recurrence-Score abgeleitet
werden kann. Da im Zuge der OncotypeDX®-Testung die RT-PCR-basierte
Untersuchung und separate Mitteilung des Hormonrezeptor- und Her2/neu-Status
erfolgte, stellte sich die Frage, inwieweit diese mit den bereits immunhistochemisch
erhobenen Werten flr die Hormonrezeptoren in Einklang stehen. Demnach wurde ein
Vergleich in den unterschiedlichen Untersuchungsmethoden ermittelten Werte
vorgenommen. Ferner war von Interesse, wie die Recurrence-Score-Ergebnisse die
Entscheidung uber die folgenden therapeutischen MalRnahmen beeinflussten.

Im Vordergrund stand dabei, ob und in welchen Fallen eine Anderung der Empfehlung
flr oder gegen eine Chemotherapie resultierte. Unabhangig davon wurde bei der Hélfte
des vorliegenden Gesamtkollektivs, welches die Anforderungen der proteinbasierten
Testung von uPA/PAI erflllten, dieser Test durchgefuhrt. In diesen Féllen war somit

eine vergleichende Betrachtung der beiden Testergebnisse moglich.

4.1. Charakteristika des Gesamtkollektivs

In der Altersstruktur des Kollektivs zeigte sich ein mittleres Alter von 53,6 = 11,0 Jahre
mit einer Spanne von 28 bis 73 Jahren. In der Altersverteilung zeigten sich keine
Auffalligkeiten (vgl. Abb. 5). Die groRte beobachtete Altersgruppe stellten die 41-
50 j&hrigen mit 28 % der Félle dar. Erwartungsgemal? waren Patientinnen > 70 Jahre am
seltensten (n=4, 8 %). Dies kann damit begriindet werden, dass bei &lteren Patienten
aufgrund der begleitenden Komorbiditat die Indikation fir eine zytotoxische Therapie
seltener gestellt wird. Zudem legt eine Ubersicht randomisierter Studien nahe, dass
junge Patientinnen eher von einer Chemotherapie profitieren als altere (121, 122).

Bei Betrachtung der Verteilung der histologischen Subtypen fand sich, wie erwartet, in
einer groRen Mehrheit (n=44, 88,0 %) ein invasives Mammakarzinom of no special
Type (NST), gefolgt von einem invasiv-lobuléren Subtyp (n=5, 10,0 %). In nur einem
Fall konnte ein tubulo-lobuléres Karzinom gefunden werden (vgl. Tab. 2). Dies deckt
sich mit der fur gewéhnlich zu beobachtenden Haufigkeitsverteilung der verschiedenen
histologischen Subtypen (2). Auffallig war, dass die linke Brust etwas haufiger
betroffen war (n=29, 58,0 %). Bei Betrachtung der H&ufigkeit der vergebenen
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histologischen Differenzierungsgrade zeigte sich besonders hé&ufig ein maRiger
Differenzierungsgrad (G2), welcher bei 41 Patientinnen (82,0 %) des Gesamtkollektivs
zu finden war. Da zu den Voraussetzungen fir die OncotypeDX®-Testung ein positiver
Hormonrezeptor-Status und ein negativer Her2-Status zéhlen, konnten bei diesen
Merkmalen folglich keine Unterschiede ausgemacht werden. Es konnte aber festgestellt
werden, dass in einer deutlichen Mehrzahl der Félle stark positive immunreaktive
Scores vor allem fir den Ostrogen- aber auch fiir den Progesteronrezeptor gesehen
wurden (n=45, 90,0 % bzw. n=40, 80,0 %).

4.2. Verteilung der Risikogruppen

Im vorliegenden Kollektiv stellte sich die Verteilung auf die drei Risikogruppen, welche
anhand des Recurrence-Scores ermittelt wurden, wie folgend dar: 31 Patientinnen
(62 %) waren in der ,,low risk“-Gruppe, 16 Patientinnen (32 %) in der ,,intermediate
risk“-Gruppe und drei Patientinnen (6 %) in der ,,high risk*-Gruppe. In etwas weniger
als zwei Dritteln der Félle war somit von einem niedrigen Rezidivrisiko auszugehen, in
etwa einem Drittel der Fille von einem mittleren Rezidivrisiko. Die ,,high risk*“-Gruppe
war in der vorliegenden Untersuchung klein und umfasste nur drei Patientinnen, was zu
einem Teil der insgesamt geringen Anzahl der untersuchten Félle geschuldet sein durfte.
Im Vergleich zu den Patientenkollektiven randomisierter Studien konnte bei der ATAC-
Studie eine ahnliche Verteilung auf die Risikogruppen gesehen werden. VVon den 872
nodal-negativen der insgesamt 1178 eingeschlossenen Patientinnen waren 513 (59 %) in
der ,,low risk“-Gruppe, 229 (26 %) in der ,,intermediate risk“-Gruppe und 130 (15 %) in
der ,,high risk*“-Gruppe. Von den insgesamt 306 nodal-positiven Patientinnen waren 160
(52 %) in der ,,niedrig“-Risikogruppe, 94 (31 %) in der ,,mittlere“-Risikogruppe und 52
(17 %) in der ,,hoch“-Risikogruppe zu finden. Auch hier hat die Gruppe mit dem
niedrigsten Risiko die grofite Gruppenstarke, gefolgt von der Gruppe mit mittlerem
Risiko (78). Im Vergleich dazu zeigt sich bei der NSABP-B14 - und der SWOG-Studie
ein anderes Bild. In der erstgenannten wurden insgesamt 651 Patienten untersucht,
wovon 353 (54,2 %) in der ,,niedrig“-Risikogruppe 134 (20,6 %) in der ,,intermediate
risk“-Gruppe und 164 (25,2 %) in der ,,hoch*“-Risikogruppe waren (76). Von dem 367
Patienten starken SWOG-Kollektiv fanden sich 146 (39,8 %) in der ,,low risk“-Gruppe,
103 (28,1 %) in der ,,intermediate risk*“-Gruppe und 118 (32,2 %) in der ,high risk-
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Gruppe (81). Auch in diesen beiden letztgenannten Studien stellte die ,,niedrig“-
Risikogruppe jeweils den grofiten Anteil, wobei die ,,high risk“-Gruppe die zweitgroRte

Gruppenstérke aufwies.

4.3. Vergleich verschiedener Tumormerkmale mit dem Recurrence-

Score

Im Vergleich des mittleren Alters bei Diagnosestellung der drei Risikogruppen konnte
beobachtet werden, dass die Patientinnen der ,,low risk“-Gruppe im Mittel das geringste
Erkrankungsalter (52 = 10 Jahre, Median 56) und die der ,hoch“-Risikogruppe im
Mittel das hochste Erkrankungsalter (64 +6 Jahre, Median 64) aufweisen. Der
errechnete Mittelwert fiir die ,intermediate risk“-Gruppe lag bei 54 + 11 Jahren
(vgl. Abb. 12.) So gehdrte auch die jiingste in die Untersuchung eingeschlossene
Patientin mit 28 Jahren anhand ihres Recurrence-Scores in die ,,Jow risk*“-Gruppe. Die
alteste Patientin des Kollektivs war 73 Jahre alt und wurde der Gruppe mittleren Risikos
zugeteilt. Anhand des Alters alleine lasst sich nattrlich keine Aussage beziiglich des zu
erwartenden Recurrence-Score treffen. Dennoch kann an den beschriebenen
Ergebnissen zumindest eine Tendenz angedeutet werden. Es folgte eine differenzierte
Betrachtung nach Einteilung in Altersgruppen. Hier konnte gesehen werden, dass
Patientinnen < 40 Jahre ein geringes oder mittleres Rezidivrisiko aufwiesen.

Fur die Patientinnen zwischen 41 und 59 Jahren zeigt sich ein Trend von der niedrigen
zur mittleren Risikogruppe, wobei diese Altersgruppe auch insgesamt den grofiten
Anteil stellte. Fur ein Alter >50 Jahre zeigte sich eine Tendenz zur ,hoch*-
Risikogruppe. Einschrinkend ist die doch sehr geringe Gruppenstirke der ,,hoch*-
Risikogruppe zu erwahnen. Da die Korrelation des Alters mit dem Recurrence-Score
gegenwartig kein Gegenstand von Studien ist, stellt sich ein Vergleich der vorliegenden
Ergebnisse mit der Literatur schwierig dar. In einer Studie mit 74.334 Patienten wurde
unter anderem die Altersstruktur im Zusammenhang mit dem Recurrence-Score
untersucht (123). Die Einteilung der Altersgruppen entsprach der hier vorliegenden:
<40 Jahre, 41 - 50 Jahre, 51 - 60 Jahre, 60 - 70 Jahre und > 70 Jahre. Die Studie konnte
zeigen, dass der Prozentsatz der Brustkrebs-Patientinnen pro Altersgruppe ahnlich fur
den low-, intermediate- und high-risk Score bei Patientinnen zwischen 41 und 70 Jahren

war. Hingegen konnte bei Patientinnen, welche jinger als 40 und &lter als 70 Jahre alt
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waren, ein Trend zum ,high-risk® Score gefunden werden. Diese Beobachtung war laut
der Autoren fur die jungeren Patientinnen zu erwarten. Die Trendentwicklung der
altesten Patientinnen hingegen sei tberraschend. Ein Vergleich mit den in dieser Arbeit
gefundenen Ergebnissen ist nur begrenzt moglich, da die Einteilung der Risikogruppen
in der beschriebenen Studie anhand der Cut-off-Werte, wie sie im Rahmen der
laufenden TailorX-Studie Anwendung finden, vorgenommen wurde. Diese definiert die
,hiedrig“-Risikogruppe mit einem Score von 0 - 10, die ,,mittlere*-Risikogruppe mit
einem Score von 11 - 25 und die ,.hoch*“-Risikogruppe mit einem Score von 26 - 100.
Infolgedessen vergrofert sich vor allem die Anzahl von Patientinnen mit ,,intermediate-
risk®-, aber auch mit ,,high-risk“-Score (124).

Auffallig bei der Betrachtung der TumorgréfRe war, dass die ,,low risk“-Gruppe im
Mittel die groRten Karzinomherde aufwies (2,1 +0,9 cm, Median 2,1). Auch der
insgesamt grofite Tumorherd mit 5,5 cm war bei einer Patientin mit niedrigem RS zu
finden. Gering kleiner stellte sich die mittlere TumorgréRe in der ,,intermediate risk*-
Gruppe mit 2,0+£0,8cm dar (Median 1,8). Die im Mittel Kkleinsten Tumorherde
(1,6 £ 0,6 cm, Median 1,3) waren im vorliegenden Kollektiv in der ,,high risk*“-Gruppe
auszumachen. Diese Ergebnisse sind erstaunlich, da zu erwarten war, dass groRe
Tumoren tendenziell eher mit einem hohen Risiko-Score und Kkleine Karzinome
vielmehr mit einem geringeren Risiko-Score einhergehen. In einer Studie von 2010
untersuchten Auerbach et al. den Zusammenhang zwischen in der pathologischen
Diagnostik erhobenen Routineparametern und dem Recurrence-Score mit der Frage,
welche pathologischen Marker eine Vorhersage des Recurrence-Scores ermoglichen.
Dafir wurden 138 Falle eines invasiven, nodal-negativen und Ostrogenrezeptor-
positiven Mammakarzinoms untersucht. In 133 Féllen betrug die Tumorgrél3e zwischen
0,4 und 3,0 cm. In vier Fallen lagen Tumoren mit einer GréRRe von > 3,0 cm vor. Drei
davon zeigten parallel einen hohen Recurrence-Score-Wert. In einem Fall wurde ein
niedriger Recurrence-Score von 5 gesehen. Hier handelte es sich um ein muzindses
Mammakarzinom. Insgesamt konnte eine geringe, aber statistisch signifikante
Korrelation zwischen Tumorgrofie und Recurrence-Score gefunden werden (Spearmans
Rangkorrelationskoeffizient 0,18; p = 0,04) (125). Zusammenfassend l&sst sich somit
festhalten, dass die Tumorgrolie allein keinen ausreichenden Aufschluss auf einen zu

erwartenden Recurrence-Score-Wert zu lasst.
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Flanagan et al. untersuchten 42 Fille nodal-negativer, Ostrogenrezeptor-positiver,
invasiver Mammakarzinome und konnten einen signifikanten Zusammenhang zwischen
Recurrence-Score  und dem  Tumorgrading (Nottingham  Grading), dem
immunhistochemisch bestimmten Hormonrezeptor-Status und Her2/neu-Status zeigen
(126). Sie kamen zum Schluss, dass eine OncotypeDX®-Testung bei G1 und G3
Tumoren nicht erforderlich ist, da in diesen Féallen eine Korrelation zwischen
Tumordifferenzierung und Recurrence-Score bestlinde. In ihrer Studie fanden sie kein
G3-Karzinom mit niedrigem Recurrence-Score und auch kein G1-Karzinom mit einem
hohen Recurrence-Score. Einschrankend ist zu erwahnen, dass in dieser Studie
insgesamt nur eine geringe Fallzahl (n =42) untersucht wurde. Auch in der hier
vorliegenden Arbeit waren die vier Falle mit gut differenzierten Tumoren (G1)
ausschlieBlich in der ,,Jow risk“-Gruppe und alle diagnostizierten wenig differenzierten
Karzinome (G3) in der ,high risk“-Gruppe zu finden. Den grof3ten Anteil machen
jedoch die méRig differenzierten (G2) Mammakarzinome mit einem Anteil von 82,0 %
aus (n=41). Diese waren in 27 Fallen (65,9 %) in der ,niedrig“-Risikogruppe, in
13 Féllen (31,7 %) in der , mittlere“-Risikogruppe und in einem Fall (2,4 %) in der
,hoch“-Risikogruppe zu finden. In Zusammenschau konnte festgestellt werden, dass
aufgrund des histologischen Differenzierungsgrades eine eingeschrankte Vorhersage
des Recurrence-Scores moglich ist, dieser aber nicht als alleiniger Faktor herangezogen
werden kann. Ein pradiktiver Wert konnte auch nur fur gut oder wenig differenzierte
Karzinomen gezeigt werden. Fur die groRe Gruppe der maRig differenzierten
Karzinome liel3 sich auf alleiniger Basis der Tumordifferenzierung keine Vorhersage
des zu erwartenden Recurrence-Scores treffen.

Im vorliegenden Gesamtkollektiv zeigte sich insgesamt in 22 Féllen (43,1 %) eine
Lymphangiosis carcinomatosa (L1) und in 4,0 % der Félle (n=2) eine Hamangiosis
carcinomatosa (V1). In 452% der ,low risk“-Gruppe (n=14) war -eine
LymphgefaRinvasion, in einem Fall (3,2 %) eine H&mangioinvasion zu sehen. In der
»intermediate risk“-Gruppe zeigte die Hélfte der Patientinnen (n =8) eine Invasion in
Lymphgefalie und in 6,3 % der Falle eine Blutgefaliinvasion (n = 1). In der ,high risk“-
Gruppe fanden sich weder eine LymphgeféaR- noch eine BlutgefaRinvasion. Fir eine L1-
Situation bedeutet dies insgesamt, dass eine solche 14-mal in der ,low risk*“-Gruppe
(63,6 %) und in acht Féllen in der ,,intermediate risk*- Gruppe (36,4 %) ausgemacht
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werden konnte. Die beiden Félle mit einem BlutgefaReinbruch verteilen sich auf den
niedrigen und mittleren Recurrence-Score. Etwas Uberraschend ist, dass sich in der
,high risk“-Gruppe weder eine L1- noch eine V1-Situation zeigen, obwohl fir beide
Parameter eine prognostische Bedeutung nachgewiesen werden konnte (55, 56). Eine
Erklarung hierfiir liegt in der geringen Gruppenstirke der vorliegenden ,hoch*-
Risikogruppe. Allison et al. konnten in einer Studie mit 173 Fallen Ostrogenrezeptor-
positiver Mammakarzinome keine signifikante Korrelation zwischen einer
LymphgefaRinvasion und den Recurrence-Score-Gruppen finden (p = 0,438) (127). Die
Lymphangiosis carcinomatosa wurde in der beschriebenen Arbeit sowohl HE-
morphologisch, als auch immunhistochemisch mit der Farbung gegen D2-40 untersucht.
HE-morphologisch war in 12 Fallen eine L1 zu identifizieren; vier davon zeigten einen
low-risk-Score, vier einen intermediate-risk-Score und ebenfalls vier einen high-risk-
Score. In der Immunhistochemie mit dem Marker D2-40 konnte eine Lymphinvasion in
neun Féllen gesehen werden; zwei davon waren mit einem low-risk-Score, sechs mit

einem intermediate-risk-Score und einer mit einem high-risk-Score assoziiert (127).

4.4. Vergleich der Hormonrezeptor-Scores/Ki-67 Index mit dem

Recurrence-Score

Bei der Betrachtung der mittleren Scorewerte fur die Hormonrezeptor-Scores fallt auf,
dass sowohl fiir den ER-Rezeptor als auch fiir den PR-Rezeptor die hochsten Werte in
der ,niedrig“-Risikogruppe und die niedrigsten Werte in der ,.hoch*“-Risikogruppe
beobachtet wurden. Besonders deutlich sanken die Werte im aufsteigenden
Gruppenvergleich von der ,,low risk“-Gruppe zur ,,high risk“-Gruppe ab. Der Mittelwert
der Gruppe des geringsten Rezidivrisikos war fast dreimal so hoch wie der des hdchsten
Rezidivrisikos (vgl. Abb. 18, Abb. 19). In gleicher Reihenfolge dieser Betrachtung lief}
auch der ER-Score einen Abfall erkennen, welcher jedoch vergleichsweise deutlich
geringer ausfiel. In allen drei Gruppen war in mehr als der Hélfte der Félle ein stark
positiver ER-Score (8 — 12) zu erkennen. Der hochste Anteil stark positiver Werte fand
sich bei niedrigem Recurrence-Score. Auch hier nahm der prozentuale Anteil der stark
positiven Werte von der ,,low risk“-Gruppe zur ,,high risk“-Gruppe ab. Deutlich starker
stellte sich das Absinken des prozentualen Anteils stark positiver Werte bei Betrachtung

des PR-Scores von der ,,niedrig”-Risikogruppe zu ,hoch*“-Risikogruppe dar. In der
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Gruppe mit den hdchsten Recurrence-Scores zeigte sich nur in 33,3 % der Félle ein
stark positiver PR-Score. In der Mehrzahl der Féalle lag ein negatives Ergebnis vor. In
den beiden anderen Gruppen mit niedrigem oder mittlerem Risiko war kein negativer
PR-Status zu identifizieren. Somit lasst sich vermuten, dass zwischen der Hohe des
Hormonrezeptor-Scores und dem Recurrence-Score ein Zusammenhang besteht. In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass vor allem der Progesteronrezeptor-
Score mit dem Recurrence-Score in Beziehung steht. Allison et al. konnten in ihrer
Studie zeigen, dass das Niveau der Progesteronrezeptor-Expression einen gréReren
pradiktiven Stellenwert fiir die VVorhersage des Recurrence-Score besitzt als das des
Ostrogenrezeptors (127). Auch die von Tang et al. publizierten Daten deuten auf eine
starke Korrelation zwischen hohen Recurrence-Score-Werten und niedrigen PR-Scores
hin (128). Dies deckt sich gut mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, bei der die
Mehrzahl der Patientinnen mit hohem Risiko-Score einen negativen Progesteron-Status
zeigten. Weiterhin gibt es Hinweise darauf, dass bei Hormonrezeptor-positiven
Karzinomen der PR-Score eine bessere Vorhersagekraft beziglich der Wirksamkeit
einer Tamoxifen-Therapie hat als der Ostrogenrezeptor-Score und eine Therapie mit
Tamoxifen bei fehlender Progesteron-Expression unwirksam ist (129, 130). Nach
Datenlage ist auBerdem zu vermuten, dass innerhalb der Hormonrezeptor-positiven
Gruppe der Mammakarzinome der Wert des Progesteronrezeptor-Status auch im
Hinblick auf das krankheitsspezifische Uberleben eine starkere prognostische
Aussagekraft besitzt als der Wert des Ostrogenrezeptor-Status. Insgesamt sollen hohe
PR-Score-Werte mit einem besseren brustkrebsspezifischen Uberleben korrelieren
(131).

In vorliegender Arbeit konnte bei Betrachtung des Ki-67-Proliferationsindex der drei
Gruppen nach steigendem Risiko ein begleitender Anstieg des Ki-67-Wertes beobachtet
werden. In der ,,hoch“-Risikogruppe zeigte sich durchschnittlich ein Ki-67-Index von
41,7 %. In der Mehrzahl der Fille zeigte sich in der ,,low risk“-Gruppe ein Ki-67-Index
< 14%. In der ,,intermediate risk“-Gruppe konnte ein leichtes Uberwiegen der mittleren
Ki-67-Werte von >149% gesehen werden. Die ,hoch“-Risikogruppe zeigte
ausschlief3lich einen Ki-67-Proliferationsindex > 14 %, welcher zugleich auch in allen
Féllen > 20 % betrug. Somit ldsst sich feststellen, dass in der ,,hoch“-Risikogruppe nur

hohe Ki-67-Proliferationsindices gesehen wurden. Ein signifikanter Zusammenhang
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konnte in der vorliegenden Arbeit nicht dargestellt werden, da aufgrund der geringen
Gruppenstirke der ,,high risk“-Gruppe ein aussagekraftiges und verwertbares Ergebnis
nicht zu erwarten war. Der Umkehrschluss, dass ein hoher Ki-67-Wert mit einem hohen
Recurrence-Score Ergebnis einhergeht, kann nicht gezogen werden. Auch in der
»hiedrig“-Risikogruppe waren in elf Fallen (35,5 %) Ki-67-Indices > 14 % zu finden,
welche in immerhin 12,9 % der Félle Werte > 20 % darstellten. In der Gruppe mit
mittleren Recurrence-Scores konnte eine, wenn auch nur geringe, Tendenz zu Ki-67-
Indices von > 14 % gesehen werden. AuBerdem muss in diesem Zusammenhang auf
Schwierigkeiten in der Bestimmung des Proliferationsindex Ki-67 hingewiesen werden.
Derzeit  existiert ~ keine  international  anerkannte  und  standardisierte
Untersuchungsmethode. Auch existieren keine einheitlichen Schwellenwerte, welche
definieren, ab wann von einem ,niedrigen” oder ,,hohen” Ki-67-Index gesprochen
werden kann. Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Schwellenwerte leiten sich
aus dem St. Gallen Konsensus von 2011 ab. In diesem werden Cut-off-Werte von
<14 % und >14 % fir Ki-67 zur Unterscheidung des intrinsischen luminal A vom
luminal-B Subtyp, welche jedoch nur auf den Ergebnissen einer einzigen Studie
beruhen, propagiert (61). Kennzeichnend fir diese Unsicherheit ist, dass sich im
aktuellen St. Gallen Konsensus von 2015 eine Mehrheit des Gremiums dafiir aussprach,
Ki-67-Werte von 20 — 29 % einzusetzen, um einen luminal-B Subtyp zu diagnostizieren
(132).

Eine Studie, welche zum Ziel hatte, routine-pathologische Parameter zu identifizieren,
anhand derer in einem ER-positiven Kollektiv der OncotypeDX® Recurrence-Score
vorhergesagt werden kann, konnte Ki-67 als einzigen der untersuchten Proliferations-
bzw. Zellzyklus-Marker (Ki-67, CyclinD1 und Bcl2) mit signifikanter Verbindung zu
den Recurrence-Score Gruppen ausmachen (P = 0,007) (127). Der Ki-67-Wert wurde in
der beschriebenen Studie in niedrig (<10 %) und hoch (> 10 %) eingeteilt. Es konnte
gezeigt werden, dass Ki-67-Werte >10 % in den meisten Féllen mit einem hohen
Recurrence-Score assoziiert und Ki-67-Werte < 10 % vor allem in der niedrigen Risiko-
Kategorie zu finden waren. Diese als niedrig definierten Ki-67-Werte waren jedoch
auch haufig in der Kategorie mittleren Risikos auszumachen. Durch die weiteren in die
Untersuchung einbezogenen Parameter kamen Allison et al. zum Schluss, dass eine

Kombination von pathologisch ermittelten Parametern in der Vorhersage des
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Recurrence-Score genutzt werden kann. So zeigten gut differenzierte Karzinome mit
hohem Progesteron-Level (Allred Score >5) und einem Ki-67-Index <10 % eine
sichere Zuordnung zur ,low risk“-Gruppe. Umgekehrt konnten wenig differenzierte
Karzinome mit niedrigem Progesteron-Level (Allred Score < 5) und einem Ki-67-Index
von >10 % sicher in die ,,high risk“-Gruppe eingeteilt werden. Fir die Gruppe der
maRig differenzierten Karzinome (G2) und fir die G1-Karzinome mit niedrigem PR-
Level sowie fur die G3-Karzinome mit hohem PR-Level wurde die Testung mit
OncotypeDX® empfohlen. Auch in einer weiteren Studie konnte ein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem Proliferationsindex Ki-67 in Verbindung mit der
Tumordifferenzierung, Tumorgrofle und dem histologischen Subtyp beschrieben
werden (133). Diese Erkenntnisse weisen darauf hin, dass das einzelne pathologische
Marker zwar einen Zusammenhang mit dem zu erwartenden Recurrence-Score Ergebnis
erkennen lassen, bei fehlender Mdglichkeit oder Einsparung eines OncotypeDX®-Tests
jedoch eine definierte Kombination verschiedener Marker zu Rate gezogen werden

Muss.

4.5. Hormonrezeptor-Status: Vergleich von Immunhistochemie und
gRT-PCR

Sowohl in der immunhistochemischen Untersuchung als auch unter Verwendung der
gRT-PCR-Analyse im Zuge der OncotypeDX®-Testung fand sich in allen Proben ein
positiver Ostrogenrezeptor-Status (ER-Status). Somit konnte in hier vorliegender
Untersuchung eine Ubereinstimmung in 100 % der Falle gezeigt werden. Auch beim
Vergleich der errechneten Mittelwerte beider Messergebnisse konnte eine
entsprechende Werteverteilung bei Betrachtung der einzelnen Risikogruppen gesehen
werden (vgl. Abb. 22). Die ,,low risk“-Gruppe zeigte die hochsten, die ,high risk*-
Gruppe die niedrigsten und die ,,intermediate risk*“-Gruppe dazwischen befindliche
Mittelwerte fiir den Ostrogenrezeptor-Score (ER-Score). Dieses Resultat ergab sich
unabhdangig von den Untersuchungsmethoden. Bei einer differenzierteren Betrachtung
gingen immunhistochemisch méaRig positive ER-Scores (IRS 4 -6) mit gRT-PCR-
Ergebnissen des unteren bis mittleren positiven Bereichs (7,7 - 9) einher. Stark positive
ER-Scores (IRS 8- 12) zeigten begleitend qRT-PCR-Werte im mittleren bis hohen
positiven Bereich (8,0 - 12,1). Interessanterweise fanden sich bei immunhistochemisch
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erhobenem Maximalwert von 12 in der parallelen gRT-PCR-Analyse Werte, welche
eine Spanne von 8 — 12,3 umfassten (Max. > 12,5)

Auffallig im Vergleich der Mittelwerte der drei Risikogruppen war flr den
Progesteronrezeptor, dass sich die gRT-PCR-Werte der mittleren- und ,hoch*-
Risikogruppe im Gegensatz zu den immunhistochemisch erhobenen Werten kaum
unterschieden. In der ,,niedrig“-Risikogruppe fanden sich mit beiden Testmethoden die
hochsten Mittelwerte fir den Progesteronrezeptor. Sowohl immunhistochemisch als
auch bei der qRT-PCR-Untersuchung wurde in zwei Fallen ein negativer PR-Status
erhoben. Dabei handelte es sich jedoch nicht um dieselben Proben. Die
immunhistochemisch mit einem Score von 0 und damit negativ gewerteten Proben
zeigten in der OncotypeDX®-Testung PR-Scores von 5,9 bzw. 6,6, welche gemaR des
Cut-off-Wertes (5,5) der gRT-PCR-Methode als positiv gewertet werden. Die
Testresultate dieser beiden Patientinnen wurden entsprechend der Recurrence-Score-
Werte von 35 bzw. 37 der ,,hoch*“-Risikogruppe zugerechnet. Die beiden nach PCR-
Methode negativen Falle zeigten begleitend einen PR -IRS von 1 und somit ein
schwach positives Ergebnis in der Immunhistochemie. Die Patientin mit dem
niedrigeren der beiden Werte (4,1) hatte einen Recurrence-Score von 29 und wurde der
»intermediate risk“-Gruppe zugeteilt. Die andere Patientin zeigte einen qRT-PCR-Wert
von 4,4 und resultierend ein niedriges Rezidivrisiko (RS 13). Trotz der Diskrepanz
zwischen den beschriebenen vier Féllen lasst sich erkennen, dass die gRT-PCR-
positiven und Immunhistochemie-negativen Proben mit gRT-PCR-Werten von 5,9 bzw.
6,6 im unteren positiven Bereich angesiedelt sind. Ebenso zeigten die
Immunhistochemie-positiven und gRT-PCR-negativen Proben immunhistochemisch
einen nur schwach positiven IRS-Score von 1.

In den beiden anderen verglichenen Gruppen der immunhistochemisch maRig bzw.
stark positiven PR-Scores zeigten sich im Gegensatz zu den eben beschriebenen niedrig
positiven Werten dhnliche Ergebnisse in beiden Untersuchungsmethoden. In der Gruppe
der immunhistochemisch maRig positiven IRS-Scores (IRS 4 - 6) zeigten sich begleitend
niedrig bis mittlere Werte des PR-Scores in der gRT-PCR-Analyse (5,5 - 8,29). In der
Gruppe stark positiver immunhistochemischer Ergebnisse (IRS 8-12) fir den
Progesteronrezeptor fanden sich PCR technisch bestimmte mittlere bis hohe Werte
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(7,1 - 10,4). Wie schon beim ER-Rezeptor vorbeschrieben, zeigte sich bei einem PR-
IRS von 12 eine weite Spanne (7,5 - 10,4) der dazugehorigen PCR - ermittelten Werte.
In der vorliegenden Arbeit konnte somit fiir den Progesteronrezeptor gezeigt werden,
dass sich bei immunhistochemisch maRig und stark positiven Score-Werten eine gute
Ubereinstimmung mit den mittels gqRT-PCR erhobenen Scores zeigt. In den beiden
Féllen, die einen negativen oder schwach positiven IRS zeigten, konnte hingegen keine
Ubereinstimmung gefunden werden.

In mehreren Studien wurde eine klare Korrelation der mittels der beiden verschiedenen
Untersuchungsmethoden erzielten Ergebnisse fir die Hormonrezeptoren gezeigt,
obwohl es sich bei der Immunhistochemie um einen Nachweis der Proteinexpression
handelt und bei der gRT-PCR-Methode das mRNA-Transkriptions-Level gemessen
wird (72, 134-136). Wie in der vorliegenden Arbeit wurde fiir den Ostrogenrezeptor
eine bessere Ubereinstimmung zwischen der Immunhistochemie und der qRT-PCR-
Methode gesehen als fiir den Progesteronrezeptor (135-137). In einer von Genomic
Health geférderten Studie verglichen Badve et al. die beiden Untersuchungsmethoden in
776 Fallen. Bei insgesamt guter Ubereinstimmung der Ergebnisse, insbesondere fiir den
Ostrogenrezeptor, fanden sich innerhalb der diskrepanten Félle eine héhere Anzahl
Immunhistochemie-negativer und zugleich gRT-PCR-positiver Félle als umgekehrt
(136). Abweichend davon fanden Kraus et al. in einer Arbeit mit 464 untersuchten
Brustkrebsfallen sowohl fiir den Ostrogen- als auch fiir den Progesteronrezeptor mehr
immunhistochemisch positive und ¢RT-PCR-negative als immunhistochemisch
negative und gRT-PCR-positive Félle. Fir die immunhistochemische Analyse wurde in
der vorgestellten Studie der H-Score (0 - 300) angewendet. Die Autoren kamen zum
Schluss, dass die immunhistologische Untersuchung eine hohere Sensitivitat als die
gRT-PCR-Methode aufweist, insbesondere bei Fallen, welche immunhistochemisch
eine insgesamt geringe Farbereaktion und ein heterogenes Expressionsmuster aufweisen
(135). Ein Vorteil der immunhistochemischen Analyse besteht darin, dass die
Tumormorphologie bericksichtigt wird, wohingegen es sich bei der PCR um eine
molekulare Untersuchungsmethode handelt (137). Gewebe einer Biopsiehohle, nicht-
neoplastisches Gewebe oder Anteile einer begleitenden In-situ-L&sion kdénnen zu einer
Verunreinigung der Tumor-mRNA fuhren. Dies kann eine mogliche Erklarung fur

differente Ergebnisse der beiden Untersuchungsmethoden darstellen. Ferner wurde in
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der Literatur beschrieben, dass Zellen einer tumor-assoziierten Entzlindungsreaktion,
ein zelluldares Stroma und umgebendes Gewebe einer Vor-Biopsiestelle das
OncotypeDX®-Ergebnis beeinflussen (138).

4.6. Der Einfluss von OncotypeDX® auf die Therapieentscheidung

Von besonderem Klinischen Interesse war, inwieweit das Recurrence-Score-Ergebnis
die Therapieentscheidung bezuglich einer adjuvanten Chemotherapie beeinflusst. Vor
Bekanntwerden des OncotypeDX®-Ergebnisses sollten 12 (24 %) der insgesamt
50 Patientinnen eine adjuvante Chemotherapie erhalten. Nach Vorliegen der
Untersuchungsresultate waren es noch 10 Patientinnen (20 %), denen eine solche
Therapie empfohlen wurde. Dies entspricht einer absoluten Reduktion von 4 % und
einer relativen Reduktion von 16,7 % (n =3). Eiermann et al. untersuchten in einer
Studie mit 366 Patientinnen den Einfluss des Recurrence-Score (RS) auf das adjuvante
Therapieregime  bei  ER-positivem, nodal-negativem und  nodal-positivem
Mammakarzinom. Vor Kenntnis des OncotypeDX®-Resultats sollten 57 % (n =209)
der in diese Studie eingeschlossenen Patientinnen eine adjuvante Chemotherapie
erhalten. Nach Bekanntwerden des RS wurde eine solche in 168 Féllen (46,0 %)
empfohlen (139). In anderen prospektiven Arbeiten wurde eine Chemotherapie vor
OncotypeDX®-Testung in 47 % bzw. in 36 % (n =42 bzw. n = 39), danach in 25,8 %
bzw. 27 % der Falle (n = 23 bzw. n = 29) befiirwortet (140, 141). Eine Anderung der
Therapieentscheidung konnte in vorliegender Arbeit insgesamt in acht Fallen (16 %)
beobachtet werden. Im Vergleich mit der Literatur handelt es sich um eine relativ
niedrige Anderungsrate. Ahnliche Studien zeigten unter Beriicksichtigung der RS-
Ergebnisse Anderungsraten zwischen 24,9 % und 32 % (140-142) . Dies liegt darin
begrundet, dass in den genannten Studien initial deutlich haufiger zu einer adjuvanten
Chemotherapie geraten wurde als in vorliegender Arbeit (n = 16, 26 %) und hangt damit
direkt vom jeweiligen Vorgehen im lokalen Behandlungszentrum ab. Bei Anderung der
Therapieentscheidung handelte es sich zumeist um die Entscheidung gegen eine
adjuvante Chemotherapie (n =5, 62,5 %) und flr eine alleinige endokrine Therapie.
Diese Beobachtung stimmt mit den Ergebnissen anderer Studien (berein (143, 144).
Umgekehrt war in 37,5% der Falle (n=3) eine Anderung wvon alleiniger

Hormontherapie zu einer kombinierten chemo-endokrinologischen Therapie zu
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beobachten, wobei diese zumeist auf einem hohen Recurrence-Score beruhte. Insgesamt
konnte beobachtet werden, dass die Therapieentscheidung auf Grundlage der
klassischen klinisch-pathologischen Faktoren in den meisten Féllen durch das
OncotypeDX®-Ergebnis bestatigt wurde. In der ,,low risk“-Gruppe sollten vor Kenntnis
des RS-Score vier Patientinnen (12,9 %) und danach drei Patientinnen (9,7 %) eine
Chemotherapie bekommen. Eine Anderung der Therapieplanung wurde in drei Fallen
(9,7 %) gesehen. Dabei handelte es sich in zwei Fallen (66,7 %) um die Entscheidung
gegen eine adjuvante Chemotherapie, was einer absoluten Reduktion der
chemotherapeutischen Empfehlungen von 3,2 % sowie einer relativen Reduktion von
25 % entspricht (vgl. Tab. 15). In einem Fall wurde trotz eines niedrigen RS in der
OncotypeDX®-Testung eine Anderung des Therapieregimes von alleiniger endokriner
Therapie hin zu einer kombinierten chemoendokrinen Therapie gesehen. Hierbei
handelte es sich um eine 49-jadhrige Patientin mit multizentrischem, malig
differenziertem Mammakarzinom of no special type (NST, G2) mit peritumorésem
high-grade DCIS und einem Nodalstatus von pNla (1/6), welches knapp in sano
reseziert wurde und einen Ki-67-Index von 15 % zeigte. Bei einer anderen Patientin
wurde trotz niedrigem RS an einer initial empfohlenen Chemotherapie festgehalten, da
die Patientin zum Diagnosezeitpunkt 28 Jahre alt war. Die meisten Abweichungen
traten in Féllen mit mittlerem RS auf. In der ,,intermediate risk*“-Gruppe wurde vor
Bekanntwerden des OncotypeDX®-Ergebnisses in sieben Fallen (43,8 %) eine
zytostatische Therapie empfohlen, danach in vier Féllen (25 %). So wurde in dieser
Gruppe in insgesamt drei Fallen (18,8 %) eine Anderung der Therapieempfehlung
gesehen. In allen Féllen handelte es sich dabei um die Ablehnung einer Chemotherapie
durch die Teilnehmer der Tumorkonfernez, was einer relativen Reduktion von 42,9 %
entspricht. Unter Berlcksichtigung des klinisch-pathologischen Risikoprofils solle in
der ,high risk“-Gruppe nur einer Patientin (33,3 %) eine adjuvante Chemotherapie
empfohlen werden. Nachdem der Recurrence-Score bekannt wurde, sollten alle drei
Patientinnen (100 %) der Gruppe chemotherapeutisch behandelt werden. Hier konnte in
zwei Féallen (66,7 %) eine Anderung der Therapieentscheidung gesehen werden. In
jedem Fall handelte es sich dabei um die Befurwortung einer Chemotherapie. Dieses
Ergebnis deckt sich mit den in der Literatur beschriebenen (145).
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Im Unterschied zu dhnlichen Studien muss einschrankend erwahnt werden, dass in der
vorliegenden Arbeit die jeweilige Empfehlung zum therapeutischen Vorgehen im
Rahmen der interdisziplindren Tumorkonferenz verglichen wurde, nicht aber die

tatsachlich ergriffenen therapeutischen MalRnahmen.

4.7. Vergleich der uPA/PAI Ergebnisse mit dem Recurrence-Score

In der Hélfte der vorliegenden Félle (n = 25) wurde neben der OncotypeDX®-Testung
die proteinbasierte Bestimmung uPA/PAI durchgefiihrt. Hierbei handelte es sich um
Patientinnen mit der Diagnose eines maRig differenziertes (G2) Karzinom ohne
Lymphknotenmetastasen diagnostiziert worden war. Mehrheitlich wurde eine erhohte
Proteinkonzentration von zumindest einem der beiden Marker gefunden. (n = 18, 72 %).
Die verbleibenden sieben Fallen, denen nach dieser Methode ein niedriges Rezidivrisiko
beigemessen wurde, zeigten auch in der OncotypeDX®-Testung einen niedrigen
Recurrence-Score. Zusammenfassend lasst sich somit sagen, dass kein nach uPA/PAI-
Testung negatives Ergebnis mit einem mittleren oder hohen Recurrence-Score in der
OncotypeDX®-Testung einherging.

Dennoch zeigte sich in mehr als der Halfte der Falle (56,3 %) mit niedrigem RS ein
erhohtes Rezidivrisiko in der uPA/PAI-Analyse. Die , mittlere“-Risikogruppe und
,hoch“-Risikogruppe lieRen begleitend in allen Féllen ein erhohtes Rezidivrisiko in der
UPA/PAI-Testung erkennen. Es lasst sich also feststellen, dass alle Patientinnen mit
mittlerem und hohem Recurrence-Score auch gleichzeitig ein erhdhtes Metastasierungs-
Risiko in der uPA/PAI-Analyse aufwiesen (vgl. Abb. 28). Insgesamt kann somit flr
einen hohen RS eine gute Korrelation mit der uPA/PAI-Testung gesehen werden, wohin
gegen bei niedrigem RS eine deutliche Diskrepanz zu der proteinbasierten
Risikoabschatzung gefunden wurde. Allgemein lassen sich uneinheitliche Ergebnisse
auf die unterschiedlichen Untersuchungsmethoden zurtickfuhren, da es sich bei der
UPA/PAI-Testung um eine Messung von Proteinkonzentrationen und der
OncotypeDX®-Testung um eine molekulare Untersuchungsmethode handelt. Warum
gerade bei der ,low risk“-Gruppe vermehrt Falle mit erhdhten Konzentrationen von
UPA oder PAI gefunden wurden, bleibt unklar. In der Literatur konnten kein derartiger
Vergleich der beiden Messmethoden ausgemacht werden, so dass eine vergleichende

Diskussion nicht moglich ist. Ein moglicher Grund flr fehlende Daten ist, dass die
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UPA/PAI-Bestimmung auf3erhalb Deutschlands nicht derart umfangreich eingesetzt wird
(146, 147).

5. Zusammenfassung

Die Notwendigkeit einer adjuvanten Chemotherapie bei Mammakarzinomen ist von der
Prognose abhdngig. Eine verlassliche individuelle Risikostratifizierung ist somit
unabdingbar. Neben den klassischen klinisch-pathologischen Prognosefaktoren nehmen
Genexpressionstests und Biomarker wie uPA/PAI eine zunehmend wichtige Stellung
ein. In der vorliegenden Arbeit wurde ein Patientenkollektiv untersucht, bei dem eine
21-Gene-Analyse (OncotypeDX®) durchgefihrt wurde.

Die Frage, ob bei der OncotypeDX®- Bestimmung in der Mehrzahl der Félle ein
niedriger Recurrence-Score (< 18) zu beobachten sein wird, kann bejaht werden. In
62 % der Félle (n = 31) wurde ein niedriger RS gesehen, welcher einem mittleren 10-
Jahres-Rezidivrisiko von 6,8 % entspricht. Erwartungsgemal fand sich nur selten ein
hohes Risikoprofil.

Ein weiterer Aspekt dieser Dissertation war, ob sich anhand der Faktoren Alter,
Tumorgroélie, histologischer Differenzierungsgrad sowie Lymph- und BlutgeféaBinvasion
eine Vorhersage des Recurrence-Score erzielen lieRe. Insgesamt muss diese Frage
verneint werden. Lediglich fur die Tumordifferenzierung konnte eine gewisse Tendenz
beobachtet werden: In der ,low risk“-Gruppe waren keine wenig differenzierten
Karzinome zu finden. Ebenso konnte in der ,,high risk“-Gruppe kein gut differenzierter
Tumor gesehen werden.

Es stellte sich auflerdem die Frage, ob anhand der tumorbiologischen Daten eine
Vorhersage des Recurrence-Scores zu treffen sei. Ein besonderes Augenmerk wurde
hier auf die Hohe des Wertes des Hormonrezeptor-Status und des Ki-67-Index gelegt.
Diese Annahme kann bestatigt werden. Vor allem fiir den Ki-67-Index konnte eine hohe
Ubereinstimmung mit dem resultierenden Recurrence-Score gesehen werden. So gingen
erhdhte Ki-67-Werte mit einem erhohten Rezidivrisiko einher. Auch fir die
Hormonrezeptoren konnte ein Zusammenhang mit dem OncotypeDX®-Ergebnis
gefunden werden. Eine stark positive Expression insbesondere des Ostrogenrezeptors

war primdr mit einem niedrigen RS verkniipft.
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Ferner wurde die Annahme, dass sich bei der immunhistochemischen Untersuchung und
der RNA-Expressionsanalyse im Zuge der OncotypeDX®-Testung gleichartige Werte
fir den Ostrogen- und den Progesteronrezeptor ergeben, einer Priifung unterzogen.
Hierbei ergab sich fir die den Ostrogenrezeptor betreffenden Ergebnisse eine gute
Ubereinstimmung zwischen den beiden unterschiedlichen Messmethoden. Im Hinblick
auf die Ergebnisse des Progesteronrezeptors konnten bei insgesamt solider
Ubereinstimmung auch divergente Félle gesehen werden.

Ein besonderes Interesse galt der Frage, ob sich in Kenntnis des OncotypeDX®-
Ergebnisses eine Anderung in der Entscheidung beziiglich einer adjuvanten
Chemotherapie ergab. Diese Vermutung konnte belegt werden. Zwar wurde die initiale
Therapieentscheidung mehrheitlich beibehalten, dennoch konnte insgesamt eine
Reduktion der Chemotherapie-Empfehlungen gesehen werden. Die bedeutet im
Umkehrschluss, dass die initiale Therapieempfehlung in den meisten Fallen durch das
Ergebnis der OncotypeDX®-Testung bestdtigt wurden. Ein solch positiver
bestatigender Effekt kann bei der schwierigen Entscheidungsfindung in solchen
Grenzfallen gleichermalien hilfreich sein.

Da bei einem Teil des untersuchten Kollektivs simultan Ergebnisse der Biomarker-
Bestimmung uPA/PAI vorlagen, stellte sich die Frage, ob eine ubereinstimmende
Risikostratifikation erreicht werden konnte. Diese Frage ist klar mit nein zu
beantworten. Insgesamt zeigten 28 % der untersuchten Patientinnen keine erhéhten
Werte fur uPA/PAL, was mit einem glnstigen Krankheitsverlauf gleichzusetzen ist. In
der OncotypeDX®-Testung war ein solcher in 64 % der Félle zu verzeichnen. Dies
bedeutet, dass aus der 21-Gen-Testung im Vergleich in mehr als doppelt so vielen

Fallen ein niedriges Rezidivrisiko resultierte.

Die Arbeit unterstltzt insgesamt die Annahme, dass der 21-Gen-Test (OncotypeDX®)
in Grenzféllen als prognostischer und pradiktiver Marker eine sinnvolle Ergénzung zu
den etablierten klinisch-pathologischen Parametern sein kann, so dass in Zukunft eine
Uber- und Untertherapie von Patientinnen vermieden werden und gleichzeitig eine

Optimierung der individualisierten Therapie erreicht werden kann.
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6. Anhang

6.1. Abklrzungsverzeichnis

BET Brusterhaltende Therapie

BRCA 1/2 BReast CAncer gene 1/2

CISH Chromogen-in-situ-Hybridisierung

CT Chemotherapie

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

ER Ostrogenrezeptor

FISH Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

HPF High Power Field

HR Hormonrezeptor

HT Hormontherapie

IHC Immunhistochemie

IRS Immunreaktiver Score

PR Progesteronrezeptor

gRT-PCR quantitative Real Time Polymerase Chain Reaction
RS Recurrence-Score

uPA Plasminogenaktivator vom Urokinase Typ
uPAl Plasminogenaktivator Inhibitor Typ 1
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