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I. Abstract

Introduction: The EndoPredict is a clinical-molecular test, which is able to estimate
an individual early and late risk of distant metastases in retrospective studies in
patients with Estrogen-receptor-(ER)positive, Her2-negative breast cancer with 0-3
affected lymph nodes. Therefore, the test can support the decision making for or
against a chemotherapy recommendation in everyday clinical practice. To this point,
there was no prospective outcome data available concerning the EndoPredict Test.
This work presents the first prospective outcome data from patients whose treatment

decision was made using the EndoPredict result.

Material and methods: Patients with Estrogen-receptor-positive, Her2-negative
breast cancer were included in the study at the breast center of the “Klinikum rechts
der Isar” in Munich, Germany. The EndoPredict Test was conducted on the removed
tumor tissue. In an interdisciplinary tumor conference, a recommendation for or
against chemotherapy was made based on the EndoPredict result. The growth factor
Ki-67 was analyzed retrospectively on patient's tumor tissue. A Follow-up was carried
out concerning the patient’s compliance, local recurrences, distant metastases, and
the overall survival. Finally, a statistical evaluation was calculated using Kaplan-Meier
survival curves, Pearson's product-moment correlation and Cox hazard ratio for

Follow-up data.

Results: Using the EPclin Score, 238 (63.8%) of 373 patients were assigned to the
Low-risk group and 135 patients (36.2%) to the High-risk group. In 307
retrospectively determined tumor samples, the Ki-67 median was 17%. The EP and
EPclin score showed a significant association with Ki-67 and grading (p <0.001). Ki-
67 and the EP score showed a strong, statistically highly significant correlation (r =

0.63, p <0.001). 71.9% were compliant to the recommended chemotherapy.



After 41.6 months of Follow-up, the 3-year disease-free survival and distant
metastasis-free survival in the EPclin Low-risk group were 96.9% (95% CI 94.2-
99.1%) and 99.6% (95% CI 98.7-100%) versus 94.9% (95% CI 90.9-99.0%) and
97.6% (95% CI 95.0-100%) in the High-risk group. Patients in the High-risk group
had a significantly five-fold higher risk of distant metastases than patients in the Low-
risk group (HR 5.18; 95% CI 1.04-25.74; p = 0.0443). High-risk patients that received
the recommended chemotherapy had a 3-year disease-free survival of 96.3% and a
Lower risk than the High-risk patients who did not receive chemotherapy (3-year DFS:

91.5% 95% CI 82.7-100 %; HR 0.32; 95% CI 0.10-1.05; p = 0.061).

Conclusion: This first prospective outcome data of the EndoPredict test confirms the
EndoPredict test as a valid clinical-molecular marker. It is able to make a prognostic
statement about the distant metastasis risk of patients with ER-positive, Her2-
negative breast cancer through adequate risk stratification. Moreover, it indicates that

High-risk patients benefit from adjuvant chemotherapy.
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II1. Abkiirzungs- und Begriffsverzeichnis

95%-KI
AZGP1
df

DEFES

DHCR7

EndoPredict
EP Score

FFPE
Frequency
gef.

HDI

HE- Farbung
Her-2(/neu)
High Risk
HR.

HR

IHC

IL6ST

ISH

LK

95%-Konfidenzintervall
Zinc-Alpha-2-Glycoprotein
(engl.) Degrees of Freedom = Freiheitsgrade

(engl.) Disease free Survival = Krankheitsfreies

Uberleben
7-Dehydrocholesterol-Reductase

EndoPredict®
neu: Molekularer 12-Gen-Score

Formalin-fixiertes, Paraffin-eingebettetes Gewebe
(engl.) = Haufigkeit

gegebenenfalls

Human Development Index
Héamatoxylin-Eosin-Firbung

Human epidermal growth Factor, EBB2
(engl.) = Hochrisiko

Hazard Ratio

Hormonrezeptor
Immunhistochemische Farbung
Interleukin 6 signal transducer
In-situ-Hybridisierung

Lymphknoten



Low Risk
Max.
MGP
Min.
NA‘s

OR

PAI-1

PR

PST
Qu.

RBBP8

RF
RT-qPCR

Score

STC2

TNM-Klassifikation

TUM

UBE2C

uPA

(engl.) = Niedrigrisiko

Maximum

Matrix Gamma-Carboxyglutamic acid
Minimum

(engl.) Non applicable = nicht zutreffend
Ostrogenrezeptor

Inhibitor des Plasminogen-Aktivators (Urokinase-
Typ)

Progesteronrezeptor

Primar systemische Therapie

Quantil
Retinoblastoma- binding protein 8

Risikofaktoren
Reverse Transkription quantitative Polymerase-

Kettenreaktion

(engl.) = Ergebnis, Punktestand
Stanniocalcin 2
Tumor-Nodal-Metastasen-Klassifikation
Technische Universitdt Miinchen

unter anderem

Ubiquitin-conjugating enzyme E2C

Plasminogen-Aktivator vom Urokinase-Typ

10



1. Einleitung

Durch stetige Fortschritte in der Therapie und Fritherkennung konnte die aktuelle
relative Zehnjahres-Uberlebensrate von Patientinnen mit Brustkrebs auf 83%
gesteigert werden[1]. Kernpunkt der aktuellen Leitlinien ist eine Stratifizierung der
Patientinnen entsprechend ihres Risikos, Metastasen und Rezidive zu entwickeln, was
eine effektive und risikoadaptierte Behandlung ermdglicht. Bei einigen Subtypen
haben sich die klassischen prognostischen Faktoren wie Grading, Tumorgrolle,
Nodal- oder der Hormonrezeptorstatus hierfiir nicht als suffizient genug bewahrt und
erlauben demnach nicht, Patientinnen eindeutig einer Hoch- bzw.
Niedrigrisikogruppe zuzuweisen [2]. Moderne Biomarker, wie der Wachstumsfaktor
Ki-67, sollen bei der prognostischen Diskriminierung helfen, sind jedoch aufgrund
fehlender Validierung weiterhin Gegenstand von Diskussionen[2].

Besonders in Bezug auf Patienten mit Hormonrezeptor-positiven, Her2/neu-
negativen Karzinom, welches allgemein durch eine gilinstigere Prognose
charakterisiert ist, gilt es, die Patienten zu identifizieren, die ein hoheres Risiko fiir
die Entwicklung von Metastasen besitzen und die Patienten mit geringem Risiko vor
einer Ubertherapie im Rahmen einer zusitzlichen Chemotherapie zu schiitzen.
Multivariante Genexpressionstest sollen nun zusdtzliche Informationen zum
individuellen Risiko dieser Patienten liefern, von denen einer, der sogenannte

EndoPredict®-Test, insbesondere Gegenstand der folgenden Arbeit sein wird.

1.1. Das Mammakarzinom

1.I.1.  Epidemiologie des Mammakarzinoms
Brustkrebs ist die hdufigste Krebserkrankung der Frau weltweit [3]. Mit 626 680
Frauen starben im Jahr 2018 iiber eine halbe Million Frauen an Brustkrebs[3], [4].
Weltweit ist damit das Mammakarzinom auch heute noch an 5. Stelle der
krebsgeschuldeten Todesopfer [4]. Aufgrund von spiter Erkennung und inaddquaten

diagnostischen und therapeutischen Moglichkeiten werden mit 58% im Jahr 2011
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prozentual mehr Krebstodesfille in Entwicklungsldndern verzeichnet [5]. Trotzdem
gilt Brustkrebs bei einer jdhrlichen Neuerkrankungsrate von 75,2 auf 100 000
Personen aus Lindern mit einem sehr hohen HDI (Human Development Index;
altersstandardisiert, 2018) als Erkrankung von Industrienationen; im Vergleich dazu
erkranken in Ldndern mit niedrigen Entwicklungsindex nur 32,8 von 100 000
Personen (altersstandardisiert, 2018) [6].

In Deutschland erkrankt jede 8. Frau im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs [7]. Dies
spiegelt sich jdhrlich in einer Neuerkrankungsrate von circa 71 888 Patientinnen
(Stand 2018; Abbildung 1.1-1) wider und stellt damit mit 25,9% die hiufigste
Krebserkrankungen unter deutschen Frauen dar [6]. Aufgrund der nach wie vor
nichtexistierenden flichendeckenden Einspeisung in Krebsregister in Deutschland
koénnen Krebsinzidenzen auf nationaler Ebene jedoch bislang nur geschitzt werden.
Die Faktoren, welche das Risiko an einem Mammakarzinom zu erkranken, erhdhen,
werden im Appendix unter Kapitel 7.1.1. aufgefiihrt.

Laut Robert-Koch-Institut betridgt das mediane Erkrankungsalter 64 Jahre (Stand
2018 aus dem Bericht von 2021)[8]. Die Relevanz des Mammakarzinoms fiir die
Gesellschaft wird ebenfalls durch die Tatsache deutlich, dass {iber 30% der
Krankheitsfille vor dem 55. Lebensjahr auftreten [7].

Aufgrund von deutschlandweiten FritherkennungsmalBnahmen und gestiegenen

Therapiestandards in meist spezialisierten Brustzentren konnte die relative 10-Jahres-

Corpus uteri
10.429

Abbildung 1.1-1 Krebsinzidenz in Deutschland, Frauen
Quelle der Daten : GLOBOCAN: “Cancer Today IARC 2018”, unter:
http://gco.iarc.fr/today/[10.10.2019] (1)
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Uberlebensrate in Deutschland auf 83% (2017-2018, Bericht von 2021) gesteigert
werden [8]. Die Fritherkennungsmalinahmen beinhalten eine Empfehlung zur
Mammographie fiir alle Frauen im Alter von 50 - 69 Jahren. Etwa 45% der
Neuerkrankungen fallen in dieser Altersgruppe auf [7].

Besonders zu verzeichnen ist eine Zunahme der Entdeckungsraten nach Einfiithrung
der Friiherkennungsmalnahmen. Der deutliche Riickgang von Tumoren im
fortgeschrittenen Stadium kann als erster Erfolg des Mammographie-Screenings
verstanden werden kann [1]. So kénnen immer mehr Tumore friihzeitig und somit in
anfinglichen klinischen Stadium entdeckt werden, was mit einer deutlich besseren
Prognose und einem prognostizierten Mortalitdtsabfall von 20 pro 100 000 Frauen im
Europa der 90er auf 13,5 pro 100 000 Frauen einhergeht [9]. Fiir einige der
Patientinnen mit frithem Mammakarzinom ist hier der Nutzen einer Chemotherapie

fragwiirdig.

1.1.2. Metastasierung und Rezidive des Mammakarzinoms

Trotz enormer Fortschritte in der Behandlung in den letzten 20 Jahren gibt es nach
wie vor, mit circa 25%, einen signifikanten Prozentsatz an Patientinnen, die im
Verlauf der Erkrankung Metastasen entwickeln, welche bis zum heutigen Tag nicht
kurativ behandelbar sind [10].

Das Mammakarzinom kann per continuitatem (Thoraxwand, Pleurahodhle, Lunge)
himatogen oder lymphogen metastasieren, wobei die lymphogene Metastasierung
iber die axilldren, infra-, supraklavikuldren und parasternalen Lymphknoten erfolgt.
Manifestationsorte der himatogenen Metastasierung sind v.a. das Knochensystem,
Lunge, Pleura, sowie Leber, das Gehirn und die Ovarien. Ein Befall zervikaler
Lymphknoten gilt als Fernmetastasierung [11]. Das mediane Uberleben von
Patientinnen mit metastasierten Mammakarzinom liegt, trotz steter Verbesserung in
den letzten Jahrzehnten, nach einer Metaanalyse fiir Hormonrezeptor-positive
Karzinome bei 57 Monaten [12].

Lokal- und lokoregionale Rezidive bezeichnen ein erneutes Auftreten eines
Mammakarzinoms, was in 5-10% bei Patientinnen nach brusterhaltener Therapie und

3



. Einleitung / 1.2. Prognostische und pridiktive Faktoren
in ca. 4% nach Ablatio auftritt [11]. Ein Lokalrezidiv beschreibt ein Auftreten im
Restdriisengewebe bzw. bei Ablatio im Brustwandbereich, wihrend ein
lokoregionales Rezidiv definiert wird als Tumorbefall der Lymphknoten (Level 1/1I)
nach primérer Therapie [11]. Das Risiko fiir einen Riickfall ist in den ersten 2 bis 3
Jahren am grof3ten, mit einem 5-Jahres-Gesamtiiberleben nach Lokalrezidiven von

55,5-81% [13]-[15].

Die Dekreszenz des relativen Uberlebens nach Progression (je nach Progressionstyp)

veranschaulicht die Abbildung 1.1-2:
%
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Abbildung 1.1-2 Relatives Uberleben ab Progression nach Progressionstyp

Quelle: Tumorzentrum Miinchen (2017), Seite 11, Abbildung 11. (2) Mit freundlicher
Genehmigung vom Zuckschwerdt-Verlag

1.2. Prognostische und pridiktive Faktoren

Brustkrebs zeichnet sich durch eine vielfiltige Tumorheterogenitit aus, ohne deren
Analyse keine optimale Therapie ermdglicht werden kann. Die pathomorphologische
Klassifikation des Karzinomgewebes findet an Stanz- und Vakuumbiopsien und in
seltenen Fillen an offenen Exzisionsbiopsien der Patientinnen statt. Dies dient in

Korrelation mit der Bildgebung der addquaten Therapieplanung [2].



Einige der pathologischen Parameter eignen sich als Prognosefaktoren zur
Einschitzung des Krankheitsverlauf bei Erstdiagnose. Das heildt, sie lassen eine
Differenzierung zwischen Patientinnen mit einem hohen Risiko fiir Metastasen oder
Rezidive und Patientinnen mit einem vermutlich langen Gesamt- bzw.
krankheitsfreien Uberleben zu. Pridiktive Faktoren definieren das Ansprechen auf
eine bestimmte Therapie[16].

Prognostische und pradiktive Faktoren kohirieren in der Entscheidung der optimalen
Therapie, z.B. in der Entscheidung fiir oder gegen eine Chemotherapie.

Zu den prognostischen Faktoren zdhlen u.a. die folgenden[2], [17]:

- Nodalstatus, Tumorgrofle, Vorliegen von Fernmetastasen:

Der bedeutendste Prognosefaktor, nach dem Vorliegen von Fernmetastasen
(Kapitel 1.1.2.), ist der Karzinombefall von Lymphknoten, da das Risiko eines
Brustkrebs-assoziierten Versterbens pro positiven Lymphknoten um 6%
steigt[18], [19].

Dieses Risiko steigt ebenfalls pro Millimeter Tumorgré3e um circa 1%[18].

Die stetig von Arzten jeweiliger Fachrichtungen und Pathologen aktualisierte
TNM-Klassifikation (derzeit 8.Auflage[20]) klassifiziert und kodiert das
Mammakarzinom nach TumorgroBe (T), Nodal- (N) und Metastasenstatus (M),
sowie mithilfe von Prdfixen nach dem diagnostischem Verfahren
(p=pathologisch; c=klinisch; a=Autopsie; r=Rezidiv; u=sonographisch; y=Z.n.
neoadjuvanter Therapie). Eine vereinfachte TNM-Klassifikation fiihrt die Tabelle
1.2-1 auf. Die ausfiihrliche dreiteilige Tabelle der aktuellen TNM-Unterteilung ist

im Appendix zu finden (Tabelle 7.1-1).



1. Einleitung / 1.2. Prognostische und pradiktive Faktoren
C C

Tabelle 1.2-1 Vereinfachte TNM-Klassifikation des Mammakarzinom, 8.Auflage

Quelle: Auszug aus ,Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft; Deutsche
Krebshilfe; AWMEF). 2019. “S3-Leitlinie Fritherkennung, Diagnose, Therapie Und Nachsorge

Des Mammakarzinoms, Langversion 4.2.”¢

Tumorgrée Erlduterung

T1 Tumor maximal 2 cm in Durchmesser

T2 Tumor >2 cm bis maximal 5 cm im grolRten Durchmesser

T3 Tumor > 5 cm im grolRten Durchmesser

T4 Tumor jeder GroRe mit direkter Ausdehnung auf Thoraxwand/ Haut
Tx Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt fur Primartumor

Tis Carcinoma in situ

Nodalstatus

Erlduterung

NO Keine regiondren Lymphknotenmetastasen

NI Metastase(n) in 1-3 beweglichen ipsilateralen axillaren Lymphknoten (Level
1/11)

. Metastasen in 4-9 ipsilateralen LKs (Level I/Il) oder entlang A.mammaria
interna ohne Befall axilldrer LKs

N3 Metastasen in 210 ipsilateralen axillaren Lymphknoten oder entlang
A.mammaria interna mit Befall axillarer LKs

5 Regiondre Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden (z. B. vor klinischer
Klassifikation bioptisch entfernt)

Metastasen Erlduterung

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

MX Fernmetastasen nicht beurteilbar

Durch Zusammenfassung der TNM-Klassifikation ergibt sich die ,Union

Internationale contre le Cancer“(UICC)- Stadieneinteilung. Die Einteilung ist

ebenfalls im Appendix in Tabelle 7.1-2 aufgefiihrt.
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- Grading:

Bei allen invasiven Mammakarzinomen soll nach der S3-Leitlinie zur Diagnostik
des Mammakarzinoms eine Beurteilung des Grading nach Elston und Ellis[21]
bzw. nach Modifikation des Bloom und Richardson-Grading erfolgen[2]:

Es erfolgt eine Einteilung des Gewebes in 3 Grade (Gl=gut differenziert;
G2=maiBig differenziert; G3=schlecht differenziert), beurteilt nach einem
Summenscore aus Tubulusbildung, Kernpolymorphologie und Mitoserate[2],
[22]. Das Grading korreliert stark mit der Prognose: Patientinnen mit einem G1-
Tumor haben ein signifikant besseres Uberleben als Patientinnen mit einem G2-

oder G3-Tumor (p<0,0001) (Abbildung 1.2-1)[21].
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Abbildung 1.2-1 Uberleben in Abhingigkeit vom Grading

Quelle: Tumorzentrum Miinchen (2017), Seite 9, Abbildung 7 (3). Mit freundlicher
Genehmigung vom Zuckschwerdt-Verlag
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- Histologischer Typ:

In der pathomorphologischen Untersuchung wird der histologische Tumortyp des
Tumorgewebes untersucht. Karzinome, die das Gewebe ihres Ursprungs noch
nicht verlassen haben und dementsprechend die Basalmembran noch nicht
invadiert haben, bezeichnet man als Carcinoma in situ. Sobald die Basalmembran

nicht mehr intakt ist, bezeichnet man das Karzinom als invasiv[2].



Das invasive duktale, ausgehend von den Milchgdngen (Ductus lactiferus), heute
dem ,,no-special-Type“(=NST) zuzuordnen, und das lobuldire Mammakarzinom,
ausgehend von den Driisenkorpern (Lobuli glandulae mammariae), stellen die
hiufigsten Tumortypen mit 70-80% bzw. 10% aller Mammakarzinome dar[23],
[24]. Das medullidre, muzindse, tubulidre und weitere in der aktualisierten WHO-
Klassifikation von 2012 aufgefiihrten invasiven Mammakarzinome werden sehr
viel seltener diagnostiziert[25], [26]. Uber 90% der minnlichen Patienten weisen
ein invasiv-duktales Mammakarzinom auf.

Die Prognose hidngt stark mit dem histologischen Tumortyp zusammen. So haben
u.a. tubuldre und muzindse Karzinome eine sehr gute Prognose, wihrend duktale
und lobuldre Karzinome eine vergleichbar schlechte Prognose haben[2], [27]-
[29].

- Resektionsstatus:

Nachdem das Tumorgewebe chirurgisch entfernt wurde, wird das Priparat und
insbesondere der Rand des Gewebes histologisch untersucht, um auszuschlief3en,
dass Tumorrest in situ verbleibt. Bei intrinsischen Subtypen ist die Resektion
ausreichend, wenn kein Tumorgewebe an den Schnittrdndern zu finden ist, was
als ,no ink on tumor® bezeichnet wird. Beim DCIS ist ein minimaler
Resektionsrand von mindestens 2mm suffizient, sollte im Anschluss eine
adjuvante Radiotherapie erfolgen[30].

Patientinnen, die keinen Tumorrest in situ aufweisen, haben ein geringeres Risiko
fiir ein Tumorrezidiv und damit einhergehend eine bessere Prognose, als
Patientinnen bei denen ein mikroskopischer (R1) oder makroskopischer (R2)
Tumorrest verbleibt[2], [20], [31]-[33].

- Multizentrizitit/-fokalitat:

In einzelnen Fillen konnen mehrere Karzinomherde gefunden werden, was als
prognostisch ungiinstig gilt[25]. Man unterscheidet hier zwischen multifokalen
und multizentrischen Karzinomen, fiir die es international keine einheitliche

Definition gibt[2]. Laut der aktuellen S3-Leitlinie ist Multifokalitdt definiert als
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~Auftreten von makroskopisch erkennbaren, getrennten Karzinomherden in
einem Quadranten bzw. [...] bei einem Abstand zwischen den Herden von
weniger als 4 cm“ und Multizentrizitit als ,Auftreten von getrennten
Karzinomherden in mehr als einem Quadranten bzw. [...] bei einem Abstand von
mindestens 4 cm zwischen den Herden“ [2], [34].

- Alter:

Auch das Alter gilt als Prognosefaktor: So haben sehr junge
Brustkrebspatientinnen unter 30-35 Jahren ein deutlich schlechteres Uberleben
als Patientinnen iiber 70 Jahren, da sie hiufig bei Diagnosestellung negative
klinikopathologische Charakteristika aufweisen, wie einen positiven Nodalstatus,

Hormonrezeptor-Negativitit und einem groferen Tumor[35]-[37].

Die peritumorale (Lymph-) Gefi8invasion gilt ebenfalls als wichtiger unabhingiger

prognostischer Faktor[2], [38], wie auch Ubergewicht mit einem BMI >30 kg/m?

[17].

Die folgenden Parameter haben neben der prognostischen vor allem eine pridiktive

Bedeutung fiir das Ansprechen auf eine endokrine bzw. HER2-gerichtete

Therapie[39]:

- Hormonrezeptorstatus:

Der Hormonrezeptorstatus, unterteilt in Progesteron- und Ostrogen, ist
entscheidend fiir die weitere Therapie des Mammakarzinoms und sollte daher
bereits wihrend der Primirdiagnostik, vorzugsweise an der Stanzbiopsie,
bestimmt werden. Die Status werden in Prozentzahlen angegeben, abhingig von
der Anzahl immunhistochemisch angefirbter Zellen. Laut der aktuellen S3-
Leitlinie gilt ein Karzinom als Hormonrezeptor-positiv, sobald =1% aller
Tumorzellkerne angefarbt wurden[2]. Es wird jedoch zusitzlich eine nochmalige
Unterteilung der jeweiligen Ostrogenrezeptorstatus in ,niedrig positiv®
empfohlen bei einem Anteil von 1-9% positiver Zellen, da diese Hormonrezeptor-

negativen Tumoren molekular nidherzustehen scheinen[2], [40]. Bezugnehmend
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auf die Sankt Gallen Konsensus Konferenz soll entsprechend der Unterteilung in
Luminal A/B (Kapitel 1.3. ) ebenfalls eine Differenzierung zwischen niedrigen
(<20%) und hohem Progesteronrezeptorstatus (=20%) vorgenommen
werden[41].

Als pradiktiver Faktor gibt er unmittelbar Aufschluss {iber die Wirksamkeit einer
endokrinen Therapie[17], da die bessere Prognose durch die Effektivitidt der
Hormontherapie zu erkldren ist[42]. Der Ostrogenrezeptor ist im Vergleich zum
Progesteronrezeptor ein etwas potenterer, jedoch ebenfalls eher schwacher
Prognosefaktor[29], [43].

- Her-2/neu:

Zusdtzlich zum  Hormonrezeptorstatus wird ebenfalls immer der
Wachstumsfaktor-Rezeptor Her-2/neu-Rezeptor auf Positivitit gepriift, bzw. das
zugehdrige Gen auf Chromosom 17[2]. Ein Nachweis ist mit einer schlechteren
Prognose assoziiert, charakterisiert durch eine erhdhte Invasivitit,
Metastasierungstendenz und Chemotherapie-Resistenz, und erfolgt mittels
immunhistochemisch  nachgewiesener  Proteiniiberexpression[44], [45].
Alternativ kann die Genamplifikation mittels In-situ-Hybridisierung (ISH;
moglich mittels Fluoreszenz, Chromogen, Silber-verstirkt) gesichert werden. Als
pradiktiver Faktor wird dem Patientinnen in Konsequenz einer Uberexpression
(Score>3[2]) eine humanisierter Antikorpertherapie (u.a. Trastuzumab)
empfohlen[2], [17], [29].

85% aller Mammakarzinom-Patientinnen profitieren aufgrund einer Her-2/neu-
Negativitit nicht von dieser Antikorper -Therapie[2], [17], [29].

- Menopausenstatus

Mit 33% primenopausalen und 64% postmenopausalen unter allen
Mammakarzinompatienten gilt auch der Menopausenstatus als pradiktiver Faktor

beziiglich eines Ansprechens auf eine endokrine Therapie[16].
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Einige pridiktive Faktoren geben Aufschluss iiber eine hohere Chance auf
Komplettremission nach neoadjuvanter Chemotherapie: Alter <35 Jahren,
cT1/cT2-Tumore, G3-Grading, Hormonrezeptornegativitit, Her2-Positivitt.

Die Proteasen uPA und PAI-1 sowie der Proliferationsfaktor Ki-67 werden in den

folgenden Unterkapiteln abgehandelt.

1.2.1. uPA/PAI-1
uPA, eine extrazelluldre matrixabbauende Protease und Plasminogen-Aktivator vom
Urokinase-Typ, und sein Inhibitor PAI-1, promovieren Tumorprogression,
Karzinominvasion und Metastasen[46]. Beide Faktoren konnen mittels ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) in frischgefrorenem Gewebe gemessen
werden[47]. Sie wurden aufgrund von Empfehlungen der AGO und ASCO Leitlinie
seit 2007 als diagnostischer Standard in der Risikoselektion von nodal-negativen
Patientinnen herangezogen. Hintergrund dessen waren u.a. die Chemo-NO-Studie
(Harbeck et al. 2013), welche einen erhohten Nutzen einer Chemotherapie fiir
Patientinnen mit hohem uPA/PAI-1, gegeniiber Patientinnen mit niedrigen,
beobachtete[48]. Da die Ergebnisse jedoch aufgrund der damals fehlenden
endokrinen Therapie ,,auf die heutigen Behandlungsstandards nicht {ibertragbar sind“
[2] und ein patientenrelevanter Nutzen von uPA/PAI-1 fraglich ist, hat sich die S3-
Leitliniengruppe und das Instituts fiir Qualitit und Wirtschaftlichkeit im

Gesundheitswesen seit 2014 gegen eine weitere Empfehlung ausgesprochen[2], [49].

1.2.2. Ki-67
Das nukledre Antigen Ki-67 ist ein Proliferationsmarker des Mammakarzinoms.
Mittels immunhistochemischer Firbung u.a. mit dem MIBI1- (,,Goldstandard“[50])
oder dem SP6-Antikorper werden Zellen in der G;, S, G, und M-Phase angefirbt,
jedoch nicht in der Go-Ruhephase, und geben so unmittelbar Aufschluss iiber die
Wachstumsgeschwindigkeit des Tumors[51]. Ki-67-Ergebnisse sind niedrig in S- und

G;-Phasen und erreichen ihre Spitzenwerte wihrend der Mitose[51].



Zahlreiche Studien konnten einen Zusammenhang zwischen dem Ki-67-
Proliferationsindex und der Prognose zeigen[51]. Gemil} der Metaanalyse von Petrelli
et al. (2015) mit tiber 64.000 Patientinnen ist Ki-67 ein unabhingiger prognostischer
Parameter bei einer signifikant schlechteren Prognose fiir Patientinnen mit einem
Ki-67 >25% im Vergleich zu Patientinnen mit niedrigem Ki-67 (Hazard Ratio,
HR=1,57; 95% CI 1,33-1,87; p<0,00001) [2], [52].

Patientinnen mit einem Hormonrezeptor-positiven, Her2/neu-negativem Karzinom,
welches einen erhdhten Ki-67-Proliferationsindex aufweist, profitieren eher von einer
Chemotherapie[53], [54]. Ki-67 sollte daher bei einer Entscheidung fiir oder gegen
eine adjuvante Chemotherapie, bzw. einer Unterscheidung zwischen Luminal A und
B (Kapitel 1.3. ), hinzugezogen werden[2], [55].

Nach wie vor liegt jedoch keine einheitliche Standardisierung vor, da sich eine grof3e
Heterogenitit im methodischen Vorgehen der Studien zeigte, die sowohl die
prognostische als auch die priddiktive Relevanz von Ki-67 bestitigten[30], [52].
Zusitzlich prisentierten sie sich mit einer ausgeprigten Interobserver-Variabilitit.
Die lokalen Ki-67-Ergebnisse wurden bei groer Varianz gegeniiber den vorhandenen

Studien nicht validiert [30], [50], [52], [56]-[61].

1.2.2.1. Auswertung des Ki-67-gefirbten Gewebes

Aufgrund der groBen Variabilitit in der Ki-67-Firbung und Auswertung hat die
»International Ki-67 in Breast Cancer Group“ einige Empfehlungen u.a. beziiglich der
prdanalytischen Handhabung des Gewebes (Dauer und Typ der Gewebefixierung,
Gewebelagerung), Wahl des Antikorpers und der Auswertung herausgegeben
(Dowsett M et al. 2011)[50]:

Beziiglich der Auswertung sollen von mind. 500-1000 beobachteten Zellen in drei
zufillig gewdhlten Regionen (40-fach vergroBert), in der alle Nuclei gefdrbt wurden,
alle positiven Zellen gezdhlt werden. Es erfolgt keine Interpretation der Intensitit.
MIB1 wird aufgrund der Validitit als Goldstandard empfohlen.

Die Regionen sollen in der Peripherie des Tumors bewertet werden, da der invasive

Rand allgemein als der biologisch aktivste Teil des Tumors angesehen wird und mit
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1. Einleitung / 1.2. Prognostische und pradiktive Faktoren
grofdter Wahrscheinlichkeit den Ausgang der Krankheit bestimmt. Kontrovers
diskutiert wird die Auswertung von Hot Spots, stark proliferierende Bereiche in
homogenem Gewebe, da hier die Herangehensweise in Studien stark divergiert

(Abbildung 1.2-2)[50], [62].
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Abbildung 1.2-2 Auswertung eines MIB1-gefirbten Gewebes nach Ki-67
rechts eingekreist: Hot Spot, Ki-67= ca. 90% (positive Zellen: dunkelbraun gefirbt);
links eingekreist: Ausschnitt des ansonsten homogenen Gewebes, Ki-67= ca. 30%.

Die Abbildung illustriert, welche Auswertungsunterschiede in heterogenem Gewebe mit Hot
Spots beobachtet werden konnen. Quelle: Dowsett M et al. (2011), Figure 3 (4) )

Zur Vereinfachung wurde von Hida A, et al. die Methode der 5-Stufen-Skala (Eye-5)
ausgewertet[63]: Zur objektiven Auswertung des prozentualen Anteils der Zellen
wird visuell nach 5 Stufen verglichen, auf wie viele ungefirbte Zellen
braunpigmentierte  Ki-67-Antigen-Zellen kommen (1:9=10%/ 1:6=14,3%/
1:2=33,3%/ 1:1=50%; s. Abbildung 1.2-3). Dies ermdglicht eine zusitzlich
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Akira | Hida et al. J Clin Patho| 2015;68:356-361
Abbildung 1.2-3 Auswertung der immunhistochemischen Ki67- Firbung mit MIB1
LI=Labelling index; Quelle: Hida AI (2015), Figure 2 (5)
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niedrigere Intraobserver-Variabilitit, korreliert direkt mit dem Ki-67 Labelling Index

und ist ihm in der Praktikabilitédt des klinischen Alltags iiberlegen[63].

1.2.2.2. Ki-67-Cut-Off

Ein einheitlicher Cut-off beziiglich Pridiktion, Prognose und Monitoring ist nach wie
vor nicht gefunden: Die Grenzwerte variieren je nach Studie zwischen 10-25%[52],
[57], [60], mitunter unter Zuhilfenahme einer zusitzlichen Intermedidrgruppe
zwischen z.B. 8-15%[64]. Abweichungen in der Reproduzierbarkeit der Ki-67-
Bestimmung sind im mittleren Bereich zwischen 10-25% am prignantesten[2], [65];
die Ubereinstimmung bei niedrigen (<10%) und hoch proliferierenden Tumoren
(>25%) ist gut[2]. Petrelli et al. (2015) empfehlen eine Differenzierung von Tumoren
>25%, da diese mit einem erhohten Risiko fiir einen karzinombedingten Tod
assoziiert sind[52]. Die offene Empfehlung der S3-Leitlinie 2021 unterstiitzt diese
Differenzierung[2]. Trotzdem wird ein einheitlicher Cut-off aufgrund grof3er Varianz
in der Literatur weiterhin Gegenstand von Diskussionen sein und eine Empfehlung

bleibt aufgrund der therapeutischen Konsequenzen (Kapitel 1.3. ) unerldsslich.

1.3. Das friihe Hormonrezeptor-positive/ HER2-negative

Mammakarzinom

Das friihe Mammakarzinom bezeichnet alle Brustkrebserkrankungen, die ohne
Aufweisen von Fernmetastasen auf die Brust und die lokoregiondren Lymphknoten

beschrinkt sind und deren Therapieansatz kurativ ist[66].

1.3.1.  Intrinsische Subtypen
Um eine an die ausgeprigte Tumorheterogenitdt des Mammakarzinoms adaptierte
Therapie zu realisieren, konnten mithilfe der Analyse von Genexpressionsprofilen
einige molekulare Subtypen (Luminal A/B, Her2-positiv, basal-dhnlich) identifiziert
werden, die sich in ihrem Ansprechen auf die verfiigbaren Therapien und in ihrer

Klinik signifikant unterscheiden[2], [67], [68]. Da deren Analyse im klinischen Alltag
24



1. Einleitung / 1.3. Das frithe Hormonrezeptor-positive/ HER2-negative
Mammakarzinom
jedoch nicht realisierbar ist, wurde eine vereinfachte Stratifizierung mittels

immunhistochemischer Surrogatparameter (Hormonrezeptor(HR)-status, Ki-67,
Her2-Status) eingefiihrt (Abbildung 1.3-1):
- HR-positiv (Progesteron(PR)- und/oder Ostrogenrezeptor(OR)- positiv),
Her2-negativ:
- Luminal A: Ki-67 niedrig
- Luminal B: Ki-67 hoch
- Her2-positiv:
- Luminal B: PR- und/oder OR-positiv, Ki-67 hoch/niedrig, Her2-positiv
- HER2-Typ: PR-/OR-negativ, Her2-positiv

- Triple-negativ: Basel-Zell-Typ: PR-, OR-, Her2-negativ

Das HR-positive, Her2-negative Mammakarzinom beinhaltet mit 80,7% (Luminal A=
37,5%, Luminal B (Her2-neg.) = 43,2%) den Grof3teil aller Mammakarzinome und ist
Gegenstand der folgenden Arbeit[15]. Allgemein zeichnen sich die HR-positiven,
Her2-negativen Karzinome durch die vergleichsweise beste Prognose auf, jedoch mit
erheblichen Unterschieden zwischen den Luminal-A- und -B-Tumoren, woraus eine

unterschiedliche Therapieplanung resultiert (Kapitel 1.3.1.): Das 5-Jahres-Uberleben
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Abbildung 1.3-1 Relatives Uberleben in Abhingigkeit von molekularen Subtypen

(n=32557), Quelle: Tumorzentrum Miinchen (2017), Seite 10, Abbildung 10 (6) Mit
freundlicher Genehmigung vom Zuckschwerdt-Verlag
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1. Einleitung / 1.3. Das frithe Hormonrezeptor-positive/ HER2-negative
C C
Mammakarzinom

betrigt 94,9% (10-Jahres-U.: 87,2%) bzw. 84,2% (10-Jahres-U.: 71%) (Abbildung
1.3-1)[15].

Im Gegensatz zu Her2-positiven und HR-negativen Tumoren, welche besonders
innerhalb der ersten 1-3 Jahre nach Diagnose ein erhohtes Risiko fiir Rezidive
aufweisen, haben Patientinnen mit einem Her2-negativen, HR-positiven
Mammakarzinom eher ein bedeutend niedrigeres Risiko fiir Rezidive innerhalb der
ersten 5 Jahre. Die Risikoreduktion stagniert jedoch nach 5 Jahren[69]: Uber 50%
aller Rezidive und zwei Drittel aller karzinomassoziierten Tode bei Her-2-negativen,
HR-positiven Mammakarzinomen treten mehr als 5 Jahre nach Diagnose auf

(Abbildung 1.3-2)[70]-[72].

,.':".'.:':‘I-:} ER negative
£ kY
5 § %
H X

co#CIleg: -
oo Teiae

14 = ER positive

Annual Hazard Rate for Breast
Cancer Death (%)

AFFrooen

0 2 4 6 8 10 12
Time After Initial Breast Cancer
Diagnosis (years)

Abbildung 1.3-2 Jihrliche Hazard Rate fiir Brustkrebsassoziierte Todesfille nach
Ostrogenrezeptor-negativ und -positiv,
n=401693; Quelle: Jatoi I (2011), Figure 1 (7)

Im Vergleich zu den Her2-positiven und Triple-negativen Karzinomen, bei denen eine
Chemotherapie klar indiziert ist[73], ist bei diesen Patientinnen eine Chemotherapie
oder Verlidngerung der endokrinen Therapie daher vom individuellen Rekurrenzrisiko

abhingig.
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1.3.2. Allgemeine Therapieempfehlungen beim HR-positiven, Her2-/neu-

negativem Mammakarzinom

Nach Diagnosestellung mittels Vakuum- oder Stanzbiopsie sollte das
Karzinomgewebe in sano reseziert werden: Die brusterhaltende Therapie (BET) mit
anschlielender Radiatio sowie die Mastektomie stehen hier zur Wahl und sind
beziiglich des Verlaufs gleichwertig[74]. In Ausnahmefdllen (u.a. begrenzte
Lebenserwartung, <pT2, pNO) kann nach BET unter Inkaufnahme eines erhéhten
Risikos fiir ein Lokalrezidiv auf eine Strahlentherapie verzichtet werden[75]. Eine
Strahlentherapie nach Ablatio erhalten Patientinnen in Ausnahmefillen (Z.n. =pT3,
=3 axilliren LKs,R1/2)[2], [76], ebenso wie eine neoadjuvante Chemotherapie
(Kapitel 1.2.).

Das Her2-negative, Hormonrezeptor-positive Mammakarzinom zeichnet sich durch
eine glinstigere Prognose aus, die u.a. durch die klinische Effektivitit der
Antihormontherapie zu erkldren ist[42]. Sollte ein erhohtes Risiko fiir spitere
Rezidive vorliegen[70]-[72], empfehlt die AGO-Leitlinie von 2020, analog zu Davies
et al. (2013), die initial auf 5 Jahre begrenzte Hormontherapie (Tamoxifen oder
Aromatase-Inhibitoren bei eindeutig nachgewiesener postmenopausaler Situation) je
nach Vertriglichkeit um weitere 5 Jahre zu prolongieren[2], [77], [78].

Die Therapie des duktalen Carcinoma in situ (DCIS) erfolgt mittels Exzision in sano
(Resektionsrand = 2mm), Radiatio bei brusterhaltender Therapie und ggf. adjuvanter

endokriner Therapie mit Tamoxifen zum Schutz der kontralateralen Brust[79].

1.3.3.  Mammakarzinom des Mannes
Das Mammakarzinom des Mannes ist mit einem Lebenszeitrisiko von 0,1% selten; im
Vergleich liegt das von Frauen bei 12,8%][1]. Fiir Minner werden daher keine
speziellen Fritherkennungsmalinahmen und Screenings empfohlen[2]. Aufgrund u.a.
mangelnder Aufkliarung der Patienten werden jedoch 40% erst in fortgeschrittenen
Stadium diagnostiziert (UICC II/IV)[2]. Die operative Therapie beim
Mammakarzinom des Mannes erfolgt analog der der postmenopausalen Frau
(vollstandiger =~ Tumorentfernung, bei  gilinstigem  Brust-Tumor-Verhiltnis
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brusterhaltend, und Sentinel-Lymphknoten-Entfernung)[2]. Eine Radiatio soll
unabhingig vom Operationsverfahren bei Tumoren >2cm und positivem Nodalstatus
erfolgen. Bei positivem Hormonrezeptorstatus wird die Einnahme von Tamoxifen fiir
5 Jahre zur endokrinen Therapie empfohlen; eine schlechte Compliance ergibt sich
u.a. aufgrund sexueller Dysfunktionen[2]. Aromatasehemmer werden aufgrund einer

erhohten Mortalitdt nicht empfohlen[2], [80].

1.3.4. Chemotherapie-Empfehlung

Trotz der generell sehr guten Prognose der HR-positiven, Her2-negativen Karzinome,
gibt es grofle Unterschiede beziiglich des Outcomes innerhalb dieser Subgruppe.
Kernpunkt der alltiglichen Therapieentscheidung ist es daher, zu identifizieren,
welche Patientinnen ein hoheres Risiko fiir ein Rezidiv oder Fernmetastasen
aufweisen und daher von einer zusitzlich adjuvanten Chemotherapie profitieren.
Aufgrund des Mangels an validierten pradiktiven Markern zur adjuvanten
Chemotherapie stellt dies die behandelnden Arzte jedoch vor groe
Herausforderungen. Klinisch-pathologische Parameter wie Grading, TumorgroRe,
Nodalstatus und weitere konnen in der Entscheidung unterstiitzen, sind jedoch nicht
prizise in der Priddiktion des Krankheitsverlauf und fiihren in vielen Fillen zur
Ubertherapie[81]. Laut IQWiG wurde bei ca. 80% dieser Patientinnen auch ohne
Chemotherapie kein Rezidiv innerhalb von 10 Jahren diagnostiziert (nach einer von
R. Kreienberg zur Verfiigung gestellten unpublizierten Subgruppenanalyse zu Wolters
et al.) [82], [83]. Eine akkurate Risikoeinschitzung ist daher essenziell, da
Patientinnen mit einem geringen absoluten Risiko nur einen geringen absoluten
Nutzen von einer Chemotherapie haben (,,Low absolute risk implies Low absolute
benefit“[84])[2]: Sie miissen andernfalls betrichtliche Nebenwirkungen in Kauf
nehmen, die die Lebensqualitit mindern (z.B. sensorische Polyneuropathie, Fatigue)
oder sogar letal (z.B. sekundire Leukidmie, Herzinsuffizienz) verlaufen kdnnen[2].

Um Patientinnen mit einer besseren von denen mit einer schlechteren Prognose
abzugrenzen, bietet sich flir therapeutische Strategien das biologische Modell mit

Unterteilung in Luminal A und B an, welche sich durch eine signifikant
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unterschiedliche Prognose voneinander unterscheiden (Abbildung 1.3-1): Die letzten
St. Gallen-Konsensus empfiehlt fiir Patientinnen mit Luminal-A-Tumoren eine
alleinige endokrine Therapie und fiir Patientinnen mit Luminal-B-Tumoren eine
zusdtzliche adjuvante Chemotherapie[55], [85]. Diskriminierung dieser intrinsischen
Subtypen hingt hier jedoch ausschlieBlich vom Proliferationsfaktor Ki-67 ab, fiir den
es nach wie vor weder einen einheitlichen Cut-off, noch eine Validierung gibt (Kapitel
1.2.2.2. ). Keiner der verfiigbaren Marker (u.a. Grading) kann zuverldssig zwischen

Luminal A und B differenzieren[86].

Neu entwickelte Multigentest, die auf der Analyse unterschiedlicher Genexpressionen
beruhen, sollen nun bei der exakten Risikostrafizierung helfen. Die am hiufigsten in
Deutschland eingesetzten sind OncotypeDX®, MammaPrint®, Prosigna®, sowie der

EndoPredict®-Test[2], dessen Performance Gegenstand dieser Arbeit ist.

1.3.5. Multigentests

Basierend auf der Analyse unterschiedlicher Genexpressionen, liefern die neuen
Multigentests, mithilfe von u.a. DNA-Microarrays und qRT-PCR, Ergebnisse mit
einer Reproduzierbarkeit von mehr als 90%[87], womit sie beziiglich der Validierung
den modernen Biomarkern iiberlegen sind[86].

Fiir alle vier Multigentests (OncotypeDX, MammaPrint, Prosigna, EndoPredict)
liegen umfassende retrospektive Studien vor: Diese konnten verifizieren, dass alle vier
Tests  Patientinnen der  Niedrigrisikogruppe, @ mit einem  10-Jahres-
Fernmetastasenrisiko unter 10%, akkurat identifizieren konnten[2], [72], [88]-[90].
Diese Patientinnen konnen bei alleiniger endokriner Therapie auf eine adjuvante
Chemotherapie  verzichten. Die verschieden  Multigentests analysieren
unterschiedliche Gene und decken verschiedene Anwendungsbereiche ab. Bedeutend
ist, dass alle Tests unabhingig von klinisch-pathologischen Parametern sind[2], [47].
Fiir den OncotypeDX- und MammaPrint-Test liegen zusitzlich prospektive Studien

vor[91], [92].

29



1. Einleitung / 1.3. Das frithe Hormonrezeptor-positive/ HER2-negative
Mammakarzinom
Aufgrund nicht ausreichender Datenlage und kurzen Nachbeobachtungszeiten

empfiehlt die AGO 2021 die Durchfiihrung der Tests zum derzeitigen Stand nur mit
dem ,,AGO-Empfehlungsgrad +*“ (+* bedeutet iibersetzt aus dem Englischen: ,,diese
Untersuchung [...] ist von limitiertem Nutzen fiir den Patienten und kann
durchgefiihrt werden“ und ,,[...] sollte[] nur im Kontext der klinisch-pathologischen
Faktoren [...] eingesetzt werden®) [93].

Die S3-Leitlinie 2021 empfiehlt die Durchfiihrung eines Multigenassays ebenfalls nur,
wenn die konventionellen Marker bei Patientinnen mit Her2-negativem, HR-positiven
Tumoren keine eindeutige Entscheidung fiir oder gegen eine Chemotherapie
zulassen[2]. Der Empfehlungsgrad liegt bei O (= Empfehlung offen) [2].

Die folgenden vier Multigentest sind die am haufigsten auf dem deutschen Markt

vertretenen Tests:

Tabelle 1.3-1 Vergleich von vier Multigentests (MammaPrint®, OncotypeDX®, Prosigna®,
EndoPredict®), Quelle: AGO e. V. et al.: ,,Diagnostik und Therapie von Patientinnen mit
primdrem und metastasiertem Brustkrebs, Guidelines 2021 “unter: https://www.ago-
online.de/fileadmin/ago-
online/downloads/ leitlinien/kommission_mamma/2021/Alle_aktuellen Empfehlungen 2021.p
df (abgerufen am 26.01.2022) [93]

70-Gen-Signatur 21-Gen PAM50 (Prosigna®) 8-Gen-Signatur
(MammaPrint®) Recurrence Score (EndoPredict®)
(Oncotype DX®)

Anbieter Agendia Genomic Health NanoString Myriad Genetics, Inc.

Typ 70-Gen Assay 21-Gene 50-Gen Assay 11-Gen Assay
Recurrence Score

Gewebe fresh frozen/(FFPE) FFPE FFPE FFPE

Technik RNA Microarrays  gRT-PCR Direkte Hybridisierung gq-RT-PCR

Zentrallabor ja ja nein nein

e N-/+ <70 Jahre  N-/+ ER+ postmenopausal, N-/+, pre-/postmenopausal

ER+ HER2- N-/+, ER+ HER2-
Prognose tber nein Ja/nein ja ja

Rekurrenz >5J.
Chemo-Pradiktion wenig validiert ja Keine Evidenz Keine Evidenz (AGO)

Level of Evidence Ib +* b +* 2b +* 2b +*
(LoE) + Empf.

30



Multizentrische NSABP B-14, ATAC MA.12, MA.5, ABCSGS8, ABCSG6, ABCSGS,

Retrospektive o
Validierung NSABP B-20, ECOGATAC GEICAM-9906, ATAC

Evidenz
9127, SWOG 8814,
MINDACT (NO, N1) TAILORX (NO,
Prospektive Low-risk, RS<11),
Evidenz PlanB (NO,
Highrisk/N+)
o Low-High Low-intermediate- Low-intermediate- _
Risikoklassen _ _ Low-High
High High
1.3.5.1. MammaPrint, OncotypeDX und Prosigna

Der erste Test auf dem Markt war der MammaPrint®-Test (Agendia, Niederlande).
Er analysiert 70 Gene in initial nur gefrorenem, seit 2017 auch formalinfixiertem,
Tumormaterial und wird mittels RNA-Microarrays ausgewertet[47]. Fiir die
Entwicklung wurde mithilfe von Tumorgewebe von nodal negativen, nicht
vortherapierten Frauen <70 Jahren, welche innerhalb von 5 Jahren Metastasen
entwickelten, sowie solche, welche 5 Jahre krankheitsfrei blieben, divergierend
exprimierte Gene identifiziert[47]. Der Test kann sowohl an Patientinnen mit HR-
positiven und -negativen, als auch an Her2-positiven und -negativen Karzinomen
angewandt werden. Er liefert sowohl bei Nodal-negativen als auch bei Patientinnen
mit bis zu 9 positiven Lymphknoten zusitzliche prognostische Aussagekraft[94]. Fiir
die Auswertung ist eine Einsendung des Gewebes in ein Zentrallabor notig[86]. Der
Mindact-Trial lieferte prospektive Evidenz [86], [91]: Das 5-Jahres-Uberleben der
Niedrigrisikogruppe betrug 94,7%[86], [91]. Beziiglich des Risikos fiir spite
Metastasen oder Rezidive, sowie des Chemotherapie-Nutzens liefert der Test keine
separate Aussagekraft[86].

Der weit verbreitete OncotypeDX®-Test (Genomic Health, USA), mit Level of
Evidence Ib (=einzelne randomisierte kontrollierte Studien[93]), basiert auf der
Genexpression von 21-Genen (davon 5 Referenzgene), die mittels qRT-PCR an FFPE-
Gewebe ausgewertet werden[86]. Anhand dessen wird durch einen mathematischen
Algorithmus ein Recurrence Score (RS: 0-100) erstellt, der Patientinnen in drei
Risikogruppen (RS 0-18= niedrig, RS 19-30= intermedidr und RS = 31= hoch)

einteilt[92]. Die Messungen finden ausschlieBlich nach Einsenden von Her2-
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negativem, HR-positiven, nodal-negativen (-und positiven[95]) Tumorgewebe in
einem Zentrallabor in Kalifornien, USA statt. Gemal der prospektiven TailorX-Studie
(Nachbeobachtungszeit= 69 Monate) sind bei Patientinnen mit einem intermedidren
RS von 11-25 die endokrine und chemoendokrine Therapie gleichwertig. Sowohl die
prospektiv-randomisierte PlanB-Studie, als auch die TAILORx-Studie konnten bei
Patientinnen mit einem niedrigen Oncotype DX Recurrence Score <11, welche
ausschlieBlich eine endokrine Therapie erhielten, ein sehr gutes 3- bzw. 5-Jahres-
krankheitsfreies-Uberleben mit 98% bzw. 93,8% (PlanB 5-Jahres-DFS: 94%)
vorweisen[30], [53], [92], [95], [96]. Nach TAILORx-Studie liegen Langzeitdaten vor
mit einem 9-Jahres-krankheitsfreiem-Uberleben von 83,3% mit alleiniger endokriner
Therapie und von 84,3% mit chemoendokriner Therapie [92]. Der Oncotype DX gibt
Aufschluss iiber die Pradiktion einer Chemotherapie und das Risiko fiir ein spites
Auftreten (>5 Jahre) von Fernmetastasen[97].

Der als letzter auf den Markt gekommene Prosigna® (Nanostring Technologies,
USA) ist ein 50-Gen-Assay (5 Kontrollgene), der an FFPE-Gewebe mittels direkter
Hybridisierung ohne nétiges Zentrallabor den intrinsischen Subtyp auf Basis der
PAM50-Gensignatur bestimmt. Durch einen Risk of Recurrence Score (ROR),
ermittelt mithilfe von Tumorgrofle und Nodalstatus, gibt er Aufschluss iiber das
individuelle =~ Fernmetastasierungsrisiko ~ und  Spdtmetastasierung[98]  von
postmenopausalen, nodalpositiven und -negativen, HR-positiven, Her2-negativen
Patientinnen. Die retrospektive Validierung erfolgte aus Tumorgewebeproben aus
den Studien ABCSG 8 und TransATAC [90]. Zum derzeitigen Zeitpunkt liegen keine

prospektiven Daten vor[86].

1.3.5.2. EndoPredict

Im Folgenden wird die Performance des Multigentests EndoPredict® (Sividon
Diagnostics GmbH, Koln, Deutschland; heute Myriad Genetics, Inc.) untersucht, der
erstmalig 2011 von Filipits et al. beschrieben wurde[99]. Er ist fiir post- und
primenopausale Patientinnen mit Her2-negativen, HR-positiven Mammakarzinom
mit Befall von 0-3 Lymphknoten geeignet.
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1. Einleitung / 1.3. Das frithe Hormonrezeptor-positive/ HER2-negative
Mammakarzinom
Initial wurden anhand von 253 frisch gefrorenen Gewebeproben 22.283 Gene

analysiert, die entweder mit Fernmetastasen oder einem 10-Jahres-DFS assoziiert
sind. In mehreren Zwischenschritten wurden diese mithilfe von Cox-
Regressionsanalysen auf 8 karzinomrelevante Gene reduziert, die verschiedene
biologische Prozesse (Proliferation, Apoptose, Zelladhision, Zellsignalisierung,
Ostrogenrezeptor-Expression u.a.) im Verlauf des Karzinomgeschehens abdecken: 3
Zellteilungs-assoziierte Gene (UBE2C, BIRC5, DHCR7), 5 Hormonrezeptor-
assoziierte Gene (STC2, AZGP1, IL6ST, RBBP8, MGP) und 3 Referenzgene (CALM2,
OAZ1, RPL37A) (Abbildung 1.3-3)[99].

Molekularer 12-Gen-Score fiir friihe und spéate Metastasen

3 ZELLTEILUNG 5 HORMONE-REZEPTOR
ASSOZIIERTE GENE ASSOZIIERTE GENE

+ UBE2C .STC2 -RBBP8 SPATE
Metastasen + BIRC5 +AZGP1 + MGP Metastasen
(0-5 Jahre) « DHCR7 «IL6ST (5_] 0 Jahre)

3 Normalisierungsgene: CALM2, OAZ1, and RPL37A
4 KONTROLL GENE

1 Kontrolle fiir DNA-Kontaminationen: HBB

Abbildung 1.3-3 Molekularer 12-Gen-Score

Quelle: Myriad Genetics, Inc.: ,Was ist EndoPredict®, unter: https://EndoPredict.eu/de/was-
ist-EndoPredict/#12molecule (abgerufen am 27.10.2019). (8)

Der EndoPredict wird mittels RT-PCR (reverse Transkriptase PCR) an FFPE-Gewebe
durchgefiihrt. Er kann dezentral an lokalen Pathologischen Instituten verldsslich
durchgefiihrt werden und muss nicht ins Ausland versandt werden. Die individuelle
pridanalytische Handhabung des Gewebes (Stanzbiopsie oder Operationspriparat
[100], Fixierungs- und Lagerungszeiten der Schnitte) hat keinen Einfluss auf die
Reproduzierbarkeit der Testergebnisse [98], [101], [102].

Der EndoPredict-Test teilt die Patientinnen in eine Hoch- und eine
Niedrigrisikogruppe ein: Durch Vereinigung von Genexpressionsanalysen mit den
klinisch-pathologischen Faktoren Tumorgrole und Nodalstatus, kann seine

prognostische Aussagekraft noch verbessert werden[73]. Die Genexpressionen
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1. Einleitung / 1.3. Das frithe Hormonrezeptor-positive/ HER2-negative
Mammakarzinom
werden durch mathematisch lineare Kombination zu allererst zum sogenannten , EP

Score“ (neu: Molekularer 12-Gen-Score) zusammengefasst (Abbildung 1.3-4)[99]:

Die Skala des EP- (bzw. Molekularer 12-Gen-) Scores reicht von 1-15, wobei der Score
1-5 auf ein niedriges Risiko und der Score 5-15 auf ein hohes Risiko fiir spitere
Fernmetastasen hindeutet. Die einzelne Genexpression eines jeden Gens wird,
normalisiert nach den Referenzgenen, als Zyklusschwellenwert (Delta Cycle

Threshold= DC,) angegeben.

EP Score L

Der molekulare ,Fingerabdruck*

AT Ry

Q 75

W\

Zeleturg szt Gore EP Score |

STC2 AZGP1 IL6ST RBBP8 MGP

e e
Abbildung 1.3-4 Erlduterung des EP Scores

Quelle: Myriad Genetics, Inc. Unter (10):
http://www.EndoPredict.com/de/EndoPredict/funktionsprinzip.html [abgerufen am
12.12.2017]

Durch rechnerische Integration von Nodalstatus und Tumorgrofe kann dann der
EPclin Score berechnet werden (Abbildung 1.3-5). Er reicht von 1,0 - 6,0. Der Cut-
Off liegt bei 3,329, wobei ein Score {iber 3,329 das Metastasenrisiko in den nichsten
10 Jahre auf >10% schitzt und dementsprechend der Hochrisikogruppe zugeordnet
ist. Ein Score unter 3,329 bemisst das Risiko auf <10% und schitzt das
Chemotherapie-Nutzen auf <3%. Patientinnen mit einem hohen EPclin Score, welche
eine chemoendokrine Therapie erhalten, haben eine signifikant niedrigere

Fernmetastasierungsrate, als Patientinnen mit einer rein endokrinen Therapie[103].
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1. EKinleitung / 1.3. Das frithe Hormonrezeptor-positive/ HER2-negative
Mammakarzinom

MOLEKULARER 12-GEN-SCORE: 7,0

TUMORGROSSE: pTlab (s1cm)

NODALSTATUS: alle Lymphknoten negativ

10-JAHRES-WAHRSCHEINLICHKEIT
EINES FERNREZIDIVS

EPclin RISK SCORE HOHES RISIKO

Abbildung 1.3-5 EPclin Risk Score
Quelle: Myriad Genetics, Inc.: ,Was ist EndoPredict“, unter:
https://EndoPredict.eu/de/was-ist-EndoPredict/#12molecule (abgerufen am 27.10.2019).
(12)

Patientinnen mit einem niedrigen EPclin Score haben keinen Benefit durch eine

zusdtzliche Chemotherapie[103] (Abbildung 1.3-6).

Jeder Patient erhdlt einen Ergebnisreport, der das individuelle Risiko fiir

Fernmetastasen, explizit fiir spidte Metastasen (>5-15 Jahre nach Diagnosestellung),

—— ET alone
ET+C

10-YEAR RISK OF DRFI (%)

EPclin

Abbildung 1.3-6 10-Jahres-Risiko fiir Fernmetastasen entsprechend des EPclin Scores unter
Endokriner Therapie (ET) versus Endokriner- und Chemotherapie (ET+C)
Quelle: Myriad Genetics GmbH: ,,Chemotherapy Benefit“, unter:
https://EndoPredict.eu/chemotherapy-benefit/ (abgerufen am 08.04.2020).(11)
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und den absoluten Nutzen einer Chemotherapie nach 10 Jahren angibt[104] (Beispiel

eines Ergebnisberichts im Appendix: Kapitel 7.1.4.)

Die klinische Validierung erfolgte mittels zweier retrospektiver randomisierter
Studien (ABCSG 6 und 8), welche bestdtigten, dass EndoPredict wertvolle
prognostische Aussagekraft liefert und Spdtmetastasierung vorhersagen kann,
unabhingig von klinikopathologischen Faktoren: In der endokrin-therapierten
Niedrigrisikogruppe kam es nach zwdélfjahriger Beobachtungszeit bei weniger als 2%
der Patientinnen zu Fernmetastasen [72], [98]. 47-57% der durch geldufige klinische
Leitlinien der Intermedidren- oder Hochrisikogruppe zugewiesenen Patientinnen
kénnten mittels EndoPredict, durch Zuordnung in der Niedrigrisikogruppe, auf eine
Chemotherapie verzichten [105]. EndoPredict ist nach retrospektiven Studien den
konventionellen klinikopathologischen Risikofaktoren, wie Ki-67, uPA/PAI1 und
Grading, tiberlegen [99], [106].

Das Evidenzlevel der AGO liegt aufgrund fehlender prospektiver Studien derzeit nur

bei 2b [93].

Die folgende Dissertation hat das erste prospektive Datenmaterial des EndoPredict-

Tests zur Grundlage.
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2.

Zielsetzung

Ziel der Dissertation ist die Nachbeobachtung des klinischen Verlaufs von 373

Patienten mit Ostrogenrezeptor-positiven, Her2/neu-negativem Mammakarzinom,

deren Therapie anhand des EndoPredict-Tests entschieden wurde:

Wie ist die Compliance zur empfohlenen Therapie nach dem EndoPredict-
Test?

Wie ist das Gesamt- und krankheitsfreie Uberleben der Patientinnen?

In wie weit korrelieren die Rezidiv- und Fernmetastasierungsraten der
Patientinnen mit der EPclin-Risikostrafikation?

Wie viele Patientinnen konnten aufgrund der Ergebnisse des EndoPredict-
Tests auf eine Chemotherapie verzichten, im  Vergleich zur
Therapieempfehlungen nach Ki-67?

Bietet der EndoPredict-Test eine iiberlegene Alternative zu den etablierten

Prognosefaktoren in der Entscheidung fiir oder gegen eine Chemotherapie?

Zusitzlich wurde retrospektiv der Ki-67-Index von 307 Patientinnen bestimmt:

Vor dem Hintergrund, dass der optimale Ki-67-Cut-Off nach wie vor diskutiert
wird[41], [56]-[59], wo ldge der optimale Cut-Off nach dem EP-/EPclin Score
bzw. nach dem Outcome?

In wie weit korrelieren EndoPredict- und Ki-67-Ergebnisse?

Kann Ki-67 in unklaren Féllen, neben dem EndoPredict-Test, weiterfithrende

prognostische Aussagekraft liefern?



3. Material und Methoden

3.1. Patientenkohorte

Das Patientenkollektiv umfasst 373 Patienten (367 Frauen, 6 Mainner) mit
Ostrogenrezeptor-positivem, HER2/neu-negativem Brustkrebs ohne Metastasierung
mit maximal 3 befallenen Lymphknoten (maximal pN1c), die sich im Zeitraum von
September 2011 bis einschliellich April 2015 einer primidren Therapie im
interdisziplindren Brustzentrum der Technischen Universitit Miinchen unterzogen
und bei denen zur Therapieentscheidung der EndoPredict® hinzugezogen wurde.
Die Studie wurde nach einem entsprechenden Antrag von der lokalen
Ethikkommission der TU Miinchen genehmigt.

Urspriinglich umfasste die Kohorte 379 Patienten, von denen jedoch 6 Patienten
ausgeschlossen wurden: Vier dieser Patienten hatten sich extern behandeln lassen, so
dass deren paraffinierten Tumorblocke dem Klinikum rechts der Isar nicht zur Ki-67-
Fiarbung vorlagen. Fiir sie waren zusitzlich keinerlei Informationen beziiglich der
erfolgten Therapien, noch des Outcomes einzuholen. Bei zwei Patienten wurde
nachtriglich ein Nodalstatus von iiber 3 befallenen Lymphknoten erhoben. Diese
Patienten wurden aus der Kohorte ausgeschlossen, da der EndoPredict-Test® bei
Befall von iiber 3 Lymphknoten nicht mehr geeignet ist. Tumore, welche im pT4-
Stadium die Haut oder Brustwand, zu der die Rippen, der vordere Serratusmuskel und
die interkostale Muskulatur zihlen, ausgenommen eine Infiltration der
Pektoralismuskulatur, infiltrierten, wurden in die Kohorte von Beginn an nicht
eingeschlossen, da Tumore dieses Stadiums fiir den EndoPredict-Test nicht geeignet
sind. Patientinnen mit einem DCIS-Tumor wurden von Beginn an nicht in die Kohorte
eingeschlossen.

Bei 14 Patientinnen zeigte sich bei Diagnosestellung ein beidseitiges
Mammakarzinom. An beiden Tumoren wurde der EndoPredict-Test® separat

durchgefiihrt. Aufgrund der eventuell verfilschten Prognoseeinschidtzung entschieden



wir uns, jeweils nur die Tumorseite mit dem prognostisch ungiinstigeren
EndoPredict-Ergebnis in die Kohorte aufzunehmen.

In die Kohorte bezogen wir primenopausale und postmenopausale Patientinnen ein,
sowie sechs Patienten ménnlichen Geschlechts.

Zehn Patientinnen unterzogen sich u.a. aufgrund von inoperablen Tumoren oder
ungiinstiger Brust-Tumor-GroBenrelation einer primir systemischen Therapie; bei
Ihnen wurde der EndoPredict-Test mittels Test-Kit an der Biopsie vor der
neoadjuvanten Therapie durchgefiihrt (Kapitel 3.2.1. EndoPredict - Durchfiihrung).
Diverse allgemeine Patienteninformationen (u.a. Geburtsdatum, Menopausenstatus,
Geschlecht) wurden anamnestisch oder aus den klinikinternen Datenbanken
ODSeasy, SAP oder dem Tumor- und Mammaboard erhoben.

Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose wurde bei allen Patientinnen operativ bzw.
stanzbioptisch Tumorgewebe entnommen. Den S3-Leitlinien der Deutschen
Krebsgesellschaft entsprechend, wurde das Tumormaterial histopathologisch in
Hinblick auf Tumortyp (invasiv-duktal, invasiv-lobuldr und weitere), Grading nach
dem sogenannten BRE-Score (nach Bloom, Richards und Scarff, modifiziert nach Ellis;
G1-G3 nach TNM-Klassifikation), Progesteron-Rezeptorstatus,  Ostrogen-
Rezeptorstatus, Resektionsstatus (R0O-R2 nach TNM-Klassifikation), Her2/neu-
Rezeptorstatus sowie bei 181 Patientinnen beziiglich der Proteasen uPA und PAI-1
im Institut fiir Pathologie des Klinikums rechts der Isar untersucht. Bei fraglichem
Staging wurden der Nodalstatus, die TumorgroQ3e, sowie die Multizentrizitdt mithilfe
apparativer Diagnostik (Sonographie, Rontgen-Aufnahmen, Mammographie und
weitere) bestimmit.

Das entnommene Tumorgewebe wurde anschlieBend in 10% neutral-gepuffertes
Formalin fixiert und, aufgeteilt auf mehrere Gewebeblocke, in Paraffin eingebettet
(FFPE). An allen Patienten wurde anschlielfend der EndoPredict®- Test (Sividon

Diagnostics; heute Myriad Genetics, Inc.) angewandt.
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3.1.1. Informationsdatenbanken
Fiir die Datenerhebung der Patienteninformationen wurden u.a. das Miinchner
Tumorregister, das ODSeasy und die elektronische SAP-Patientenakte zu Hilfe
genommen.
Das Miinchner Tumorregister ist eine Einrichtung der medizinischen Fakultiten der
Technischen Universitit Miinchen und der Ludwig-Maximilians-Universitit
Miinchen, welches vom Institut der Medizinische Informationsverarbeitung,
Biometrie und Epidemiologie (IBE) im Klinikum Grof3hadern gefiihrt wird. Es werden
Krankheitsverldufe unter Quantifizierung von Inzidenz, Mortalitit, u.a. einer
Erkrankung dokumentiert.
Das ODSeasy wird als Tumordokumentationssystem aller gynikologischen
Krebspatientinnen, mit dem Schwerpunkt Mammakarzinom und Ovarialkarzinom, in
der Frauenklinik des Klinikums rechts der Isar genutzt.
Fiir weiterfiihrende Informationen sind fiir Patientinnen im Klinikum rechts der Isar
Patientenakten mit der SAP-Software angelegt, welche ebenfalls zur Datenerhebung

genutzt wurden.

3.2. EndoPredict® Test

3.2.1. Durchfithrung
Im Labor der Pathologie der TU Miinchen als qualifizierte Molekularpathologie wurde
der EndoPredict®-Test mittels EndoPredict®-Kit an geeigneten Tumorgewebe-
Blocken jeder Patientin durchgefiihrt. Unter den Gewebeblocken zur Testung des
EndoPredict®, waren 10 Blocke, dessen Gewebe zuvor stanzbioptisch gesichert

worden war.

EndoPredict®-Kit:

- EndoPredict® UNO Platte, geeignet zur Analyse einer Patientenprobe, inklusive

8er Deckelstreifen und Kurzanleitung

- EndoPredict® DUO Platte, geeignet zur Analyse zweier Patientenproben, inklusive

8er Deckelstreifen und Kurzanleitung
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- EndoPredict® PICO qREF (6 x 15ul qREF RNA, Positivkontrolle) und EndoPredict
PICO gPCR-H20 (6 x 1ml qPCR-H20), ausreichend fiir 6 EndoPredict UNO- oder
DUO-Platten

Weitere Gerite, Materialien und Reagenzien

- RNase-freie Einmalreaktionsgefil3e (1,5ml, 5ml)

- RNase-freie Pipettenspitzen mit Filter in entsprechenden Gro3en

- Zentrifuge fiir PCR-Platten

- Tiefkiihlbarer Thermostinder fiir Reaktionsgefille (-20°C)

- Gekiihltes Thermo-Pipettiergestell fiir die PCR-Platten und QC-Streifen
- 96-Well-Base zur Zentrifugation der QC-Streifen

- Optional: Verschlusshilfe fiir Optical Caps (z.B. Strip Cap Tool, Bio-Rad

Laboratories GmbH, Miinchen)

- Optional: elektrische Multi-Pipette

Die aus dem FFPE-Tumorgewebe entnommene Gewebeprobe (Tumoranteil
mindestens 30%) wurde in ein Reaktionsgefil {iiberfiihrt, wo mittels Tissue

Preparation Reagents (Sividon Diagnostics, heute Myriad Genetics, Inc.) bzw.

VERSANT® Tissue Preparation Reagents (Siemens Healthcare Diagnostics) RNA
isoliert wird. Zur Priifung der extrahierten RNA auf eine ausreichende Menge, sowie
einen effizienten DNA-Verdau, welche als Voraussetzung fiir ein valides
EndoPredict®-Testergebnis gilt, wurde ein EndoPredict® Quality Control Streifen
verwendet.

Nach Pipettieren der im Kit enthaltender Reagenzien (PCR-Mastermix: qPCR-H,0, 2x
Reaction Mix, Super Script® III RT/Platinum® Taq Mix) mit der gewonnen RNA
nach Anleitung des Herstellers (Gebrauchsanweisung EndoPredict® Sividon
Diagnostics GmbH; Myriad GmbH 2014) wurde die Substanz auf die EndoPredict®
UNO/DUO Platte im VERSANT® kPCR System AD Modul aufgetragen.
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Dort erfolgte basierend auf der Technologie der quantitativen Polymerasen-
kettenreaktion mit reverser Transkription (RT-qPCR) die Analyse der 8 Tumorgene
(BIRC5, UBE2C, DHCR7, RBBPS, IL6ST, AZGP1, MGP und STC2), sowie der 3
Referenzgene (CALM2, OAZ1 und RPL37A), welche deren Expression im
Tumorgewebe wiedergibt. Die Messdaten wurden in die Software EndoPredict®
Report Generator exportiert.

Neben einer Qualitdtspriifung lieB sich nun anhand der Genexpressionsanalyse durch
einen mathematischen Algorithmus aus den Hormonrezeptor-assoziierten Genen
(STC2, AZGP1, IL6ST, RBBP8, MGP) und den Zellteilungs-assoziierten Genen
(UBE2C, BIRC5, DHCR?7) der EP Score (12-Gen-Score) berechnen.

Durch zusidtzliche Angabe der Informationen beziiglich Tumorgrofe nach TNM-
Klassifikation (pTlab; pTlc; pT2; pT3) und Nodalstatus (negativ; 1-3 positive

Lymphknoten) konnte der EPclin Score berechnet werden.

3.3. Ki-67

3.3.1. Kollektiv der Tumorblocke
Ki-67 konnte retrospektiv flir 307 Patientinnen immunhistochemisch bestimmt
werden. Anhand der vorhandenen Tumorbldcke wurden mithilfe einer erfahrenen
Pathologin makroskopisch geeignete Tumorbldcke ausgewihlt.
Bezogen auf die Gesamtkohorte von 373 Patientinnen konnten folgende Tumorblocke

nicht verwendet werden (siehe Tabelle 3.3-3):
- Tumorbldcke von 18 Patientinnen aufgrund von externer Archivierung
- Tumorblocke von 12 Tumorbldcke, da diese nicht auffindbar waren

- Tumorblécke von 8 Patientinnen mit Z.n. primir systemischer Therapie vor
Tumorblockentnahme, dementsprechend ohne Gewdhrleistung der Aussagekraft

der Ki-67-Fiarbung

- Tumorblécke von 3 Patientinnen aufgrund der Entsorgung nach Parasitenbefalls

(Dermestidae)
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Von 13 Patientinnen war schon vor Beginn des Projekts eine Ki-67-Firbung
angefertigt worden, welche nun von einer erfahrenen Pathologin wiederholt
ausgewertet werden konnte und keiner weiteren Firbung mehr bedurften. Von 6
Patientinnen wurden Biopsiepriparate zur Firbung gewdhlt, welche in die Ki-67-

Kohorte eingeschlossen werden konnten.

3.3.2. Erstellen der Schnitte
Die Tumorblocke wurden vor Anfertigen der Schnitte auf der Kihlplatte COP-30
(SKU: 02-1130-00) der Firma Medite Cancer Diagnostics, Inc., auf -15 Grad gekdihlt.
Nach Voreinstellung des Schneidemessers auf den zu schneidenden Tumorblock,
wurden mithilfe des Microtoms Microm HM 335 E (GMI, SKU: 8243-30-0001) jeweils
4 Leerschnitte von 5pm eines jedes Tumorblockes angefertigt. Unter Zuhilfenahme
von zwei Feinhaarpinsel der Firma Brunnen (10-48909-BR, Grol3e 4 und 0) wurden
die Schnitte vom Schneidemesser zum Paraffinstreckbad TFB 35 der Firma Medite
(Art.-Nr. 01-3500-02) gefiihrt und dort manuell auf Adhésionsobjekttriger von
Thermo Scientific SuperFrost®Plus (Artikelnummer: 10149870) gezogen.
Anschliefend wurden die Objekttrdger nach Datum und Histologienummer des
Archivs der Technischen Universitit Miinchen gekennzeichnet und die Schnitte zum
Trocknen in Farbekasten nach Schiefferdecker (Material: Kalk-Soda-Glas, Fassmenge:

20 Objekttrager, Artikelnummer H551.1, Firma Carl Roth GmbH & Co. KG) gestellt.

3.3.3. Himatoxylin- Eosin- Firbung
Zur Sicherstellung von vorhandenem Tumorgewebe auf dem ausgewihlten Schnitt
wurde jeweils ein Leerschnitt eines jeden Blockes mit Hamatoxylin-Eosin (HE-

Farbung) nach einem laborinternen Firbeprotokoll gefdrbt:

oo
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Tabelle 3.3-1 Hamatoxylin-Eosin-Farbeprotokoll

Hamatoxylin-Eosin-Farbung

1.

Vorbereitung:

1.1.  Wdrmeschrank 60 Grad 30min.
Entparaffinieren:

2.1. 2x 10 min. Xylol

2.2. 2x 5 min. % Isopropanol

2.3. 5 min. 96% Ethanol

2.4. 5 min. 70% Ethanol

Farbung:

3.1. 2x 2,5 min. TBS- Puffer (Tris-buffered Saline)
3.2. 5 min. Hamalaun, filtriert

3.3. 10 min. blduen unter flieRendem, warmem Leitungswasser
3.4. 2x 2 min Aqua dest.

3.5. 1min. farben in 0,1 % Eosin

3.6. 2x kurz auswaschen in Aqua dest.

3.7. Differenzieren in 1 min. 70 % Ethanol

3.8. 3 min. 96 % Ethanol

3.9. 2x 3 min. Iso

3.10.2x 3 min. Xylol

Nachbereitung

4.1. Belegung mit Deckglaser durch Corbitbalsam-Fixierung
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Das Resultat einer HE-Firbung sind angefirbtes blassrotes Zytoplasma, violett-blaue
Zellkerne, rote Muskelfasern und rotes kollagenes Bindegewebe im Gewebeschnitt.

Mikroskopisch wurden darauffolgend alle HE-gefirbten Schnitte mit Hilfe derselben
erfahrenen Pathologin auf das Vorhandensein von Tumorgewebe gepriift, um zu
gewihrleisten, dass die richtigen Tumorschnitte fiir die immunhistochemische Ki-67-
Fiarbung ausgewdhlt worden waren. Auch vermerkt wurden Schnitte, auf denen wenig

Tumorgewebe vorhanden war. Von Patientinnen, auf deren Tumorgewebeschnitten




kein Tumorgewebe zu finden war, wurden Schnitte von Alternativblocken oder eine
wiederholte Fiarbung angefertigt.

Von 9 Patientinnen war auch nach wiederholtem Anfertigen von Schnitten und
Fiarbungen kein Tumorgewebe sicherzustellen. Von 13 Patientinnen konnte nur

wenig Tumorgewebe dargestellt werden.

3.3.4. Ki-67 Firbung Ventana
Die Ki-67-Farbung wurde nach den Empfehlungen der ,International Ki-67 in Breast
Cancer Group‘ von 2011 durchgefiihrt[50]. Die immunhistochemische Firbung
wurde mittels des VENTANA-Firbesystems BenchMark XT der Firma Roche
Deutschland Holding GmbH mithilfe des OptiView DAB IHC Detection Kit
(Katalognummer: 760-700, Ventana Medical Systems, Inc.) auf speziell fiir
immunhistochemische Firbungen geeigneten Objekttrigern (Thermo Scientific
SuperFrost®Plus) angefertigt.
Die VENTANA-Farbesysteme automatisieren Farbeschritte der Immunhistochemie
und ggf. in-situ-Hybridisierung. Durch die VENTANA Routinemaschine werden die
meisten immunhistochemischen Fiarbungen im klinischen Alltag am Klinikum rechts
der Isar durchgefiihrt, wodurch aufgrund standardisierter Firbebedingungen
konsistente und reproduzierbare Resultate gewdhrleistet werden konnen. Wegen der
unzureichenden Vergleichbarkeit in Bezug auf den klinischen Alltag wurde daher auf
eine manuelle immunhistochemische Fiarbung verzichtet.
Als Antikorper wurde der monoklonale Antikérper (Typ IgG1/k) der Maus MIB-1 der
Firma Medac Diagnostika GmbH (VWRKILM9252-C05; 0,5ml) gewihlt, welcher
wihrend des Nicht-Verwendens bei 2-8°C gekiihlt gelagert wurde[108]. Zur
Positivkontrolle, sowie um die Funktionsweise und optimale Verdiinnung des
Antikorpers zu testen, wurden vorhergehend Gewebeproben von Tonsillen mithilfe
des MIB1-Antikorpers gefdrbt. Die optimale Verdiinnung des MIB-1-Klons von Medac
Diagnostika liegt zwischen 1:150- 1:300[108].
Zur Vorbereitung der Immunhistochemie wurden die angefertigten Tumorschnitte

vor der Farbung iiber Nacht bei 36 Grad im Trockenschrank Typ UM400 (Produkt ID:

5
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17620) der Firma Memmert GmbH & Co. KG gelagert. Jede Firbung wurde mittels
eines Barcode-Druckers mit einem probenspezifischen Etikett nach Datum,
Histologienummer des Archivs der TUM und Protokoll des immunhistochemischen
Firbeprozesses codiert, um die spdtere Auswertung zu erleichtern.

Die immunhistochemische Fiarbung erfolgte durch die Ventana Benchmark XT
vollautomatische Farbeplattform im XT ultraView DAB v3 ,, T MIB-1“-Farbeprotokoll
207 der Experimentellen Pathologie des Klinikums recht der Isar, Ismaninger Strale
22, Miinchen.

Die Protokollschritte des Firbeprozesses waren wie folgt (gesamtes detailliertes

Farbeprotokoll findet sich im Appendix in Tabelle 7.2-1):

Tabelle 3.3-2 MIB1-Ki-67-Fiarbeprotokoll VENTANA[109]

Ki-67-Farbung des MIB1-Klons in der VENTANA BenchMark XT

1) Entparaffinierung durch Hitze und EZPrep®, Cover Slip©

2) Hitzevorbehandlung bis 76°C, Cover Slip©

3) Cell Conditioner ¢ und Cover Slip auftragen

4) Titration mit Reaktionspuffer® und UV Peroxidase Inhibitorg, Cover Slip®

5) Antikorperauftrag, Inkubation, Reaktionspuffere, UV HRP Universal Multimerg, UV DABS, UV
DAB H,0,2, UV COPPERs, Cover Slip®

6) Gegenfirbung mit COUNTERSTAIN 2 Gegenfarbung, Inkubation und Reaktionspuffer e,
Cover Slip¢

7) Nach-Gegenfirbung mit BLUING REAGENT" Nach-Gegenfirbung, SSC Wash,

Reaktionspuffer ¢, Cover Slip®

Erlduterungen

bEZ Prep Concentrate solution (Katalognummer 950-102, Bestellnummer 05279771001, Roche
Tissue Diagnostics, Ventana Medical Systems, Inc.) zum Entfernen des Paraffins vom Gewebe [110]
¢Cover Slip (Roche Tissue Diagnostics, Ventana Medical Systems, Inc.) = vorverdiinnte Deckglaslésung,
die als Barriere zwischen den wassrigen Reagenzien und der Luft dient. Dies verhindert die
Verdunstung und liefert dadurch eine stabile wassrige Umgebung fir die Immunhistochemie[111]
dCell Conditioner (Katalognummer 950-124, Bestellnummer 05279801001, Roche Tissue
Diagnostics, Ventana Medical Systems, Inc.) = vorverdiinnte Losung als Vorbehandlungsschritt bei

der Verarbeitung von Gewebeproben fiir immunhistochemische Reaktionen [112]
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¢ Reaktionspuffer (Katalognummer 950-300, Bestellnummer 05353955001, Roche Tissue
Diagnostics, Ventana Medical Systems, Inc.) = Pufferlésung auf Tris-Basis (pH 7,6 £ 0,2) zur Spulung
der Objekttrager zwischen Farbungsschritten zur Gewahrleistung einer stabilen wassrigen
Umgebung fiir die Immunhistochemie[113]

fSSC = Sodium Chloride Sodium Citrate Buffer ( Katalognummer 950-110, Bestellnummer
05353947001, Roche Tissue Diagnostics, Ventana Medical Systems, Inc.) = Natriumchlorid-
Natriumcitrat-Pufferldsung zur Stringenzwaschung und Spiilen der Objekttrdger zwischen den
Farbungsschritten zur Gewdhrleistung einer stabilen wassrige Umgebung fir die
Immunhistochemie[114]

& Ventana ultraView Universal DAB Detection Kit (Katalognummer 760-500, Bestellnummer
05269806001, Roche Tissue Diagnostics, Ventana Medical Systems, Inc.)-Komponenten[115]:

1. ultraView Universal DAB Inhibitor (enthalt 3 % Wasserstoffperoxidlésung)

2. ultraView Universal HRP Multimer (enthalt HRP-markierten Antikorpern (Ziege-Anti-Maus-
IgG, Ziege- Anti-Maus-IgM und Ziege-Anti-Kaninchen) (< 50 pg/mL) in einem
proteinhaltigen Puffer mit dem Konservierungsmittel ProClin 300)

3. ultraView Universal DAB Chromogen (enthalt 0,2 % 3,3’- Diaminobenzidin-
Tetrahydrochlorid, firmeneigenen Stabilisatorlésung mit firmeneigenen
Konservierungsmittel)

4. ultraView Universal DAB H,0, (enthélt 0,04% Wasserstoffperoxid in Phosphatpufferlésung),

5. ultraView Universal Copper (enthalt Kupfersulfat (5g/L) in Acetatpuffer mit firmeneigenem
Konservierungsmittel)

h Bluing Reagent (Katalognummer 760-2037, Bestellnummer 05266769001, Roche Tissue
Diagnostics, Ventana Medical Systems, Inc.)= wassrige Losung von gepuffertem
Lithiumcarbonat[116]

braunes DAB
Prézipitat
H20,
=~
/ ———— HRP Multirper
Primarer
Antikorper / \
Ziel Antigen
Tumor:
gewebe

ultraView Universal DAB Detection

Abbildung 3.3-1 ultraView Universal DAB Detection; adaptiert von (9) ‘

Im ersten Schritt der immunhistochemischen Farbung durch den MIB1-Klons wurden
alle Objekttridger mithilfe von EZ Prep Concentrate Solution (Katalognummer 950-
102, Bestellnummer 05279771001, Ventana Medical Systems, Inc.) [110],
Waschschritten und Hitzebehandlung mit 75°C und 76°C fiir jeweils 4 Minuten
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entparaffiniert. Mithilfe von Cell Conditioner (Kataloghummer 950-124,
Bestellnummer 05279801001, Ventana Medical Systems, Inc.) sowie Natriumchlorid-
Natriumcitrat-Pufferlésung (Katalognummer 950-110, Bestellnummer 05353947001,
Ventana Medical Systems, Inc.), welches zur Stringenzwaschung und Spiilen der
Objekttrager zwischen den Farbungsschritten zur Gewidhrleistung einer stabilen
wissrigen Umgebung geeignet ist, wurde das Gewebe fiir die Immunhistochemie
vorbehandelt[112], [114]. Nach jeder Inkubation fiihrte die BenchMark XT
Waschschritte durch, wodurch ungebundenes Material von den Schnitten entfernt
wurde[115]. Zusitzlich wurde eine Coverslip-Losung aufgetragen, die als Barriere die
Verdunstung von wissrigen Reagenzien vom Objekttriger minimiert[117] und, wie
auch der Reaktionspuffer (Katalognummer 950-300, Bestellnummer 05353955001,
Ventana Medical Systems, Inc.), auf Tris-Basis (pH 7,6 + 0,2) ebenfalls eine stabile
wissrige Umgebung fiir die Immunhistochemie gewihrleistet[111], [113].

Zum Nachweis der gebundenen MIB-1-Maus-Antikérper und damit Identifizierung
des Ki-67-Antigens diente das ultraView Universal DAB Detection Kit (siehe Tabelle
3.3-2 MIB1-Ki-67-Firbeprotokoll VENTANA[109]). Das Kit verwendet den Universal
HRP Multimer zur indirekten Antikorper-Nachweismethode (siehe Abbildung 3.3-1
ultraView Universal DAB Detection): Das Gemisch aus HRP-markierten Antikorpern
(Ziege-Anti-Maus-IgG, Ziege-Anti-Maus-IgM, Ziege-Anti-Kaninchen) in einem
proteinhaltigen Puffer mit Konservierungsmittel ProClin 300 richtet sich als
Sekundirantikérper gegen den Primirantikdrper. Durch ein Enzym mit einem
entsprechenden Substrat-Chromogen-System werden an Antigene gebundene
Antikorper durch ein kupferverstirktes Wasserstoffperoxidsubstrat und 3,3‘-
Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB)-Chromogen als braunes Prizipitat unter

dem Lichtmikroskop sichtbar[115].

3.3.5. Auswertung Ki-67-Farbung
Um konstante Auswertungen zu gewihrleisten, wurden anschliefend alle
immunhistochemisch gefirbten Schnitte verblindet ohne Kenntnisse der
EndoPredict-Ergebnisse einheitlich von derselben auf Brustkrebs spezialisierten
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Pathologin mikroskopisch untersucht, so dass die Interobserver-Variabilitit
ausgeschaltet werden konnte. Die Farbungen wurden nach klinischen Mal3stab der
»International Ki-67 in Breast Cancer Group“ mithilfe der vereinfachten 5-Stufen-
Skala (Eye-5-Methode), beschrieben durch Hida A, et al. (2015), ausgewertet (Kapitel
1.2.2.1. [63].

Von 16 Patientinnen konnte aufgrund der Beschaffenheit des Gewebes auch nach

zweifacher Wiederholung keine auswertbare Ki-67-Fiarbung angefertigt werden.

Tabelle 3.3-3 Ki-67-Kohorte Erlduterungen fiir Ein- und Ausschluss von Patientinnen

Einschluss in die Ki-67-Kohorte Anzahl der Patientinnen
(N =307)

Ki-67 gefarbt 275

Ki-67 gefdrbt - wenig Tumor 13

Ki-67 gefdrbt - an Biopsie 6

vorher schon auswertbares Ki-67 13

Ausschluss aus Ki-67-Kohorte Anzahl der Patientinnen
(N = 66)

kein Tumor auf Gewebeblocken 9

nicht auswertbar; 2x wiederholt 16

externe Tumorblocke 18

keine archivierten Tumorblécke 12

Zustand nach PST 8

Entsorgt nach Parasitenbefall 3

Gesamtzahl 373

Insgesamt konnte fiir 307 Patienten eine Ki-67-Firbung ausgewertet werden.
Zusammenfassend veranschaulicht dies die Tabelle 3.3-3.
Zur Vereinfachung der Auswertung wurde in eine EndoPredict-Kohorte mit 373

Patienten, sowie eine Ki-67-Kohorte mit 307 Patienten unterteilt.



3.4. Follow-Up

Parallel zur Anfertigung der immunhistochemischen Ki-67-Fiarbungen wurde ab
Januar 2017 bis Oktober 2017 durch das Qualititsmanagements des
Interdisziplindren Brustzentrums der Frauenklinik des Klinikums rechts der Isar ein
Follow-Up der 373 Patienten durchgefiihrt.

Mittels telefonischer Kontaktaufnahme zu den Patientinnen wurden Informationen
tiber den Krankheitsverlauf auch in Hinblick auf Rezidive, Metastasen und {iber die
Compliance zur endokrinen Therapie, ggf. empfohlenen Chemotherapie und ggf.
empfohlenen Radiotherapie eingeholt. Auch nach den Griinden bei fehlender
Compliance des Patienten wurde gefragt.

Exakt auf die gesuchten Informationen zugeschnitten, wurde ein Fragebogen erstellt,
welcher vier Fragen beinhaltete:

Frage 1, beziiglich Lokalrezidiv und Metastasen: Gab es im Zusammenhang mit dem
Brustkrebs nochmal ein Ereignis?

Antwortmdglichkeiten: ,nein® oder ,,ja“

wenn ,,ja“

"an der gleichen Brust“; ,Wann?“

»auf der Gegenseite®; ,,Wann?“

"wo anders im Korper”; ,Wo?“ ,Wann?“

Frage 2, beziiglich einer Chemotherapie: Haben Sie eine Chemotherapie erhalten?
Antwortmdéglichkeiten: ,ja“ oder ,,nein“
wenn ,nein‘:

»weil nicht empfohlen®

~weil:  ?¢

Frage 3, beziiglich einer Bestrahlung: Haben Sie eine Strahlentherapie erhalten?
Antwortmdéglichkeiten: ,ja“ oder ,,nein“

wenn ,,nein“:
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»weil nicht empfohlen®

~weil:  ?¢

Frage 4, beziiglich einer endokrinen Therapie: Nehmen Sie aktuell noch Tabletten ein
bzw. haben Sie Tabletten gegen die Erkrankung eingenommen?
Antwortmdéglichkeiten: ,ja“ oder ,,nein“

Weitere Antwortmdoglichkeiten: Welche Tabletten? ,Tamoxifen®, ,Arimidex“,
»Anastrozol“, ,andere:  “

Wenn ja: ,Seit wann?“

Wenn nein:

,,Seit wann nicht mehr?*

»Warum nicht mehr?“ Antwortmaoglichkeiten: ,Nebenwirkungen/ eigener Wunsch®,

(43

~Arztempfehlung”, ,nach 5 Jahren fertig”, ,weiterer Grund:

Der verwendete Fragebogen ist im Appendix in Abbildung 7.2-1 und Abbildung 7.2-2

zu finden.

Die Noncompliance der Endokrinen Therapie wurde definiert als nicht erfolgte
Medikamenteneinnahme fiir mindestens 5 Jahre, unabhingig von der Dauer der
Einnahme und den Griinden des Therapieabbruchs.

Ob Patientinnen, die eine Chemotherapie vor Abschluss der empfohlenen Zyklen
abbrachen, als compliant gezdhlt wurden, wurde von der Anzahl der Zyklen abhingig
gemacht, die vollstindig durchgefiihrt wurden: So brachen zwei Patientinnen die
Chemotherapie nach 3 von 4 Zyklen ab, eine Patientin nach 12 von 14 Zyklen. Beide
Patientinnen stuften wir aufgrund der fast abgeschlossenen Chemotherapie-Zyklen
als compliant ein.

Die Radiotherapie wurde nur als compliant eingestuft, soweit alle

Bestrahlungstermine eingehalten wurden.
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Tabelle 3.4-1 Quelle des Follow-Ups

Quelle des Follow-Ups Anzahl der Patientinnen
(N =373)

Telefonisch: Patient 270
Fragebogen per Fax an Arzt 35
ODSeasy 35
Tumorregister 12
Telefonisch: Angehorige des

9
Patientinnen
SAP 4
Personlich im Klinikum rechts der Isar 3
Fragebogen per Brief an Patient 2
Arztbrief im Klinikum rechts der Isar 2
Telefonisch: behandelnder Arzt 1

Bei Nichterreichbarkeit des Patientinnen nach wiederholten Versuchen wurde der
behandelnde Hausarzt oder Gynidkologe via Faxfragebogen oder telefonisch
kontaktiert. Beigelegt wurde die vom Patientinnen unterschriebene ,Einwilligungs-
erklarung zur Weitergabe von Informationen, welche den Patientinnen betreffen,
unter den behandelnden Arzten®.

Konnten weder die Arzte noch der Patient erreicht werden, so wurde auf den letzten
Termin zuriickgegriffen, an dem der Patient im Klinikum rechts der Isar vorstellig
geworden war. Dies erfolgte mittels interner Datenbanken ODSeasy, SAP oder
aktueller Arztbriefe. Auch das Miinchner Tumorregister wurde auf Informationen
tiberpriift, die bei aktuellerer Datenlage daraus bezogen wurden.

Beziiglich eines Zweitkarzinoms der Patientinnen wurden Informationen aus den
klinikinternen Datenbanken ODSeasy und SAP, sowie aus dem Tumorregister
eingeholt, sowie im Einzelfall im Rahmen des telefonischen Follow-Ups.

Zwei Patientinnen wollten telefonisch keine Information weitergeben, waren jedoch

mit dem Ausfiillen des Fragebogens und der Einsendung via postalischem Weges
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einverstanden. Zwei Patientinnen gaben ihren Fragebogen persénlich im Klinikum
rechts der Isar ab. In einzelnen Fillen, u.a. wenn der Patient verstorben oder nicht zu
kontaktieren war, wurde telefonisch ein Angehoriger befragt.

Alle Informationen der ausgefiillten Fragebdgen wurden, grotenteils codiert, in die
Excel-Tabelle iibertragen.

Das Ziel des Follow-Ups war das Einholen von aktuellen Informationen der Patientin,
welche weniger als 3 Monate zuriicklagen, um ein mdoglichst langes Follow-up zu
gewihrleisten. War dies nicht moglich, konnten statistisch auch Informationen,

welche mehr als 3 Monate zuriicklagen, verwendet werden.

3.5. Statistik

Sowohl die histopathologischen Parameter jeder der 373 Patienten (TumorgrdRe,
Tumortyp, Grading, Nodalstatus, Menopausenstatus, Hormonrezeptorstatus,
Multizentrizitidt, Resektionsstatus; Ki-67, uPA/PAI-1, EP- und EPclin Score), die
Informationen des Follow-Ups {iber das Patientenoutcome (Lokalrezidiv, Metastasen,
Second Malignancy), als auch die Compliance zur Chemotherapie, Radiotherapie und
endokrinen Therapie (inkl. Wirkstoff) wurden in einer Microsoft Excel-Tabelle
(Version 16.27 fiir Mac), soweit moglich, zahlenkodiert erfasst und chronologisch
nach Datum der EndoPredict-Testdurchfiihrung sortiert und anonymisiert.

Im Rahmen der statistischen Auswertung des Projekts wurde das Programm R
Version 3.2.0. verwendet.

Es kamen unterschiedliche statistische Tests zur Verwendung:

Korrelation zweier Parameter wurde mithilfe der Pearsons-Produkt-Moment-
Korrelation bestimmt, welche immer einen linearen Zusammenhang beschreibt und
mithilfe des Korrelationskoeffizienten r angegeben wird (z.B. kein linearer
Zusammenhang: r = 0; schwacher Zusammenhang: r =+/-0.10, mittelstarker
Zusammenhang: r = +/-0.30, starker Zusammenhang: r =+/-0.50.)[118].
Unterschiedliche Chi-Quadrat-Tests, welche zwei nominal skalierte Merkmale auf
stochastische Unabhingigkeit priifen, kamen zum Einsatz: Der McNemar-Test mit

Stetigkeitskorrektur vergleicht zwei verbundene Stichproben hinsichtlich eines

~9
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dichotomen Merkmals und kann z.B. Aufschluss dariiber geben, bei wie vielen
Patientinnen es zu einer Anderung eines Parameters kam. Pearsons Chi-Quadrat-Test
vergleicht beobachtete mit erwarteten Verteilungen; Yates Stetigkeitskorrektur wurde
hier bei kleinen Priifgrof3en modifizierend angewandt[119].

T-Tests priifen, ob zwei Stichproben sich statistisch signifikant unterscheiden: Zum
Einsatz kam der Zweistichproben-t-Test, welcher auf Differenz zweier Mittelwerte
testet, wenn die Varianzen in etwa gleich sind. Falls dies nicht der Fall ist, wurde der
Welch’s-T-Test als Ndherungslosung angewandt[119].

Wilcoxon-Rank-Sum-Test ist ein nicht-parametrischer T-Test und vergleicht
beobachtete Rangsummen mit erwarteten Rangsummen. Er wurde u.a. fiir den
Vergleich von Medianen unterschiedlicher Parameter verwendet[119].
Disease-free-Survival und Overall-Survival kénnen graphisch mithilfe von Kapler-
Meier-Uberlebenskurven ~ dargestellt ~ werden.  Zum  Vergleich  zweier
Uberlebenskurven wurde der LogRank-Test angewandt; zum Vergleich von
momentanen Uberlebenszeiten zwischen zwei verschiedenen Gruppen von
Patientinnen kam das Hazard Ratio als deskriptives Mal} zum Einsatz[120].

Die optimalen Cut-Off-Werte wurden mithilfe von ROC (receiver-operating-
characteristics) analysiert, welche die Spezifitdt und Sensitivitit eines Tests beziiglich
eines Parameters (z.B. krank/nicht krank) gegeniiberstellt. Die Area under the Curve
(=AUC; Fliache unter der Kurve) gibt Aufschluss iiber die Qualitdt des Testes und
liegt maximal bei 1: Je hoher der Wert, desto hoher die Diskriminierungsfiahigkeit des

Test[121].
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4. Ergebnisse

4.]. Patientencharakteristika

Der EndoPredict-Test wurde an 373 Patientinnen in einem Zeitraum von Mirz 2012
bis Mirz 2015 prospektiv bei Diagnosestellung durchgefiihrt. Das mediane Alter der
Gesamtkohorte betrug bei Testdurchfiihrung 59,92 Jahre.

Die Tabelle 4.1-1, welche im Folgenden spezifiziert wird, fasst die ermittelten
allgemeinen klinisch-pathologischen Charakteristika der gesamten Kohorte,

zusdtzlich unterteilt nach EPclin Low und High Risk, zusammen:

Tabelle 4.1-1 Klinisch-pathologische Charakteristika der Gesamtkohorte nach EPclin High und
Low Risk

Klinisch-pathologische Charakteristika der Gesamtkohorte, unterteilt in EPclin Score High und Low
Charakteristika EPclin Low Risk EPclin High Risk Gesamtkohorte
(N = 238) (N =135) (N =373)
Mittleres Alter - Jahre 60 (30-88) 58 (29-88) 59,8 (29 - 88)
(Bereich)
Menopausenstatus - Anzahl
(%)
Pramenopausal 77 (32,3) 47 (34,8) 124 (33,2)
Postmenopausal 157 (66) 86 (63,7) 243 (65,2)
Mannlich 4(1,7) 2(1,5) 6 (1,6)
Tumorgrolle - Anzahl (%*)
Ti 179 (75,2) 51(37,8) 230 (61,7)
pTla 18 (7,6) 2(15) 20 (5,4)
pT1b 55 (23,1) 9 (6,6) 64 (17,1)
pTic 106 (44,5) 36 (26,7) 142 (38,1)
cT1 0 (0) 4 (3) 41,7
T2 54 (22,7) 77 (57) 131(35,1)
pT2 54 (22,7) 71(52,6) 125 (33,5)
cT2 0 (0) 6 (4,4) 6 (1,6)
T3 527 7(5,2) 12(3,2)
pT3 527 7(5,2) 12(3,2)
Grading - Anzahl (%*)
Gl 60 (25,2) 10 (7,4) 70 (18,8)
G2 161 (67,5) 79 (58,5) 240 (64,3)
G3 17.(7,1) 46 (34,1) 63 (16,9)
OB AP BTG 1 % 283 (30-100) 135 (15-100) 373 (15 - 100)
positiv - Anzahl
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4. Ergebnisse / 4.1. Patientencharakteristika

Klinisch-pathologische Charakteristika der Gesamtkohorte, unterteilt in EPclin Score High und Low
(Bereich)
Progesteronrezeptorstatus
- Anzahl (%*)
220% 209 (87,8) 92 (68,2) 301(80,7)
<20% 29 (12,2) 43 (31,9) 72 (19,3)
Histologische Subtypen
- Anzahl (%*)
Duktal 161 (67,6) 103 (76,3) 264 (70,7)
Lobular 48 (20,2) 22 (16,3) 70 (18,8)
andere: 29 (12,2) 10 (7.4) 39(10,4)
duktulo-lobular 15 (6,3) 4(3) 19 (5,1)
tubular 10 (4,2) 1(0,7) 11(2,9)
muzinds 1(0,4) 2(1,5) 3(0,8)
medullar 0(0) 2(15) 2(0,5)
duktulo-tubular 1(0,4) 1(0,7) 2(0,5)
neuroendokrin 1(0,4) 0 (0) 1(0,3)
lobulo-tubular 1(0,4) 0 (0) 1(0,3)
Nodalstatus - Anzahl (%*)
pNO 216 (90,8) 67 (49,6) 283 (75,9)
pNO 216 (90,8) 60 (44,4) 276 (74,0)
cNO 0(0) 7(5,2) 7(1,9)
pN1 (1-3 Lymphknoten) 22(9,2) 68 (50,4) 90 (24,1)
pN1 20 (8,4) 53(39,3) 73 (19,6)
pN1(mi) 2(0,8) (81 1335
cN1 0(0) 4(3) 4Q1,1)
Ki-67 203 104 307
<10%** (%*) 59/203 (29,1) 14/104 (13,5) 73/307 (23,8)
>10%** (%*) 144/203 (70,9) 90/104 (86,5) 234/307 (76,2)
<25%*** (%*) 182/203 (89,7) 62/104 (59,6) 244/307 (79,5)
225%*** (%*) 21/203 (10,3) 42/104 (40,4) 63/307 (20,5)

* Prozentangaben spaltenweise
** Cut-Off <10%/>10% und Cut-Off <25%/=25% nach der Interdisziplindren S3-Leitlinie fiir die

Fritherkennung, Diagnostik, Therapie und Nachsorge des Mammakarzinoms 2019. 4. Auflage bei guter
Ubereinstimmung in den Bereichen <10% und >25%.



Eine Unterteilung in EP (Molekularer 12-Gen-Score) High und Low Risk, welche im
Vergleich zum EPclin Score unabhingig von TumorgroRe und Nodalstatus ist, ist im

Appendix in Tabelle 7.3-1 aufgefiihrt.

4.1.1. EndoPredict-Ergebnisse in der Gesamtkohorte
Der Median des EPclin Scores aller Patientinnen der Gesamtkohorte lag mit 3,0 bei
einem definiertem Cut-off zwischen High und Low Risk bei 3,3[122] im Bereich der
Low Risk Gruppe (Abbildung 4.1-1). Die Kennwerte aller EPclin Scores
veranschaulicht Abbildung 4.1-1. Fiir 5 Patientinnen konnte, trotz der vorhandenen
Information ,Low Risk/ High Risk“, nachtriglich aufgrund fehlender Dokumente

kein exakter EPclin Score ermittelt werden (Abbildung 4.1-1).

6 — 8 _
5 — ' > 80
' 1)
_ : S 60
: ' 5 40
3 3
_ 0

EPclin Score
1 2 3 4 5 6

EPclin Score
Abbildung 4.1-1 Verteilung der EPclin Scores in der Gesamtkohorte

(Minimum=1,3, Maximum=5,9, 1. Quartil=2,4; 3. Quartil=3,7, Mittelwert=3,1; Median=3,0;
kein eingetragener Wert: 5 Patientinnen)

Der Mittelwert aller EP Scores (12-Gen-Score) lag, bei mdglichen Werten zwischen
1-15, bei 5,49. Bei einem Cut-Off von 5,0 liegt damit der Mittelwert aller EP Scores

im Bereich der High Risk Gruppe.
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4. Ergebnisse / 4.1. Patientencharakteristika

Der EP Score (12-Gen-Score) zeigte bei 172 der Patientinnen ein niedriges und bei
201 der Patientinnen ein hohes Risiko. Durch das Einbeziehen von klinischen
Faktoren anhand der Tumorgrée und des Nodalstatus, wurden durch den EPclin
Score mit 238 Patientinnen mehr Patientinnen der Low Risk Gruppe zugeordnet als

durch den EP Score (Abbildung 4.1-2):

250
188
125

63

EP low risk EP high risk EPclin low risk EPclin high risk

Abbildung 4.1-2 Anzahl aller Patientinnen der Gesamtkohorte in EP (links) und EPclin (rechts)
High und Low Risk

Der McNemar-Chi-Quadrat-Test zeigt bei EndoPredict-Ergebnissen von 96
Patientinnen (25,7%) eine Risikogruppen-Verinderung (Abbildung 4.1-3): 15
Patientinnen der EP Score (12-Gen-Score)- Niedrigrisikogruppe wurden nach EPclin
Score der Hochrisikogruppe attachiert (5,7%). Dem gegeniibergestellt wurden 81

[ low risk M high risk
100 %

75 %

(0]
S
2 s50%
E
[¥N)
25 %
0%
low risk high risk
EP Score
Abbildung 4.1-3 McNemar-Chi-Quadrat-Test des EP- (12-Gen-Score) und EPclin-Score mit
Stetigkeitskorrektur

(x2=44,01; Freiheitsgrade=1; p-Wert=3,266x10-11= p < 0.001)
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4. Ergebnisse / 4.1. Patientencharakteristika
Patientinnen (40,3%), die laut EP Score (12-Gen-Score) in der Hochrisikogruppe
lagen, durch Einbeziehung von Tumorgrofle und Nodalstatus der EPclin-
Niedrigrisikogruppe zugeordnet und konnten somit auf eine Chemotherapie
verzichten. 74,3% der Patientinnen blieben auch nach Einbeziehung der klinischen
Faktoren unverdndert in der gleichen Risikogruppe (x?=44,01; Freiheitsgrade=1; p-

Wert=3,266x10"'= p < 0.001).

4.1.2. Klinisch-pathologische Charakteristika der Gesamtkohorte
4.12.1. Geschlechter und Menopausenstatus

Knapp zwei Drittel der Patientinnen in der Gesamtkohorte waren postmenopausal
(65,2%), ein Drittel pramenopausal (Tabelle 4.1-1)

Auch im Vergleich zwischen Hoch- und Niedrigrisikogruppe fiel eine &hnliche
Verteilung auf (Tabelle 4.1-1). Des Weiteren waren in der Kohorte 6 Méinner zu
verzeichnen, welche 1,6% der Gesamtkohorte ausmachten; von diesen wurden 4 in
die Niedrig- und 2 in die Hochrisikogruppe eingeteilt (Abbildung 4.1-4).

Die Verteilung zwischen EPclin High und Low Risk waren mit circa ein Drittel zu
zwei Drittel sowohl unter den primenopausalen, postmenopausalen als auch

minnlichen Patienten nahezu iibereinstimmend (Abbildung 4.1-4).

EPclin low B EPclin high
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Abbildung 4.1-4 Menopausenstatus nach EPclin Score




4. Ergebnisse / 4.1. Patientencharakteristika
4122. TumorgroRe

Bei der Auswertung der Tumorgrden konnten die meisten der Tumore mit 61,7%
im Stadium pT1 beobachtet werden und wiesen damit eine Tumorgrof3e von bis zu 2
cm in grofiter Ausdehnung auf (Tabelle 4.1-1).
Der EPclin Score ist von der Tumorgrole abhingig, daher ist ein Blick auf die
Verteilung der Tumorgrof3e im EP Score (12-Gen-Score) aussagekriftiger: Hier zeigt
sich kein statistischer Trend, so ist sowohl im T1-, als auch im T3-Stadium das

Verhiltnis zwischen EP High und Low Risk anndhernd ausgeglichen (Abbildung

4.1-5).
100 9% EP low B EP high EPclin low B EPclin high
(]
65 % 59 % 58 %
n=85 n=77 n=7
c 75%
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Abbildung 4.1-5 Tumorgréfen nach EP Score (links) und EPclin Score (rechts) ‘

41.2.3. Histologische Tumortypen

Die meisten Tumoren, sowohl in der High (76,3%) als auch Low Risk Gruppe
(67,6%), wiesen mit 70,7% der Patientinnen in der Gesamtkohorte einen ,,no special
type (NST)“, ehemals invasiv-duktalen Tumortyp auf. Die histologischen Tumortypen
werden in der Tabelle 4.1-1, die Verteilung nach EPclin Score in Abbildung 4.1-6

dargestellt.
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4. Ergebnisse / 4.1. Patientencharakteristika

[ EPclin low B EPclin high
100 %

75 %

50 %

Anzahl der Patienten

25%

0%

invasiv-duktal/ NST invasiv-lobular andere

Abbildung 4.1-6 Histologische Tumortypen nach EPclin- Score in Prozent

100 %

4.1.2.4. Grading

Durch histopathologische Untersuchungen konnte eine Klassifizierung des
Differenzierungsgrades der Tumore durch Beriicksichtigung von tubuldrer
Differenzierung, Polymorphismen und des Anteils der Mitosen vorgenommen
werden. Die meisten Patientinnen mit 64,3% wiesen einen Tumor mit einem maRig
differenzierten bosartigen Gewebe (G2) auf (Tabelle 4.1-1).

Im Vergleich zwischen EPclin Low- und High-Risk-Gruppe fiel auf, dass in der
Niedrigrisikogruppe mehr Patientinnen einen gut differenzierten Tumor aufwiesen
(G1) als in der Hochrisikogruppe, wahrend der Hochrisikogruppe mehr Patientinnen
mit schlecht differenzierten Tumoren zugewiesen wurde als der Niedrigrisikogruppe
(Abbildung 4.1-7).

[ EPlow I EP high

71 EPclin low B EPclin high

75 %

50 %

25%

0%
Gl G2 G3 Gl G2 G3

Abbildung 4.1-7 Grading nach EPclin Score in Prozent
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Bei einem p-Wert<0,001 (Signifikanzniveau <5%; p<0,05) zeigt die Durchfiihrung
des Pearson-Chi-Quadrat-Tests, dass ein statistischer Zusammenhang zwischen EP
Score (12-Gen-Score) und Grading (X? = 48.164, df = 2, p-Wert = 3.478x10-'!) und
zwischen EPclin Score und Grading (X? = 52.653, df = 2, p-Wert = 3.686x10-2)
besteht.

Bei der Errechnung des EPclin Scores flie3t das Grading nicht mit ein.

4.1.2.5. Nodalstatus

Im Rahmen von Ultraschalluntersuchungen und anschliefender intraoperativer
Sentinellymphknotenbestimmung zeigten sich 75,9% und damit 283 der Patientinnen
nodal-negativ (Tabelle 4.1-1): Alle untersuchten Lymphknoten dieser Patientinnen
galten als tumorfrei.

13 der 90 Patientinnen mit Lymphknotenmetastasen im N1-Stadium zeigten
Lymphknoten-Mikrometastasen (Tabelle 4.1-1), die durch eine Metastase unter 2mm

im Durchmesser definiert ist.

EP low Bl EP high EPclin low B EPclin high
100 % 100 %
24 %
n=67
- 75 % 75 %
T 50% 50 %
©
e
I\
z 25% 25 %
0% 0%
pNO pN1 pNO pN1

Abbildung 4.1-8 Nodalstatus nach EP (links) und EPclin (rechts) in Prozent

Aufgrund der Berechnung des EPclin Scores mit dem Nodalstatus fallen 76% der
nodal-negativen Patientinnen in die Niedrigrisikogruppe, wihrend 76% der nodal-

positiven Patientinnen der Hochrisikogruppe zugeordnet wurde (Abbildung 4.1-8).
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Da der EPclin Score neben der TumorgroRe mithilfe des Nodalstatus errechnet wird,
ist auch hier ein Blick auf die Verteilung nach EP Score (12-Gen-Score) interessant,
der keine klinisch-pathologischen Charakteristika einbezieht: Hier zeigt sich ein
leichter Unterschied in der Verteilung; so sind 62% nodal-positive Patientinnen der
Hochrisikogruppe zugeteilt worden, im Vergleich zu 51% der nodal-negativen

Patientinnen (Abbildung 4.1-8).

4.1.2.6. Ostrogenrezeptorstatus

Alle 373 Patientinnen hatten einen positiven Ostrogenrezeptorstatus. Der Mittelwert
der Gesamtkohorte lag bei 91,1%. Das Minimum der Expression aller Patientinnen
war 15%, das Maximum 100% (Tabelle 4.1-1). Dementsprechend beinhaltete die
Kohorte keine Patientinnen mit niedrig-positivem (1-9%) Ostrogenrezeptorstatus

(Kapitel 1.2.)[2], [40].

4.1.2.7. Korrelation von Ostrogenrezeptor und EndoPredict

Weder der EP Score (12-Gen-Score) (r=-0,25, p<0,001) noch der EPclin Score (r=-
0,17, p<0,001) weisen eine lineare Korrelation zum Ostrogenrezeptorstatus auf

(Abbildung 4.1-9).
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Abbildung 4.1-9 Korrelation von Ostrogenrezeptorstatus und EndoPredict
Links: Pearsons Produkt-Moment-Korrelation zwischen EP Score und dem
Ostrogenrezeptorstatus in Prozent aller Patientinnen der Gesamtkohorte (r=-0,254, t=-
4,96, df=357, p-Wert =1,09x10¢, 95%-KI=(-0,35)-(-0,15))
Rechts: Pearsons Produkt-Moment-Korrelation zwischen EPclin Score und dem

Ostrogenrezeptorstatus in Prozent aller Patientinnen der Gesamtkohorte
(r=-0.173, t = -3.3033, df = 355, p-Wert = 0.001053, 95%-KI= (-0.27)-(-0.07))
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4.1.2.8. Progesteronrezeptorstatus

80,7% der Tumore aller Patientinnen zeigten eine hohe Progesteronrezeptor-
Expression von iiber 20% (Tabelle 4.1-1).

Die Abbildung 4.1-10 zeigt, dass der Anteil der Patientinnen mit Progesteron-
Rezeptor <20%, die in die Hochrisikogruppe eingeteilt wurden, gegeniiber dem der

Niedrigrisikogruppe, iiberwiegt.
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Abbildung 4.1-10 McNemar Chi-Quadrat-Test von Progesteronrezeptorstatus und EndoPredict
Links: McNemars Chi-Quadrat-Test mit Stetigkeitskorrektur des Progesteronrezeptorstatus und EP
High und Low Risk in Prozent (X?=49,5, df=1, p-Wert=1,98x10'2)

Rechts: McNemars Chi-Quadrat-Test mit Stetigkeitskorrektur des Progesteronrezeptorstatus und
EPclin High und Low Risk in Prozent (X?=108, df=1, p-Wert<2,2x10-¢)

4.1.2.9. Korrelation von Progesteronrezeptor und EndoPredict

Auch wenn aus der linken Grafik der Abbildung 4.1-11 nicht eindeutig eine
Korrelation ersichtlich ist, besteht nach Pearsons Korrelationskoeffizient (r=-0,37, p-
Wert<0,001) ein mittelstarker negativer linearer Zusammenhang zwischen dem
Progesteronrezeptorstatus in Prozent und dem EP Score (12-Gen-Score): So besagt
dieser, dass ein hoher EP Score eher mit einem niedrigen Progesteronrezeptorstatus

einhergeht.
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Abbildung 4.1-11 Korrelation von Progesteronrezeptorstatus und EP Score
Links: Pearsons Produkt-Moment-Korrelation des Progesteronrezeptorstatus in Prozent und de
EP Scores (r=-0,37, t=-7,59, df=368, p-Wert=2,73x1013, 95%-KI: (-0,453)-(-0,276)); rechts:
Two-Sample-T-Test nach Welch des Progesteronrezeptorstatus und EP Score (t=5,14, df=89,79,
p-Wert=1,63x10%, 95%-KI 1,44-2,589; Mittelwert PR<20% =7,01; Mittelwert PR= 20%=5,12

Auch zwischen dem EPclin Score und dem Progesteronrezeptorstatus besteht ein, mit
r=-0,33, etwas geringerer, aber signifikanter (p<0,001) Zusammenhang (Abbildung

4.1-12). Diese sind ebenfalls in den Boxplot-Diagrammen (Abbildung 4.1-12)

ersichtlich.
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Abbildung 4.1-12 Korrelation von Progesteronrezeptor und EPclin Score

Links: Pearsons Produkt-Moment-Korrelation des Progesteronrezeptor in Prozent und des
EPclin Scores (r=-0,33, t = -6,77, df = 366, p-Wert = 5,13x10!1, 95%-KI: (-0,421)-(-0,24)).
Rechts: Two-Sample-T-Test nach Welch des Progesteronrezeptorstatus und EPclin Scores (t

=4.51,df = 92,1, p-Wert = 1.91x10%, 95%-KI 0,326- 0,84; Mittelwert PR<20%= 3,58;
Mittelwert PR= 20%= 2,99)
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4.2. Ki-67

Bei 307 Patienten von allen 373 Patienten der Gesamtkohorte konnte der
Proliferationsmarker Ki-67 in Prozent erhoben werden. Die Verteilung aller Ki-67-
Ergebnisse wird in der folgenden Abbildung 4.2-1 dargestellt.

Einen Uberblick iiber alle klinisch-pathologischen Parameter der Ki-67-Kohorte gibt

die Tabelle 7.3-2 im Appendix.
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Abbildung 4.2-1 Verteilung der Ki-67-Ergebnisse

Links: Verteilung der Ki-67-Ergebnisse nach Prozent
Rechts: Verteilung der Ki-67-Ergebnisse in Prozent nach Median; Median= 17%

Eine Ubersicht iiber die Korrelation zwischen Ki-67 und Ostrogen- und
Progesteronrezeptor ist ebenfalls unter Kapitel 7.3.4. und 7.3.5. im Appendix zu

finden.

4.2.1. Korrelation der Ki-67-Ergebnisse mit dem EP Score (12-Gen-Score)
Von den 307 Patientinnen mit Ki-67-Ergebnis zeigten 140 einen niedrigen und 167
einen hohen EP (12-Gen-) Score. Niedrige Ki-67-Werte waren hiufiger in
Karzinomgewebe der EP Niedrigrisikogruppe, hohe Ki-67-Werte vermehrt in der EP
Hochrisikogruppe zu finden. Dem gegeniiber gestellt wurden niedrige Ki-67-Werte
(=10%) in 10% (95% KI 6,9-15,8%) der Patientinnen mit EP (12-Gen-) High Risk
Scores gefunden und hohe Ki-67-Werte (= 25%) in 5,7% (95% KI 2,4-10,9%) der EP

Low Risk Gruppe. Die Ki-67-Ergebnisse und die Ergebnisse des EP Scores (12-Gen-
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Score), welcher ohne Einbeziehung von klinischen Faktoren errechnet wird, werden

in der Abbildung 4.2-2 gegeniibergestellt:
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Abbildung 4.2-2 Ki-67-Ergebnisse nach EP Score (12-Gen-Score) in High und Low Risk in
Prozent

Die Pearson’s Produkt-Moment-Korrelation zeigt eine statistisch hochst signifikante
(p-Wert= <0,001) starke Korrelation (r=0,63) zwischen dem Ki-67 und dem EP (12-
Gen-) Score (Abbildung 4.2-3)[118]: So zeigen Patientinnen mit einem hohen EP (12-
Gen) Score ebenfalls eher hohe Ki-67-Ergebnisse.

Auch der Chi-Quadrat-Test wurde zwischen Ki-67 und EPclin High und Low Risk
durchgefiihrt: Auch hier zeigt sich ein statistisch hochst signifikanter Zusammenhang
zwischen den Ergebnissen von Ki-67 und dem EP (12-Gen-) Score (x> = 82, p =
<0,001, df=4; Appendix Abbildung 7.3-1).
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Abbildung 4.2-3 Pearsons Produkt-Moment-Korrelation von Ki-67 und EP (12-Gen-) Score
(r=0.63, t = 14.202, df = 303, p-value < 2.2e-16, 95%-KI=0.56- 0.7)
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4.2.2. Korrelation der Ki-67-Ergebnisse mit dem EPclin Score
Von den 307 Patientinnen mit Ki-67-Ergebnis zeigten nach Einbeziehung der
klinischen Faktoren Tumorgrofe und Nodalstatus 203 einen niedrigen und 104 einen
hohen EPclin Score. Die Ki-67-Ergebnisse werden in der Abbildung 4.2-4 den EPclin

Ergebnissen, unterteilt nach High und Low Risk, gegeniibergestellt.
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Abbildung 4.2-4 Ki-67-Ergebnisse nach EPclin Score in High und Low Risk in Prozent ‘

Niedrige Ki-67-Werte (<10%) wurden in 13,5% (95% KI 7,5-21,5%) der EPclin High
Risk Scores gefunden und hohe Ki-67-Werte (= 25%) in 10,3% (95% KI 6,5-15,3%)

der EP Low Risk Gruppe.
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Abbildung 4.2-5 Pearsons Produkt-Moment-Korrelation von Ki-67 und EPclin Score
(r=0.59, t=12,81, df=304, p-value < 2.2e-16, 95%-KI=0.51- 0.66)
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Zwischen EPclin Score und Ki-67 besteht ebenfalls eine signifikante (p<0,001) starke
Korrelation (Abbildung 4.2-5; r=0,59)[118].
Auch Pearsons Chi-Quadrat-Test (Abbildung 4.2-6 rechts; p-Wert<0,001) und der
Zwei-Stichproben-T-Test (Abbildung 4.2-6 links; p-Wert<0,001) zeigen einen

statistisch hochst signifikanten Zusammenhang zwischen EPclin und Ki-67.

] . >25% |
o N = 20-24% S
cQ - - -
~ ! ! 15-19%
5 - — ° 5
¥ o . B10-14% ©
"l = | m g
low risk  high risk low risk highrisk
EPclin EPclin Score

Abbildung 4.2-6 Ki-67 und EPclin Score
Links: Zwei-Stichproben-T-Test von Ki-67 und EPclin Class nach Low und High Risk, t=-7,16,
df=171,8, p-Wert=2,26x101, 95%-KI=(-8,59)-(4,88), Mittelwert Low Risk=14,94; Mittelwert
High Risk=21,67
Rechts: Pearson's Chi-Quadrat-Test von Ki-67 (Y-Achse in %) und dem EPclin Class nach Low
und High Risk, x> = 60,64, p=<2,1x10?, df=4, Low Risk: <10%=59, 10-14%=54, 15-
19%=55, 20-24%=14, >25%=21; High Risk: <10%=114, 10-14%=8, 15-19%=20, 20-
24%=20, >25%=42

4.2.3. Ki-67 und Grading
Zwischen Ki-67 und Grading besteht nach Pearson’s Chi-Quadrat-Test und Spearman

Rank Korrelation ein statistisch signifikanter Zusammenhang (p<0,001). Dieser wird

auch in der Abbildung 4.2-7 erkennbar.

Gut differenzierte Karzinome (G1) wiesen niedrige Ki-67-Ergebnisse auf (Median
12%, Bereich 3-25%), wihrend Karzinome mit mittlerer (G2) und schlechter
Differenzierung (G3) hohere Ki-67-Ergebnisse mit weiterer Spannbreite zeigten (G2:

Median 17%, Bereich 3-35%; G3: Median 23%, Bereich 5-40%).
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Abbildung 4.2-7 Ki-67 und Grading
Links: Pearson's Chi-Quadrat-Test von Ki-67 und Grading ( x*=57,5, df=8, p-Wert=1,43x10"
%, G1l: <10%=30, 10-14%=18, 15-19%=10, 20-24%=2, >25%=2; G2: 10%=38, 10-14%=38,
15-19%=55, 20-24%=24, >25%=38; G3: 10%=5, 10-14%=6, 15-19%=10, 20-24%=38,
>25%=23)
Rechts: Boxplot der Spearman Rank Korrelation von Ki-67 und Grading; Koeffizient rho 0.412,
p<0.0001

4.2.4. Risikoeinteilung von EPclin und Ki-67

Bei Beobachtung der Risikoeinteilung wird deutlich, dass EPclin mehr Patientinnen
der Niedrigrisikogruppe zuordnet als Ki-67, codiert nach Median[60], [123]. Durch
eine Therapieempfehlung nach EndoPredict konnen damit mehr Patientinnen auf eine
Chemotherapie-Empfehlung verzichten, als durch eine Therapieempfehlung nach Ki-
67.

Bei 181 Patientinnen der Gesamtkohorte wurden die Konzentrationen der Eiweille
Plasminogenaktivator vom Urokinase-Typ ,,uPA“ und sein Inhibitor ,PAI-1“
ermittelt. Eine Ubersicht {iber die Ergebnisse im Vergleich zu denen des EndoPredict

und deren Risikoeinteilung geben die Kapitel 7.3.6. und 7.3.7. im Appendix.

low risk
@® high risk

EPclin ki67

high risk
36 % high risk

n=135 55 %
n =137

Abbildung 4.2-8 Risikoeinteilung in Hoch- und Niedrigrisiko nach EPclin und Ki-67
(=17%/>17%, codiert nach Median (Bustreo S et al., 2016; Coates AS et al.,2015))
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4.3. Follow-Up

4.3.1. Therapieempfehlungen

Aufgrund des in der gesamten Kohorte positiven Ostrogenrezeptorstatus wurde allen
Patientinnen eine endokrine Therapie empfohlen. Die Therapieentscheidung fiir oder
gegen eine Chemotherapie wurde abhingig vom EPclin-Testergebnis getroffen. Bei
EPclin High Risk (Cut-off 3,3) wurde eine Chemotherapie empfohlen, bei EPclin Low
Risk entschied man sich gegen die Aussprache einer Chemotherapie-Empfehlung
(Tabelle 4.3-1).

Eine Ausnahme bildeten 19 Patientinnen:

Bei 13 Patientinnen entschied man sich im Tumorboard individuell trotz EPclin High
Risk gegen eine Chemotherapie: Darunter waren 6 Patientinnen, die als multimorbide
eingeschitzt wurden. Bei weiteren 7 Patientinnen waren die Griinde dafiir, neben
einem sehr grenzwertigen Testergebnis zur Low Risk Gruppe (3 der Patientinnen
hatten ein EPclin-Ergebnis bei 3,4; Cut-off: 3,3), die Durchfiihrung des Tests kurz
nach Einfiihrung 2011/2012 (3 Patientinnen: Testdurchfiihrung 08/2012; 11/2012;
02/2013), sowie eine besser als das Testergebnis eingeschdtzte Prognose aufgrund
von damals einbezogenen niedrigen Proteasen (uPA und PAI-1) oder einem niedrigem
Grading. Bei all diesen Patientinnen vermutete man damals keinen Profit durch eine
Chemotherapie.

Bei 6 Patienten entschied man sich trotz EPclin Low Risk fiir eine Chemotherapie.
Ein Patient war minnlichen Geschlechts: Da die Aussagekraft des EndoPredict Tests
fiir Midnner zu Beginn fragwiirdig erschien, entschied man sich bei einem G3-Tumor
trotz grenzwertigem EPclin Low Risk bei 3,2 fiir eine Chemotherapie. 2 Patienten
waren laut EPclin-Ergebnis knapp an der Grenze zur High Risk Gruppe
(Testergebnisse: 3,3; 3,3) bei gleichzeitig hohen Proteasen. Bei einer Patientin zeigte
der EPclin kurz nach Einfiihrung dieses im April 2012 ein niedriges Risiko; aufgrund
der geringen Erfahrung mit dem Test wurde jedoch bei hohen Proteasen und damit
einer geschitzt schlechteren Prognose eine Chemotherapie durchgefiihrt. Eine
Patientin zeigte bei EPclin Low Risk (2,9) einen multizentrischen Tumor. Eine
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4. Ergebnisse / 4.3. Follow-Up
Patientin mit EPclin von 2,8 zeigte ein kontralaterales Mammakarzinom. Bei all diesen
Patientinnen schitzte man den individuellen Profit durch eine Chemotherapie als
hoch ein.
Eine Radiotherapie wurde allen Patientinnen mit brusterhaltender Therapie
empfohlen. Bei 90 Patientinnen mit Ablatio oder im Einzelfall gesundheitlichen
Risikofaktoren bei z.B. Multimorbiditit oder anderen Kontraindikationen wurde

durch das Tumorboard keine Radiotherapie empfohlen.

Tabelle 4.3-1 Erlduterungen iiber Chemotherapie-Empfehlungen

Chemotherapie empfohlen Anzahl der
Patientinnen
(N =128)
EPclin High Risk 122
EPclin Low Risk, mannlich 1
EPclin Low Risk, grenzwertig zu High Risk/ RF /Anfdnge 3
EP
EPclin Low Risk bei Multizentrizitat 1
EPclin Low Risk bei kontralateralem Mammakarzinom 1
Keine Chemotherapie empfohlen Anzahl der
Patientinnen
(N = 245)
EPclin Low Risk 231
EPclin High Risk bei Multimorbiditat 6
EPclin High Risk, grenzwertig zu Low Risk bei guter 7
Prognose laut TB / Anfange EP

4.3.2. Compliance
Informationen iiber die Durchfiihrung einer empfohlenen oder nicht empfohlenen
Chemotherapie und Radiotherapie konnte fiir alle 373 Patientinnen eingeholt werden
(siehe Abbildung 4.3-1). Bei 29 Patientinnen konnten keine Informationen beziiglich
der Compliance zur endokrinen Therapie eingeholt werden (siehe Abbildung 4.3-1):

Drei Patientinnen wollten diesbeziiglich keine Auskunft geben. Fiir drei Patientinnen,
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4. Ergebnisse / 4.3. Follow-Up
die zuvor verstorben waren, konnten die Informationen nur iiber die Angehdrigen, fiir
einen iiber den behandelnden Hausarzt eingeholt werden; sowohl der Hausarzt, als
auch die Angehorigen hatten keine Informationen beziiglich der Compliance zur
endokrinen Therapie. Fiir 13 Patientinnen, deren Informationen aus dem ODSeasy,
sowie fiir 10 Patientinnen, deren Informationen aus dem Tumorregister bezogen
wurden, konnten keine Informationen beziiglich der Compliance zur endokrinen

Therapie ermittelt werden.

Endokrine Therapie Chemotherapie Radiotherapie
0 0
29
344
373 373

Auskunft Endokrine Auskunft tiber

Auskunft iiber

Therapie ; Radiotherapie
Keine Auskunft tiber die Chemotherapie Keine Auskunft tiber
Endokrine Therapie Radiotherapie

Abbildung 4.3-1 Auskunft {iber die durchgefiihrte oder nicht durchgefiihrte empfohlene
Therapie der gesamten Kohorte

Aufgrund der Therapieentscheidung nach dem EndoPredict-Ergebnis wurde 128
Patientinnen zu einer Chemotherapie (CTX) geraten, von denen 92 compliant waren
(72%). 28% der Patientinnen lehnten die empfohlene Chemotherapie ab (McNemar's
Chi-Quadrat-Test mit Stetigkeitskorrektur=26.256, df=1, p-value=2.99x107
=<0,001). 3 Patientinnen von 245 Patientinnen, die keine Empfehlung zur
Chemotherapie erhielten, fiihrten eine Chemotherapie durch.

Von 282 Patientinnen mit einer Empfehlung zur Radiotherapie, fiihrten 91% die
vollstindige Therapie durch (McNemar's Chi-Quadrat-Test mit Stetigkeitskorrektur=

24.038, df=1, p-value=9.443x107).
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4. Ergebnisse / 4.3. Follow-Up
Allen Patientinnen wurde eine endokrine Therapie empfohlen. Von diesen waren 78%
compliant. 52 Patientinnen lehnten die endokrine Therapie ab oder unterbrachen sie
nach weniger als 5 Jahren. Von 29 Patientinnen erhielten wir keine Informationen

beziiglich der Compliance zur endokrinen Therapie.

@® nicht compliant
compliant
keine Information

CTX keine RTX lie‘fne kg?e
1% 9% ;1070 14%
_ 0 0
n=3 n=26 n=29 n=52
no CTX
28 %
CTX
72 % keine CTX RTX ET
® 99 %, 91 % 78 %
n= 92 n= 242 n= 256 n=292
. keine . . Endokrine
Chemotherapie- Chemotherapie- Radiotherapie- Therapie-
-Empfehlung

Abbildung 4.3-2 Compliance zur Therapieempfehlung der gesamten Kohorte
(CTX= Chemotherapie; RTX= Radiatio; ET= Endokrine Therapie)




4. Ergebnisse / 4.3. Follow-Up
4.3.3. Outcome
Die mediane Follow-Up betrug 3,47 Jahre (41,6 Monate; 95%-KI 3,3 - 3,59; Abbildung
4.3-3):

Follow-Up

Jahre

Abbildung 4.3-3 Dauer des Follow-Ups der Gesamtkohorte
(Median=3,47 Jahre (durchgingige Linie); 95%KI 3,30-3,59 (gestrichelte Linie)

Das 3-Jahres-Gesamtiiberleben der Gesamtkohorte betrug 97,4% (95%KI 0.956-
0.992; Abbildung 4.3-4). Das 3-Jahres-DFS (Disease-free-Survival) betrug 96,0%
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0.4 0.6
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Abbildung 4.3-4 Gesamtiiberleben (OS=Overall-Survival) der Gesamtkohorte in Jahren
3-Jahres-Uberleben: 97,4% (95%KI 0.956- 0.992)
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(95%KI 0,938 — 0,982; Abbildung 4.3-5). DFS wurde definiert als Zeit zwischen der
Diagnose und Tod bzw. Lokalrezidiv bzw. Fernmetastasen.
Es traten insgesamt 22 Events auf bei 20 Patientinnen (Lokalrezidiv, Metastasen, Tod)

auf (Kapitel 7.3.8. ff.). 9 Patientinnen entwickelten Zweitkarzinome.

Q
-

0.8

DFS (%)
0.6

0.4

— =DFS
- =95%KI

0.2

Jahre

Abbildung 4.3-5 Krankheitsfreies Uberleben (Disease-free-Survival=DFS) der Gesamtkohorte
3-Jahres-Uberleben 96,0% (95%KI 0,938 — 0,982)

43.3.1. Outcome nach EPclin High und Low Risk

Die Kaplan-Meier-Kurve des Gesamtiiberleben nach EndoPredict Low- und High-Risk
demonstriert die Abbildung 4.3-6. Der LogRank Test lag mit p=0,62 nicht unter dem
Signifikanzniveau von 5%.

Das krankheitsfreie Uberleben nach 3 Jahren lag in der EPclin Low Risk Gruppe bei
96,6% (95%KI 94.2-99.1) versus 94,9% (95%KI 90,9-99,0) in der EPclin High Risk
Gruppe (Abbildung 4.3-8). Mit einem Hazard Ratio von 2,05 (95%KI 0,85-4,95;
p=0,110) war das Risiko fiir Fernmetastasen, ein lokoregionires Rezidiv oder Tod bei
den EPclin High Risk Patientinnen zweifach so hoch wie bei den EPclin Low Risk
Patientinnen. Mit einem Signifikanzniveau von 5% war dies bei p=0,11 aufgrund der

geringen Tumoreventzahl nicht statistisch signifikant.
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Abbildung 4.3-6 Gesamtiiberleben (Overall Survival=0S) der Kohorte nach EPclin High und
Low Risk Score

(logrank test=0.24, df=1, p=0.6234)

4.3.3.2. Disease-free-Survival nach EP Score (12-Gen-Score) und EPclin
Score

Mit einem Hazard Ratio von 1,34 (95%KI 0,53-3,37; p=0,553) zeigte die EP-(12-Gen)
Score Low Risk Gruppe ein besseres DFS-Outcome als die EP High Risk Gruppe
(Abbildung 4.3-7).

_____

08
L

06

HR=1.34 (95%Cl 0.53-3.37)
p=0.553

04
1

= EPscore low
-« EPscore high

Krankheitsfreies Uberleben (DFS) in %
0.2

0 1 2 3 4 5 3
Jahre

166 163 160 90 37 5 EPscore low
192 188 185 142 68 6 EPscorehigh

Abbildung 4.3-7 Krankheitsfreies Uberleben (Disease-free-Survival=DFS) in % nach
EP(12-Gen-) High und Low Risk Score
(HR.=1,34; 95% KI 0,53-3,37; p=0,553)
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Im Vergleich liefert die Addition von Tumorgrof3e und Nodalstatus im EPclin Score

eine exaktere prognostische Differenzierung (Abbildung 4.3-8).
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© |
o
i HR=2.05 (95%-Cl 0.85-4.96)
e p=0.110
<
g
N
N
230 226 222 140 69 8 EPclin low risk
S 128 125 123 92 36 3 EPclin high risk
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Jahre
Abbildung 4.3-8 Krankheitsfreies Uberleben (DFS= Disease-free-Survival) nach EPclin High
und Low Risk in Jahren

(Low Risk: 3-Jahres-Uberleben 96.6% (95%CI 94.2-99.1); High Risk: 3-Jahres-Uberleben 94.9%
(95%CI 90.9-99.0); HR.=2.05 (95%CI 0.85-4.96) p= 0.110)

4.3.3.3. DFS der EPclin Hochrisikogruppe nach Chemotherapie-
Compliance

Die Patientinnen, die aufgrund der Zuordnung zur EPclin Hochrisikogruppe die
adjuvante Chemotherapie tatsdchlich durchfiihrten, hatten ein deutlich niedrigeres
Risiko fiir Rezidive, Tod oder Fernmetastasen als Patientinnen, die diese nicht
durchfiihrten (HR 0.32; 95%KI 0.10-1.05; p=0.061): So hatten Hochrisiko-Patienten
nach Chemotherapie ein 3-Jahres-krankheitsfreies-Uberleben von 96,3% (95%KI
92,2-100), wihrend das Uberleben der Patientinnen, die die Chemotherapie nicht
durchfiihrten, nur bei 91,5% (95%KI 82.7-100) lag. Dies demonstriert die Abbildung
4.3-9.

Damit erfuhren EPclin High Risk Patientinnen, die die adjuvante Chemotherapie
erhielten, eine Riickfall-Reduktion von 68% (HR. 0,32; 95%ki 0,10-1,04, P=0,061),
verglichen mit den Hochrisiko-Patientinnen ohne Chemotherapie (HR. 3,93; 95%KI

1,41-10,92; p=0,009).
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Abbildung 4.3-9 Krankheitsfreies Uberleben (DFS= Disease free survival) von EPclin High
Risk Patienten mit durchgefiihrter CTX vs. EPclin High Risk mit nicht durchgefiihrter CTX
(3-Jahres-DFS: EPclin High Risk/CTX ja: 96,3% (95%KI 92,2-100); EPclin High Risk/CTX
nein: 91,5% (95%KI 82.7-100); HR. 0.32; 95%KI 0.10-1.05; p=0.061).
Abkiirzungen: CTX= Chemotherapie, DFS = Krankheitsfreies Uberleben
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Abbildung 4.3-10 Krankheitsfreies Uberleben (DFS= Disease free survival) von EPclin
High/Low und CTX/keine CTX
(3-Jahres-DFS: EPclin High Risk/CTX ja: 96,3% (95%KI 92,2-100); EPclin High Risk/CTX
nein: 91,5% (95%KI 82.7-100); HR. 0.32; 95%KI 0.10-1.05; p=0.061). Abkiirzungen: CTX=
Chemotherapie
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Das DFS der Patientinnen, die bei EPclin Low Risk neben einer alleinigen endokrinen
Therapie keine Chemotherapie empfohlen bekamen, ist vergleichbar mit
Patientinnen, die bei EPclin High Risk eine Chemotherapie durchfiihrten (Abbildung
4.3-10).

4.3.3.4. Disease-free-Survival nach Ki-67

Wir waren ebenfalls interessiert an der prognostischen Aussagekraft von Ki-67: Das
Risiko fiir ein Disease-Event war fiir Patientinnen mit Ki-67=25% erhoht, wie die

Abbildung 4.3-11 demonstriert.

HR=2.66 (95%Cl 0.92-7.68)
p=0.07

ki-87 < 25

Pl e KI-B7 2 26

Krankheitsfreies Uberleben (DFS) in %

0 1 2 3 4 5 6
Jahre

235 232 228 147 73 4 Ki-67<25%
63 60 59 46 16 2 Ki-67225%

Abbildung 4.3-11 Krankheitsfreies Uberleben (Disease-free-Survival=DFS) in % nach Ki-67
<25%/=25%
(HR.=2,66; 95% KI 0,92-7,68; p=0,07)

4.3.3.5. Outcome nach Grading
Die Uberlebenskurven nach Grading werden in der Abbildung 4.3-12 dargestellt. Hier

zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Uberlebenskurven des guten

bis schlechten Gradings (G1-G3).
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Abbildung 4.3-12 Krankheitsfreies Uberleben (DFS=Disease free Survival) nach Grading
(Logrank-Test = 1.03 on 2 df, p=0.5961)

4.3.4. Lokalrezidive
3 von 373 Patientinnen entwickelten nach abgeschlossener Therapie ein Lokalrezidiv.
Die pathologischen Parameter und die Compliance dieser Patientinnen werden im

Appendix aufgefiihrt (Tabelle 7.3-4).

4.3.5. Metastasen
8 von 373 Patientinnen entwickelten Fernmetastasen: 4 Patientinnen entwickelten
Knochen, 2 Leber- und eine Patientin Pleurametastasen; bei einer Patientin fanden
sich Leber, Knochen und Lungenmetastasen. Die Patientin mit Pleurametastasen und
die Patientin mit multiplen Metastasen verstarben wihrend des Follow-Up-
Zeitraums. Das 3-Jahres-metastasenfreie Uberleben betrug 98,9% (95% KI 0,97-1,0).
Die pathologischen Parameter und die Compliance der Patientinnen werden im

Appendix aufgefiihrt (Tabelle 7.3-5).
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4351 Metastasen nach EPclin High und Low Risk

Das 3-Jahres-Fernmetastasen-freies-Uberleben in der EPclin Low Risk Gruppe war
99,6% (95%KI 98,7-100) versus 97,6% (95%KI 95,0-100) in der EPclin High Risk
Gruppe (Abbildung 4.3-13). Patientinnen aus der EPclin High Risk Gruppe hatten ein
signifikant hoheres Risiko Fernmetastasen zu entwickeln, als Patientinnen aus der

EPclin Low Risk Gruppe (HR 5.18; 95%CI 1.04-25.74; p=0.0443).
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Abbildung 4.3-13 Fernmetastasenfreies Uberleben (Distant metastasis free survival =DMFS)
der Gesamtkohorte nach EPclin High und Low Risk
(3-Jahres-DMFS: Low Risk=99,6% (95%KI 98,7-100); High Risk=97,6% (95%KI 95,0-100);
HR. 5.18; 95%CI 1.04-25.74; p=0.044).

4.3.6. Todesfille in der Kohorte

In der Kohorte wurden 11 Todesfille verzeichnet (Tabelle 7.3-3 im Appendix).

2 Patientinnen in der Kohorte verstarben, vermutlich, tumorassoziiert: Bei einer
Patientinnen wurden im Verlauf Pleurametastasen diagnostiziert (Kapitel 4.3.5.); bei
der zweiten Patientin Leber-, Knochen und Lungenmetastasen(Kapitel 4.3.5. ).

Eine Patientin verstarb an einem Infekt infolge einer vermutlich therapieassoziierten
Leukidmie.

7 Patientinnen verstarben nicht tumorassoziiert. Zu den Todesursachen zihlten:

Sepsis im Rahmen einer unbekannten Fistelbildung, Myokardinfarkt, Sepsis eines
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unbekannten Fokus und ein Merkelzellkarzinom. Bei 3 Patientinnen wurde bis auf die
Information ,,tumorunabhingig” keine Angabe zur Todesursache gemacht.
Bei einer Patientin wurde keine Aussage iiber eine mdgliche Tumorassoziation oder

Ursache getroffen.

4.3.7. Outcome Minner
Unter den 6 mannlichen Patienten in der Kohorte wurde kein Tumorrezidiv, keine

Fernmetastasen und kein Todesfall registriert.

4.3.8. Der optimale Cut-Off fiir Ki-67

In der letzten statistischen Analyse untersuchten wir den optimalen Ki-67-Cut-Off,
um bestmdgliche Ubereinstimmung mit der dichotomen Risikostratifikation nach
EndoPredict zu erreichen. Hierzu stellte die ROC-Kurve die Sensitivitdt und Spezifitit
unterschiedlicher Ki-67-Cut-Offs dieser gegeniiber:

Die Area under the Curve fiir Ki-67 und den EP (12-Gen-) Score lag bei 0,797
(Abbildung 4.3-14; 95% CI: 0.748-0.846, p<0.0001). Der Cut-Off von 20% zeigte
hierbei eine Sensitivitdt von 68% und eine Spezifitdt von 80%.

Die Area under the Curve fiir den EPclin Score und Ki-67 lag bei 0,7454 (Abbildung
4.3-15; 95% CI 0.684-0.806, p<0.0001). Der Cut-Off von 20% zeigte hierbei eine

Sensitivitdt von 67% und eine Spezifitit von 78%.



4. Ergebnisse / 4.3. Follow-Up

1.0 //—52
08 - P
T 0.6 - L 32 X
2 %
§04— | 23 &
CD. ‘/ ~—
0.2—/ L 13
00 - L3

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
1 - Spezifitat

Abbildung 4.3-14 ROC-Analyse des Ki-67-Cut-Off nach EP Score
(Area under the Curve=0,797; 95% CI: 0.748-0.846, p<0.0001)
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Abbildung 4.3-15 ROC-Analyse des Ki-67-Cut-Off nach EPclin Scores
(Area under the Curve (AUC)=0,7454; 95% CI 0.684-0.806, p<0.0001)
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Durch eine andere Niherung mittels LogRank-Test, welcher Uberlebenskurven nach
Cut-Off vergleicht, analysierten wir zwei weitere optimale Ki-67-Cut-Off nach
krankheitsfreiem Uberleben und Gesamtiiberleben: Fiir das Gesamtiiberleben (OS)
wurde der groflte Unterschied bei einem Cut-Off von 18% gefunden (Abbildung
4.3-17), beim krankheitsfreien Uberleben (DFS) lag dieses bei 24% (Abbildung

4.3-16) ohne statistische Signifikanz.
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Abbildung 4.3-16 LogRank-Statistik fiir das Cut-Off des Ki-67-Wertes nach
krankheitsfreiem Uberleben (Disease Free Survival=DFS) in der Gesamtkohorte
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5. Diskussion

Die etablierten klassischen Prognosefaktoren erlauben hiufig keine objektive
Einschdtzung des individuellen Fernmetastasierungsrisiko:

Neue Genexpressionstests sollen die Identifikation der Patientinnen mit
Mammakarzinom ermdglichen, die aufgrund eines erhohten Risikos von einer
Chemotherapie profitieren, gegeniiber den Patientinnen mit geringem Risiko, die
durch eine alleinige endokrine Therapie vor einer Ubertherapie durch eine

Chemotherapie zu schiitzen sind.

Im Rahmen dieser Dissertation wird das Outcome von 373 Patientinnen mit Her2-
negativem, Ostrogenrezeptor-positivem Brustkrebs, deren Therapie anhand der
Risikostrafizierung des Genexpressionstests EndoPredict entschieden wurde,
prasentiert. Zum aktuellen Kenntnisstand sind dies die ersten prospektiven
klinischen Outcome-Daten zum EndoPredict Test.

Nach Durchfiihrung des Tests bei Diagnosestellung von Marz 2012 bis Mirz 2015
wurden 238 Patientinnen (63,8%) in die Niedrigrisikogruppe und 135 Patientinnen
(36,5%) in die Hochrisikogruppe klassifiziert. Von 128 der 373 Patientinnen, denen
auf Grundlage des EndoPredict-Testergebnisses neben der endokrinen Therapie und
ggf. Bestrahlung eine Chemotherapie empfohlen wurden, waren 92 (71,9%)
compliant zur Chemotherapie. Nach einem medianem Follow-Up von 3,47 Jahren
(41,6 Monate) zeigte sich, dass Patientinnen in der Hochrisikogruppe ein signifikant
fiinffach hoheres Risiko fiir Fernmetastasen hatten als Patientinnen der
Niedrigrisikogruppe (HR 5.18; 95%KI 1.04-25.74; p=0.044). Das 3-Jahres-
krankheitsfreie ~und -metastasenfreie ~Uberleben war in der EPclin
Niedrigrisikogruppe 96,9% (95%KI 94.2-99.1%) und 99,6% (95%KI 98.7-100%)
versus 94,9% (95%KI 90.9-99.0%) und 97,6% (95%KI 95.0-100%) in der EPclin
Hochrisikogruppe.

Besonders hervorzuheben ist, dass Patientinnen in der Hochrisikogruppe, welche eine

Chemotherapie durchfiihrten, ein krankheitsfreies Uberleben von 96,3% (95%KI



92,2-100) verzeichneten. Patientinnen, welche die Chemotherapie trotz
Hochrisikogruppe nicht durchfiihrten, hatten im Vergleich nach 3 Jahren ein deutlich
geringeres krankheitsfreies Uberleben mit 91,5% (95%KI 82.7-100%; HR 0.32,
95%KI 0.10-1.05; p=0.061).

In der Differenzierung zwischen Luminal A- und B-Typ-Tumoren, welche nach
aktueller ~Empfehlung zur Risikostratifizierung mittels Ki-67 fiir die
Therapieentscheidung herangezogen werden soll[30], besteht u.a. beziiglich eines
geeigneten Cut-Offs von Ki-67 fortwdhrend Diskussionsbedarf: Den Ergebnissen
dieser Arbeit zufolge lag der optimale Cut-Off nach EP-Score-Ergebnissen bei 20%
(p<0,0001), nach krankheitsfreiem Uberleben bei 24% (p=0,28). Es wurde eine
starke Korrelation zwischen den Ki-67- und EndoPredict-Ergebnissen (EP-Score:

r=0,63; EPclin: r=0,59) beobachtet.

5.1. Diskussion der Methoden

Die vorliegende Arbeit unterteilt sich in vier methodische Arbeitsschritte:

Die Durchfiihrung des EndoPredict-Tests am geeigneten Patientenkollektiv, die
retrospektive Bestimmung des Ki-67-Status, sowie die Erhebung der Compliance zur
Therapieempfehlung und Nachbeobachtung.

Die Studie, auf der die vorliegende Arbeit basiert, ist, zum Zeitpunkt der erstmaligen
Publikation, die erste prospektive Studie, welche Outcome Daten zum EndoPredict-
Test priasentiert: So wurde jede Patientin, entsprechend der EndoPredict-Indikationen
nach retrospektiver Datenlage der ABCSG-6 und -8-Kohorte von Filipits et al. (2011),
eingeschlossen, bei der im Zeitraum von Mirz 2012 bis Mirz 2015 ein Ostrogen-
rezeptor-positives, Her2-negatives Mammakarzinom ohne Fernmetastasierung mit
maximal Nlc-Nodalstatus diagnostiziert und anschliefend der EndoPredict Test
durchgefiihrt wurde.[99] Ein grofer Vorteil von prospektiven Studien gegeniiber
retrospektiver Studien liegt in der hoheren Datenqualitit mit Darstellung von
Verdanderungen im Zeitablauf und somit hoherer Aussagekraft.

In Anlehnung an eine Studie von Miiller et al. wurden 97,3% der Tests an

Operationspriaparaten und 2,7% (n=10) an Biopsien durchgefiihrt. Miiller et al.
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haben, durch eine nachgewiesene starke Korrelation (r=0,92) zwischen EndoPredict-
Ergebnissen an Stanzbiopsien und dessen korrespondieren Operationspriparat eine
grole Reliabilitdt der EndoPredict-Ergebnisse an Biopsien demonstriert [100].

Ein groBer Vorteil des EndoPredict Tests ist, dass dieser nicht an ein Zentrallabor
eingesendet werden muss: So konnte er dezentral im Labor der Pathologie der TU
Miinchen als qualifizierte Molekularpathologie nach Standard durchgefiihrt und
ausgewertet werden. Denkert et al. und Kronenwetter et al. bestitigten die Validitat
und zuverldssige dezentrale Auswertung des EndoPredict Tests [102], [124],
Poremba et al. seine Robustheit und Reliabilitit in der klinischen Routine [101].
Das Patientenkollektiv bestand zu circa 1/3 aus primenopausalen und zu 2/3 aus
postmenopausale Patientinnen. Initial galt ein primenopausaler Status in der ABCSG-
6 und -8-Kohorte, auf der die klinische Validierung des Tests fullt, als
Ausschlusskriterium [99], [125]. Martin et al. konnten jedoch im GEICAM 9906 Trial
sowohl fiir postmenopausale als auch primenopausale Patientinnen eine unabhingige
prognostische Aussagekraft durch den EndoPredict nachweisen [126].

Die heterogene Auswahl der Patienten spiegelt somit das allgemeine
Anwendungsspektrum des EndoPredicts beziiglich des Menopausenstatus wider, bis
auf eine Ausnahme: Nach aktueller Studienlage ist dies die erste EndoPredict-Studie,
die minnliche Patienten (n=6) einschlielt. Diese wurden aufgrund ihrer
Ostrogenrezeptorpositivitit analog zu Patientinnen mit 8strogenrezeptor-positivem
Mammakarzinom behandelt (Diskussion des Outcomes unter Kapitel 7.4.2. ).

Mit einer Kohortengrofle von 373 Patientinnen war es moglich angesichts der
klinischen Relevanz u.a. auch bei geringen Korrelationskoeffizienten statistische
Signifikanz zu erhalten.

Zehn Patientinnen unterzogen sich nach EPclin Ergebnis einer neoadjuvanten
Therapie, bei denen der EndoPredict-Test an der Biopsie durchgefiihrt wurde und so
vor systemischer Therapie erfolgte. Gestiitzt durch die Studie von Bertucci et al., nach
der EndoPredict ebenfalls fihig ist, das neoadjuvante Chemotherapie-Ansprechen zu

pradizieren, wurden diese Patientinnen in unsere Kohorte eingeschlossen.
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Die Ki-67-Bestimmung erfolgte retrospektiv: Belegt durch Camp et al. (2000),
Cattoretti et al. (1992) und Dowsett et al. (2011) ist die Antigenitit bei
ordnungsgemiller Fixierung, Paraffinierung und prdanalytischen Handhabung des
Tumorgewebes, wie sie in diesem Fall gegeben war, auch iiber Jahrzehnte erhalten
und demnach validiert[50], [127], [128].

Um sicherzustellen, dass genug auswertbares Tumormaterial verfiigbar war, wurden
nach Erstellen der Gewebeschnitte alle Schnitte nach Klinikstandard Hiamatoxylin-
Eosin gefirbt und mikroskopisch auf Tumorgewebe untersucht. Anstatt einer
manuellen Firbung wurde die maschinelle Firbung mittels MIB1-Klons im
VENTANA-Firbesystems BenchMark XT gewdhlt, da diese auch im klinischen Alltag
zur Ki-67-Bestimmung genutzt wird. So konnen konstante standardisierte
Fiarbebedingungen (inkl. Positivkontrollen an Tonsillen) und reproduzierbare
Resultate gewdihrleistet werden, die auf die Praxis iibertragbar sind. Der MIB-1-
Antikdrper wurde gewidhlt, da dieser aufgrund seiner hohen Validitit als
Goldstandard in der Ki-67-Farbung gilt[50]. In 6 Fillen erfolgte die Firbung an
Biopsie-Priparaten, welche nach der ,International Ki-67 in Breast Cancer Group“
ebenfalls fiir die immunhistochemische Farbung geeignet sind[50].

Um eine Interobserver-Variabilitdt auszuschlieBen, welche bei Ki-67 aufgrund der
fehlenden Standardisierung hoch ist[2], [50], [56]-[61], [129], wurden alle
immunhistochemisch gefdrbten Schnitte, verblindet ohne Kenntnisse der
EndoPredict-Ergebnisse, einheitlich von einer auf Brustkrebs spezialisierten
Pathologin mikroskopisch untersucht. Orientiert wurde sich an den klinischen
MaRstdben der ,International Ki-67 in Breast Cancer Group“ und der vereinfachten
5-Stufen-Skala (Eye-5-Methode; Kapitel 1.2.2.1. )[50], [63]. Die vereinfachte 5-
Stufen-Skala wurde beschrieben durch Hida et al. (2015) und ist anderen Verfahren,
wie dem Ki-67 Labelling Index, in Praktikabilitit und niedriger Variabilitdt im
klinischen Alltag iiberlegen[63].

Der Follow-Up-Erhebung durch das Qualitdtsmanagements des Brustzentrums des

Klinikums rechts der Isar wurde einem Telefongesprichs anstelle eines Fragebogens,
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der Vorzug gegeben, um einen tagesaktuellen Informationsstand zu erhalten und
Riickfragen direkt kliren zu koénnen. Dies war in 72,4% der Fille erfolgreich.
Zweitrangig erfolgte eine Abfrage mittels Fragebogen, Arztkontakt und klinikinterner
Datenbank u.w. (Tabelle 3.4-1).

Die Variabilitit des Follow-Up-Zeitraums (Abbildung 4.3-3) trotz der hohen Zahl an
erreichten Patientinnen per Fax, Telefon u.a., ist gegeben durch die Anzahl an
Patientinnen, die nicht erreichbar waren, deren letzte Informationen aber trotzdem
statistisch mit in die Follow-Up-Daten einflieBen konnten.

Die in dieser Arbeit gewdhlte Definition, eine vor 5 Jahren abgebrochenen endokrine
Therapie als Incompliance zu werten, unabhingig von der Einnahmedauer, basiert auf
einer Studie der Early Breast Cancer Trialists‘ Collaborative Group (EBCTCG, 2005):
Diese suggeriert einen deutlich signifikanten Unterschied im Outcome zwischen
Patientinnen, die die endokrine Therapie 1-2 Jahre einnahmen, zu denen, die diese 5
Jahre durchfiihrten (2p<0,00001 fiir Rezidive, 2p=0,01 fiir
Brustkrebsmortalitit) [42], weshalb ein Cut-Off bei 5 Jahren weitaus aussagekriftiger
erscheint.

Eine Compliance zur Radiotherapie bestand, soweit alle Bestrahlungstermine
eingehalten wurden. Die Compliance zur Chemotherapie war gegeben bei
Durchfiihrung von >75% der Zyklen. Dies ist vergleichbar mit der Definition von

Neugut et al. (2016) mit >80% der Zyklen[130].

5.2. Diskussion der Ergebnisse

Der EndoPredict-Test trifft Aussage {iiber das prognostische Risiko einer
Fernmetastasierung innerhalb von 10 Jahren[131]. Nur Patientinnen, die laut des
EndoPredict-Ergebnis ein Fernmetastasierungsrisiko von iiber 10% innerhalb dieser
10 Jahre haben, sollen von einer adjuvanten Chemotherapie profitieren[72], [99],
[131]-[133]. Aufgrund des Mangels an prospektiven Outcome-Daten konnte eine
Validierung des EndoPredict-Tests bis dato nur auf Basis von retrospektiven Studien

erfolgen. Das Evidenzlevel der AGO 2021 liegt daher derzeit nur bei 2b [2], [93].
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Kritische Stimmen beziiglich Multigentests kamen 2016 vom IQWiG (Institut fiir
Qualitdit und Wirtschaftlichkeit im Gesundheitswesen), die aufgrund der ,nicht
ausreichende[n] Datenlage“ die Durchfithrung nicht empfahlen[134]. Diese
Entscheidung wurde u.a. aufgrund der weiterbestehenden Gefahr von Ubertherapien
in der S3-Leitlinie 2019 kritisch gesehen[2], da Patientinnen mit einem ,geringen
absoluten Risiko nur einen geringen absoluten Nutzen“ von einer adjuvanten
Chemotherapie haben und so entsprechend mit Verzicht auf eine Chemotherapie
potenziell lebensgefdhrliche Nebenwirkungen vermeiden konnen[30], [84].

Nachdem 2019 die Verwendung des Oncotype DX u.a. aufgrund der prospektiven
Datenlage durch den Gemeinsamen Bundesausschuss (G-BA) fiir bestimmte Frauen
ohne Lymphknotenbefall in die Regelversorgung aufgenommen wurde[135], erschien
2020 eine aktualisierte Einschitzung des IQWiG beziiglich der Frage, ob in die
Regelversorgung auch weitere Tests eingegliedert werden sollten: Aufgrund der
geringen Ubereinstimmung der Zuordnung in die Risikogruppen durch die jeweiligen
Tests, des Mangels an randomisierten kontrollierten Studien und der geringen
Ergebnissicherheit der Prognose- und Konkordanzstudien wurde kein weiterer

Multigentest zur Aufnahme in die Regelversorgung empfohlen[96].

Die Diskussion demonstrierte die dringende Notwendigkeit ausreichender

prospektiver Evidenz der weiteren verfligbaren Tests.

In der vorliegenden Arbeit wurden Patientinnen unter realen Alltagsbedingungen
prospektiv eingeschlossen:

Der EndoPredict Test wies zwei Drittel der Gesamtkohorte der Niedrigrisikogruppe
zu, wihrend ein Drittel als Hochrisikopatienten klassifiziert wurden. Dies ist im
Einklang mit vorangegangenen Real-World-Daten: Eine franzdsische multizentrische
Studie, welche bei 201 Patientinnen prospektiv den Einfluss auf die

Therapieentscheidung durch den EndoPredict-Test untersuchte, ordnete ebenfalls
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67% der Patientinnen der Niedrigrisikogruppe zu [136]. Eine Studie aus 82 deutschen
Fallbeispielen ordnete circa 68% der Niedrigrisikogruppe zu[137].

Diese Daten weisen darauf hin, dass die vorgestellten Daten die realen
Alltagsbedingungen widerspiegeln und untermauern die Robustheit des Tests in der

klinischen Routine.

Durch Einbeziehen von klinischen Faktoren wie Tumorgrof3e und Nodalstatus konnte
der EPclin Score in der vorliegenden Arbeit 238 Patientinnen mehr der
Niedrigrisikogruppe zuordnen als der EP Score. Dies legt nahe, dass durch die
klinische Verrechnung des EndoPredicts weniger Patientinnen eine Chemotherapie
empfohlen werden kann, als durch eine rein-genetisch errechneten Score. Der
EndoPredict-Test war bei seiner Einfiihrung 2011 der erste Genexpressionstest, der
sowohl Gensignaturen als auch klassische klinische Parameter beriicksichtigte[138].
Durch die Mdglichkeit einer Integration des Nodalstatus konnte der Test zum einen
sowohl an Patientinnen mit negativem als auch positiven Nodalstatus durchgefiihrt
werden, was eine breitere Anwendungsmdoglichkeit erlaubt: Patientinnen mit
positivem Nodalstatus miissen sich so nicht automatisch einer Chemotherapie
unterziehen. Zum anderen konnten Studien von Buus et al. und Sestak et al., welche
den EndoPredict mit unterschiedlichen Genexpressionstest verglichen, zeigen, dass
Tests mit einer Verflechtung von molekularen und klinischen Faktoren gegeniiber den
rein molekularen Tests in Bezug auf Langzeitprognosen iiberlegen sind, insbesondere
bei Patientinnen mit positivem Nodalstatus und spdten Metastasen [30], [139],
[140]. Eine mdgliche Interpretation dessen, dass diese Uberlegenheit des
EndoPredict-Test nur auf die Hinzunahme klinischer Parameter zuriickzufiihren
ist[30], ldsst sich durch die Beobachtung der vorliegenden Korrelationen und
Outcome Daten des EP Score (12-Gen-Score) entkriften: So zeigt der EP Score auch
ohne klinische Faktoren eine signifikanten Zusammenhang mit Grading,
Progesteronrezeptor und Ki-67 nach High- und Low Risk. Auch das Outcome nach

EP Score unterteilt in Low und High Risk Score demonstriert zwar ein geringeres
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Hazard Ratio als der EPclin Score, zeigt jedoch auch ohne Inklusion von TumorgréRe

und Nodalstatus eine Differenzierung mit HR=1,34 (95% KI 0,53-3,37; p=0,553).

Die beobachtete histologische Verteilung, nach der 70,7% der Mammakarzinome dem
duktalen Subtypen zuzuordnen sind, ist vergleichbar mit der Real-World-Data[24].

Das mediane Alter der Kohorte lag bei 59,92 Jahren und liegt mit 4,3 Jahren etwas
unter dem mittleres Erkrankungsalter der deutschen Bevolkerung laut Robert-Koch-
Institut mit 64,3 Jahre (Stand 2013)[1]. Eine mogliche Ursache hierfiir liegt im
Ausschluss von Patientinnen mit fortgeschrittenen Tumoren, wie u.a. einer
Tumorgrée >T3, welche im Durchschnitt bei 76,5 Jahren und somit im Vergleich
hoherem Alter apparent werden[15]. Auch vermag die Monozentrizitit an einem
Zentrum des Deutschen Konsortium fiir familidren Brust- und Eierstockkrebs eine
Rolle spielen, da nach Anbindung so Neoplasien bei jungen Frauen hiufig schon friih
entdeckt werden konnen. Auch die Urbanitit Miinchens und Umgebung mit hoher
Arztedichte bietet eine umfangreiche Eingliederung in Friiherkennungsscreenings, so

dass Tumorerkrankung friither diagnostiziert werden kénnen.

5.2.1. Ki-67 und EndoPredict
Laut Filipits et al. war der EndoPredict Test in der ABCSG-6 und -8-Kohorte allen
konventionellen klinisch-pathologischen Risikofaktoren iiberlegen[99]. Die letzten
St. Gallen-Konsensus empfehlen jedoch, u.a. aufgrund des Evidenzlevels und des
Bedarf weiterer bestitigender Studien, anstelle von Genexpressionstests weiterhin
eine Risikostratifizierung in Luminal-A- und B-Tumore: Patientinnen, die einen
Luminal-A-Tumor aufweisen, bendtigen eine alleinige endokrine Therapie, wihrend
Patientinnen mit Luminal-B-Tumor aufgrund des erhohten
Fernmetastasierungsrisikos eine zusdtzliche adjuvante Chemotherapie empfohlen
wird (Kapitel 1.3. )[55], [85]. Diskriminierung dieser intrinsischen Subtypen hingt
hier jedoch ausschlieflich vom Proliferationsfaktor Ki-67 ab, der deshalb einen
besonderen Stellungswert einnimmt. Da jedoch nach wie vor trotz der grollen

Interobserver- und Cut-Off-Variabilitdt keine einheitliche Standardisierung der
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Auswertung von Ki-67 vorliegt [2], [50], [56]-[61], [129], bestand besonders grol3es
Interesse beziiglich einer potenziellen Aquivalenz zwischen der Risikostratifizierung
durch Ki-67 und den EndoPredict-Test:

Neben einer nachgewiesenen Korrelation zwischen Grading und Ki-67 konnte
zwischen den 307 Ki-67-Ergebnissen und dem EP (12-Gen Molekular-Score; r=0,63,
p-Wert= <0,001), als auch dem EPclin- Score (r=0,59; p-Wert= <0,001) eine
statistisch signifikante Assoziation und Korrelation nachgewiesen werden. Auch
Varga et al. zeigten in ihrer Studie unter 34 Patientinnen eine statistisch signifikante
Pearson’s Korrelation zwischen EP (12-Gen-) Score und Ki-67 mit r=0,55
(p<0.0001). 40% der EP (12-Gen)-Score Niedrigrisikogruppe erhielt ein Ki-67-
Ergebnis von <10% und 68% ein Ergebnis von <15%. Vergleichbar dazu hatten mit
51,5% die Mehrheit aller EP Hochrisikopatientinnen ein Ki-67-Ergebnis von
>20%[131].

Die deutlich niedrigere Korrelation zwischen dem klinischen EPclin und Ki-67 mit
r=0,24 war nicht statistisch signifikant[141]: Bei niherem Blick auf den EPclin Score
nach Einbeziehung von Tumorgroe und Nodalstatus zeigten nur 29,1% der Tumore
mit niedrigen EPclin Ergebnis ein Ki-67-Ergebnis mit einem Cut-Off von <10%[131].
Mit iiberdies 13,5% aller Hochrisikopatientinnen wies ein beachtlicher Teil einen Ki-
67-Wert unter diesem Cut-Off von 10% auf und wire damit bei einer
Therapieentscheidung nach Ki-67, dem EndoPredict-Test nach zu urteilen, vor einer
Untertherapie gefihrdet[131].

Die grof3te Schnittmenge fand sich bei einem Ki-67-Cut-Off von =25%, bei dem 40%
aller EPclin High Risk Tumore zu finden waren[131]. Dies deckt sich mit der, durch
das krankheitsfreie Uberleben festgestellte, prognostischen Aussagekraft durch Ki-67,
bei der die grofite Differenzierung zwischen hohem und niedrigem Rekurrenzrisiko
ebenfalls bei 25% lag (Kapitel 4.3.3.4. )[131]. Auch die multizentrischen Erhebungen
aus einem der deutschen klinischen Krebsregister untermauern diese

Beobachtung[30], [142].



Zudem fand die Ndherung mittels LogRank-Test, welche in Kapitel 4.3.8. aufgefiihrt
wurde, den optimalen Cut-off mittels krankheitsfreiem Uberleben (DFS) und EPclin
bei 24%, dies jedoch ohne statistische Signifikanz (p-Wert = 0.2793).
Nichtsdestotrotz erschienen neben den 40% der EndoPredict-Hochrisikogruppe auch
10% aller Niedrigrisikopatientinnen unter den =25% Ki-67-Ergebnissen, was
demnach nach einer Therapieentscheidung alleine durch das Ki-67-Ergebnis, gemil}
dem Ergebnis des EndoPredict-Tests, héchstwahrscheinlich in einer Ubertherapie
durch eine Chemotherapie mit entsprechenden Nebenwirkungen resultiert
wire[131].

Die vorgestellten Ergebnisse bestitigen die Fihigkeit von Ki-67, Patientinnen mit
einem ungiinstigen Tumorprofil und einhergehendem erhéhtem
Fernmetastasierungsrisiko zu identifizieren. So kann Ki-67, wie auch durch die S3-
Leitlinie vorgegeben, in der Entscheidung fiir eine Chemotherapie helfen. Da jedoch
eine grofle Unzuverldssigkeit der Stratifizierung im niedrigen und mittleren Ki-67-
Bereich zu beobachten ist, kann Ki-67 Patientinnen der Niedrigrisikogruppe nicht
sicher erkennen.

Alles in allem, ist Ki-67 als zusitzlicher Biomarker in der Risikostratifizierung in
Zusammenschau mit anderen Parametern hilfreich und kann so gegebenenfalls
genutzt werden, um Patientinnen mit z.B. niedrigem Ki-67-Ergebnis auszuwdhlen, an
deren Tumorgewebe der EndoPredict Test zur Bestdtigung des niedrigen Ergebnisses
durchgefiihrt werden sollte[131]. Eine alleinige Therapieentscheidung mittels Ki-67,
wie sie derzeit durch die Einteilung in Luminal A und B empfohlen wird, sollte jedoch
kritisch gesehen werden, da eine vermehrte Uber- und Untertherapie nach den
vorliegenden Ergebnissen wahrscheinlich scheint und somit risikobehaftet ist.
Demzufolge ist der EndoPredict Test mit seinem klarem Cut-Off Ki-67 im klinischen
Alltag iiberlegen.

Auch eine positive Korrelation sowohl zwischen dem EP Score und Grading, als auch
zwischen dem EP Score und Progesteronrezeptorstatus bekriftigen den Score als

unabhingigen Biomarker. Beide Parameter sind nicht in der Bestimmung des

~
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EndoPredict Ergebnisses beteiligt. Dies unterstiitzt die Hypothese, dass der EPclin
Score fihig ist als unabhidngiger Prognosefaktor das Riickfallrisiko der Karzinome

richtig einzuschitzen.

5.2.2. Compliance
Ein weiterer Fokus der Arbeit war die Erhebung der Compliance zur
Therapieempfehlung, welche individuell mithilfe des EndoPredict-Testergebnisses im
interdisziplindren Tumorboard entschieden wurde. Nach einem medianen Follow-Up
von 3,5 Jahren ergab sich eine Noncompliance der Patientinnen beziiglich der
empfohlenen endokrinen Therapie von 14%. Diese relativ hohe Zahl deckt sich mit
der Literatur [143]-[146]: Nach Huiart et al. brachen 18,9-31% die Therapie
innerhalb der 5 Jahre ab [147]. Partridge et al. beobachteten retrospektiv basierend
auf Analysen aus Datenbanken, dass jdhrlich die Compliance sank und nach 3 Jahren
nur noch bei 62-79% lag [143]. Murphy et al. erfassten in einer Review aus 29 Studien

sogar einen Abbruch vor Abschluss der 5-jahrigen Therapie in 31-73% der Falle [144].

Empfehlungen fiir eine adjuvante Chemotherapie wurden, bis auf die in Kapitel 4.3.1.
beschriebenen Ausnahmen, analog zum EndoPredict Testergebnis festgelegt. Da der
EndoPredict-Test Hochrisiko-Patientinnen einen Nutzen durch eine empfohlene
Chemotherapie zusagt[103], wurde die Compliance zur Chemotherapie ebenfalls
untersucht: Von 128 Patientinnen, welche eine Chemotherapie-Empfehlung
erhielten, unterzogen sich 36 Patientinnen nicht der empfohlenen Chemotherapie.
Somit liegt die Noncompliance damit bei 28%. Diese erstaunlich hohe Rate
korrespondiert mit Zahlen der multizentrischen BRENDA-II-Studie, welche
prospektiv 857 Brustkrebs-Patientinnen mit Chemotherapie-Empfehlung nach
Tumorboard-Entscheid einschloss und eine Gesamt-Non-Compliance zur
Chemotherapie von 19% in Erfahrung brachte: In der Intermediate Risk Group lag die
Non-Compliance-Rate ebenfalls bei 28%[146], [148]. Die Griinde hierfiir waren in
der Hochrisikogruppe der BRENDA-II-Studie ein hohes Lebensalter mit gleichzeitig
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erniedrigter Lebensqualitdt[148]. In der intermedidren Risikogruppe iiberwog die

Sorge vor potenziellen Nebenwirkungen der Chemotherapie[148].

5.2.3. Outcome

In der vorliegenden Arbeit wurde ein weiterer Fokus auf die Nachbeobachtung von
Patientinnen  gelegt, deren  Therapieempfehlung  mittels = EndoPredict-
Risikostratifikation entschieden wurde.

Das wichtigste Ergebnis dieser Arbeit war ein beobachtetes fiinffach erhdhtes Risiko
fiir Fernmetastasen in der Hochrisikogruppe im Vergleich zur Niedrigrisikogruppe
(HR 5,18, p=0,04). Dieses Resultat ist statistisch signifikant und wird untermauert
durch vorangegangene Daten von retrospektiven Analysen der ABCSG-6- und -8- und
TransATAC-Kohorten: Diese bestitigten den EPclin Score als unabhingigen
Prognosefaktor fiir Fernmetastasen. Auch die Hazard Ratios fiir Fernmetastasen
zwischen beiden Risikogruppen mit jeweils 4,77 und 5,99 ist vergleichbar mit dem

Risikoquotienten der vorliegenden Arbeit (HR 5,18) [139], [146], [149].

Aufgrund der oben beschrieben Non-Compliance-Rate zur Chemotherapie bestand
ein groBes Interesse in der Nachbeobachtung der Hochrisiko-Patientinnen, die eine
Chemotherapie erhielten, im Vergleich zu denen, die diese ablehnten oder nicht
erhielten: Mit einer erstaunlichen Reduktion des Risikos fiir Tod oder Fernmetastasen
um 68% (HR 0.32; 95% CI 0.10-1.05; p=0.06) durch eine durchgefiihrte
Chemotherapie, zeigt das Ergebnis deutlich, dass der EndoPredict-Test Patientinnen,
die von einer Chemotherapie profitieren, identifizieren kann. Dies impliziert eine
hohe Relevanz des EndoPredict-Tests in der Therapieentscheidung der klinischen
Anwendung. Das Ergebnis kann als prospektive Bestdtigung der retrospektiven Studie
von Sestak et al. mit einer Gesamtkohorte von 3746 Patientinnen angesehen werden,
welche ein signifikant geringeres 10-Jahres-Fernmetastasierungsrisiko bei
Hochrisiko-Patientinnen beobachteten, die die chemoendokrine Therapie vollzogen,
im Vergleich zu den Hochrisikopatientinnen, die nur eine endokrine Therapie

erhielten[103], [146]. Sestak et al stellten daher in Aussicht, dass ein hoher EPclin
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Score somit einen Chemotherapie-Nutzen vorhersagen kann[103]; die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit unterstiitzen dies.

Sestak et al. ermittelten ebenfalls, dass zwischen Niedrigrisiko-Patientinnen, die eine
Chemoendokrine Therapie erhielten und denen, die ausschlieBlich eine endokrine
Therapie einnahmen, kein Unterschied im 10-Jahres-Fernmetastasierungsrisiko
bestand. Auch in der vorliegenden Arbeit, in der Patientinnen der Niedrigrisikogruppe
nur eine endokrine Therapie erhielten, zeigte sich eine 3-Jahres-
Fernmetastasierungsfreies-Uberleben von 99,6% (95%K1 98,7-100%,
p=0,044)[103].

Die Ergebnisse legen nahe, dass Patientinnen, die durch den EndoPredict Test als
Niedrigrisikopatientinnen identifiziert werden, vor einer Ubertherapie durch eine
unndtige Chemotherapie bewahrt werden kdnnen und eine statistisch signifikantes
exzellentes Uberleben aufweisen.

Hervorzuheben ist, dass das krankheitsfreie Uberleben der Patientinnen, die bei
EPclin Low Risk nur eine alleinige endokrine Therapie durchfiihrten, vergleichbar ist
mit Patientinnen, die bei EPclin High Risk eine Chemotherapie durchfiihrten
(Abbildung 4.3-10).

Uber die Griinde fiir eine Ablehnung der Chemotherapie ist in der vorliegenden
Arbeit, bis auf die Tatsache, dass diese auf Wunsch der Patientinnen abgelehnt wurde,
nichts genaueres bekannt: So muss erwidhnt werden, dass Patientinnen diese auch
aufgrund von Vorerkrankungen oder eines schlechten Allgemeinzustandes trotz einer
ausgesprochenen Empfehlung abgelehnt haben konnten, was generell zu einem
erhohtes Sterberisiko in dieser Gruppe fithren konnte. Ein erhdhtes
Fernmetastasierungsrisiko wiirde dies allerdings nicht erkldren und demnach keinen
Einfluss auf das fernmetastasenfreie Uberleben haben. Ebenfalls wurden
multimorbiden Patientinnen in der Regel, auch trotz High Risk, keine

Chemotherapie-Empfehlung ausgesprochen.
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Neben dem EndoPredict Test werden in der klinischen Routine weitere
Genexpressionstests eingesetzt. Der hdufigste ist der OncotypeDX®, seltener der
MammaPrint® und der Prosigna® Test (Kapitel 1.3.5.).

In umfangreichen retrospektiven Studien konnte sowohl der EndoPredict® ([72],
[99], [105], [126]), der OncotypeDX® ([88], [97], [150]-[152]), als auch der
Prosigna® Test ([89], [90], [153], [154]) beim friihen Mammakarzinomen zeigen,
dass sie fahig sind, Patientinnen mit einem 10-Jahres-Fernmetastasenrisiko unter
10% zu identifizieren, die nur eine rein endokrine Therapie und keine adjuvante
Chemotherapie erhielten, unabhingig von klinisch-pathologischen
Charakteristika[2]. Prospektive Daten lagen zuletzt nur fiir den Oncotype DX und

den MammaPrint Test vor[93].

Auch wenn die verfiigbaren Tests generell aufgrund ihrer unterschiedlichen
Anwendungsspektren nicht direkt vergleichbar sind, so gibt es doch praktikable
Unterschiede zwischen den Tests: Ein wichtiger Vorteil des EndoPredict-Test
gegeniiber dem Oncotype DX und dem MammaPrint ist, dass er neben dem Prosigna-
Test der einzige Test ist, der an einem standortnahen Labor durchgefiihrt werden
kann und nicht in ein Zentrallabor eingesendet werden muss. Dies vereinfacht die
Anwendung und verkiirzt die Zeit bis zum Ergebnis und der entsprechenden Therapie
wesentlich.

Ein weiterer sehr wichtiger Vorteil ist, dass der EndoPredict-Test im Gegensatz zum
weit verbreiteten Oncotype DX- und dem Prosigna-Test klar zwischen einer Hoch-
und Niedrigrisikogruppe differenziert und keine weitere Unterteilung in eine
intermediidre Risikogruppe vornimmt. Eine intermedidre Gruppe stellt behandelnde
Arzte erneut vor groRe Konflikte beziiglich der Entscheidung fiir oder gegen eine
Chemotherapie; ein Konflikt, weswegen die Genexpressionstest u.a. in erster Linie
entwickelt wurden.

Der EndoPredict-Test kann sowohl an pri- und postmenopausalen, als auch nodal-

positiven und -negativen Patientinnen angewandt werden und kann daher fiir eine

99



andere Patientenkohorte in Betracht gezogen werden, als der Oncotype DX. Der
EndoPredict Test bezieht jedoch im Gegensatz zum Oncotype DX keine Patientinnen

mit positivem Her2- oder negativen Hormonrezeptorstatus ein.

Varga et al. iiberpriiften und fassten 2019 14 Studien mit 34 bis 1005
eingeschlossenen und insgesamt 5514 Patientinnen zusammen, welche
unterschiedliche Genexpressionstest verglichen[155].

Die Studie von Varga et al beschreibt, dass der EndoPredict Test im Vergleich zu
anderen Genexpressionstest mit 48,4% mehr Patientinnen der Hochrisikogruppe
zuordnete. Im Vergleich dazu ordnete der weit verbreitete Oncotype DX nur 11,5%
der Patientinnen der Hochrisikogruppe zu. Somit miissten nach EndoPredict-
Ergebnis tendenziell mehr Patientinnen eine Chemotherapie durchfiihren. Von
Bedeutung wire hier das Outcome der Patientinnen, die nach EndoPredict von einer
Chemotherapie profitieren, jedoch nach Oncotype DX keine Chemotherapie
bendtigen wiirden und diese daher nicht durchfithrten. Da bis zuletzt keine
prospektiven Daten zum EndoPredict vorlagen, konnte bisweilen keine sichere
Aussage dariiber getroffen werden, ob trotz der prozentual hoheren Anzahl an
Hochrisikopatientinnen, diese wirklich eine Chemotherapie bendtigen wiirden oder
ob eine Entscheidung mittels EndoPredict in einer Ubertherapie resultieren wiirde.
Hier kann die vorliegende Arbeit nun erstmals prospektive Daten liefern, in dem sie
demonstriert, dass Patientinnen, die mittels EndoPredict der Hochrisikogruppe
zugeordnet wurden, jedoch eine Chemotherapie nicht durchfiihrten, ein schlechteres
Outcome hatten (HR 0,32; 95%KI 0,10-1,04, P=0,061). Demnach ist nach aktuellem
Kenntnisstand nicht von einer Ubertherapie durch den EndoPredict auszugehen.
Eine Gegeniiberstellung des EndoPredict Test und der weiteren verfiigbaren Tests auf

Grundlage der derzeit verfiigbaren Studien ist im Kapitel 7.4. des Appendix zu finden.

100



Es muss beriicksichtigt werden, dass der Follow-Up-Zeitraum der vorliegenden Arbeit
mit 3,47 Jahren kurz ist und Langzeitdaten notig sind, um die Ergebnisse zu
bestitigen. Besonders bei Her2-negativen, OR-positiven Karzinomen, welche sich
allgemein durch eine gute Prognose auszeichnen, treten gehiduft Fernmetastasen und
Rezidive auch iiber 5 Jahren nach Diagnosestellung auf [70]-[72], weshalb eine
erneute Datenerhebung nach iiber 5 Jahren zwingend erforderlich ist.

Dennoch bekriftigen weitere retrospektive Studien auch im Langzeitverlauf den oben
beschriebenen Trend: Filipits et al. veroffentlichten 2019 die reevaluierte verlingerte
Nachbeobachtung der ABCSG-6 und -8-Kohorte wund konnten in der
Niedrigrisikogruppe auch nach 10 Jahren ein Fernmetastasen-freies-Uberleben von
95,5% (95%KI 94,1%-97,0%) nachweisen[149]. Das 10-Jahres-Fernmetastasen-
freie-Uberleben in der Hochrisikogruppe lag demgegeniiber bei 80.3% (76,9%-
83,9%, HR 4,77 (3,37-6,67), P < 0.0001)[149]. Schitzungen auf Basis einzelner 15-
Jahres-Follow-Up-Daten  zufolge wird dieses nach 15 Jahren in der
Niedrigrisikogruppe bei 93,4% und in der Hochrisikogruppe ohne Chemotherapie bei
78,9% liegen[146], [149].

Eine Studie von Buus et al. verglich den weit verbreiteten Oncotype DX direkt mit
dem EPclin-Test[139]. In den Jahren 0-5 nach Diagnosestellung zeigten beide Tests
in etwa eine Ubereinstimmung; in den Jahren 5-10 und dariiber wies der EndoPredict-
Test gegeniiber dem Oncotype DX eine gro3ere prognostische Aussagekraft auf[30]:
So lag das 10-Jahres-Riickfallrisiko bei der EPclin Niedrig- vs. Hochrisikogruppe bei
5,8% vs. 28,8%, im Kontrast zu 10,1% vs. 23,5% der Oncotype DX RS Niedrig- vs.
Intermediate- und Hochrisikogruppe.

Buus et al. empfehlen daher bei Diskordanz der beiden Tests dem EndoPredict in der
Therapieentscheidung mehr Bedeutung beizumessen[139].

Die Moglichkeit durch den EndoPredict eine prognostische Aussagekraft beziiglich
spiater Rekurrenz treffen zu konnen, wire ein entscheidender Fortschritt in der

Behandlung des frithen Mammakarzinom.
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Im Verlauf des Follow-Ups wurden nur 22 Tumorevents verzeichnet, was ein
allgemein gutes Outcome und adiquate Therapieempfehlungen suggeriert. Jedoch
lieB dies bei der gewidhlten Kohortengrolle einige Outcome-Analysen unter das
Signifikanzniveau von p>0,05 fallen. Diese Ergebnisse sollten durch einen spiteren

Follow-Up-Zeitpunkt affirmiert werden.

Ein weitere Schwiche dieser prospektiven Kohortenstudie ist neben dem kurzen
Follow-Up-Zeitraum die fehlende Randomisierung und monozentrische
Durchfiihrung. Eine Randomisierung wurde nicht als ethisch vertretbar gewertet, da
dies bedeutet hitte, Patientinnen in der Hochrisikogruppe gegebenenfalls eine
Chemotherapie zu verwehren, die von dieser nach vorliegendem Testergebnis hitten
profitieren konnen. Da das Klinikum rechts der Isar eines der ersten Kliniken war, die
ihre Therapieentscheidung anhand des EndoPredict-Tests fillten, war zu Beginn eine
multizentrische Studie nicht realisierbar. Weitere prospektive multizentrische

Studien werden nétig sein, um die Ergebnisse der vorgestellten Arbeit zu bekréftigen.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die vorliegenden ersten prospektiven
Nachbeobachtungsergebnisse zeigen, dass der EndoPredict Test fihig ist, durch eine
addquate  Risikostratifizierung eine  prognostische  Aussage {iiber das
Fernmetastasierungsrisiko von Patientinnen mit Ostrogenrezeptorpositiven, Her2-
negativen Mammakarzinom zu treffen. Die eingangs gestellte Frage konnte somit
beantwortet werden: Er ist hinsichtlich der klinischen Anwendung nach den
vorliegenden Ergebnissen den klassischen klinisch-pathologischen Parametern, wie
Alter und Grading, iiberlegen. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
Hochrisikopatientinnen von einer adjuvanten Chemotherapie profitieren. Die
vorliegende Studie kann die retrospektive Evidenz und somit den EndoPredict im
klinischen Alltag als wvaliden klinisch-pathologischen Marker in der

Therapieentscheidung bestitigen.
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Um die Ergebnisse der vorgestellten Arbeit zu bekriftigen und prognostische
Aussagekraft des EndoPredict beziiglich spiter Rekurrenz treffen zu konnen, werden
eine erneute Datenerhebung nach iiber 5 Jahren, sowie weitere prospektive

multizentrische Studien erforderlich sein.
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6.  Zusammenfassung

Durch stetige Fortschritte in der Therapie und Fritherkennung konnte die aktuelle
Zehnjahres-Uberlebensrate von Patientinnen mit Brustkrebs auf iiber 82% gesteigert
werden. Im Mittelpunkt der Therapie steht die individuelle Risikoeinschidtzung einer
jeden Patientin beziiglich ihres Risikos Metastasen und Rezidive zu entwickeln.

In der klinischen Routine werden hierfiir zunehmend hiufiger Multigentests
eingesetzt, welche bei der Selektion der Patientinnen helfen, die aufgrund eines
erhohten Risikos von einer Chemotherapie profitieren kdnnten.

Die vorliegende Arbeit prisentiert die ersten prospektiven Outcome-Daten von
Patientinnen, deren Therapieentscheidung mithilfe des klinisch-molekularen

EndoPredict-Multigentests getroffen wurde.

Patientinnen mit OR-positivem, Her2-negativem Mammakarzinom wurden
monozentrisch am Brustzentrum des Klinikums rechts der Isar in die Studie
eingeschlossen. Am entnommenen Tumormaterial wurde bei Diagnosestellung der
EndoPredict Test durchgefiihrt, sowie klassische klinisch-pathologische Faktoren
erhoben. In einer interdisziplindren Tumorkonferenz wurde mithilfe des EndoPredict-
Ergebnisses eine Empfehlung fiir oder gegen eine Chemotherapie ausgesprochen.
Retrospektiv wurde am vorliegenden Tumorgewebe der Patientinnen der
Wachstumsfaktor Ki-67 bestimmt. Es erfolgte eine Nachbeobachtung hinsichtlich
Compliance, Lokalrezidiven, Fernmetastasen und des Gesamtiiberlebens. Eine
statistische Auswertung erfolgte mittels Kaplan-Meier-Uberlebenskurven, Pearsons-
Produkt-Moment-Korrelation und Nachbeobachtungsdaten mittels Cox Hazard

Ratio.

Durch den EPclin Score wurden von 373 Patientinnen 238 (63,8%) der Niedrigrisiko-
und 135 Patientinnen (36,2%) der Hochrisikogruppe zugeordnet. Bei 307 retrospektiv
bestimmten Tumorproben lag der Ki-67-Median bei 17%. Der EP und EPclin Score

zeigten eine signifikante Assoziation zu Ki-67 und Grading (p<0,001).



Nach 41,6 Monaten Nachbeobachtung zeigte sich das 3-Jahres-krankheitsfreie
Uberleben und Fernmetastasen-freie Uberleben in der EPclin Niedrigrisikogruppe bei
96,9% (95% KI 94.2-99.1%) und 99.6% (95% KI 98.7-100%) versus 94.9% (95% KI
90.9-99.0%) und 97.6% (95% KI 95.0-100%) in der Hochrisikogruppe. Patientinnen
der Hochrisikogruppe hatten ein signifikant fiinffach hdheres Risiko fiir
Fernmetastasen als Patientinnen der Niedrigrisikogruppe (HR 5.18; 95% KI 1.04-
25.74; p=0.0443). 71,9% der Patientinnen waren compliant zur empfohlenen
Chemotherapie. Hochrisikopatientinnen, die die empfohlene Chemotherapie
durchfiihrten, hatten ein 3-Jahres-krankheitsfreies Uberleben von 96,3% und damit
ein geringeres Risiko, als die Hochrisikopatientinnen, die die Chemotherapie nicht
durchfiihrten (3-year-DFS: 91.5% 95% KI 82.7-100%; HR 0.32; 95% KI 0.10-1.05;
p=0.061).

Die vorgestellten ersten prospektivem Outcome Daten des EndoPredict Test
bestitigten den EndoPredict-Test im klinischen Alltag als validierten klinisch-
molekularen Marker. Er ist fihig, durch eine adiquate Risikostratifizierung eine
prognostische Aussage iiber das Fernmetastasierungsrisiko von Patientinnen mit OR-
positiven, Her2-negativen Mammakarzinom zu treffen. Es konnte gezeigt werden,

dass Hochrisikopatientinnen von einer adjuvanten Chemotherapie profitieren.
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7. Appendix

7.1. Einleitung

7.1.1.  Risikofaktoren
Epidemiologische Studien zeigen, dass die Entstehung eines Mammakarzinoms ein
multifaktorielles Geschehen ist. Wichtigster Risikofaktor ist das weibliche
Geschlecht; so liegt die Geschlechterverteilung von Mammakarzinom bei 1:100[156].
Mit zunehmendem Alter steigt das Risiko an Brustkrebs zu erkranken[157]:[158].
Exogene und endogene endokrinologische Faktoren spielen hierbei ebenfalls eine
wesentliche Rolle. Physiologisch wird das natiirliche Brustwachstum von den
Ostrogenen, endogen produziert in den Ovarien, stimuliert: The Endogenous
Hormones and Breast Cancer Collaborative Group zeigte in einer Studie 2002 eine
Risikoverminderung fiir Brustkrebs durch Ovarektomie[159]. Auch die exogene
Zufuhr im Rahmen von u.a. Hormonersatztherapien scheint eine Rolle in der
Promotion des malignem Wachstums zu spielen[160]. Durch eine verlidngerte
endogene hormonale Stimulation auf den Korper wird analog dessen als ein
Risikofaktor eine frithere Menarche und spite Menopause angenommen[157]-[161].
Nulliparitdt und eine Geburt nach dem >35.Lebensjahr steigern signifikant das
Brustkrebsrisiko[157].
Ein Viertel der Patientinnen weisen eine positive Familienanamnese beziiglich
Brustkrebserkrankungen auf: Eine Erkrankung eines weiblichen Verwandten
1.Grades fiihrt zu einem 1,75-fachen Risikoanstieg[162].
Bei 5-10% der Frauen mit Brustkrebs liegt die Ursache in einer autosomal-dominant
vererbbaren  Prddisposition, wovon circa 60% eine Mutation der
Tumorsuppressorgene BRCA1 und BRCA2 und ca. 40% 15 seltene Genmutationen
(PALB2, RAD51C, RAD51D, CHEK2 und weitere) aufweisen[163].
Patientinnen, die eine Mutation der Tumorsuppressorgene BRCA1 und BRCA2

aufweisen, haben, neben einem erhohtem Ovarialkarzinomrisiko, ein Risiko von 72%
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bzw. 69% bis zum 80.Lebensjahr an Brustkrebs zu erkranken, einhergehend mit
einem durchschnittlich fritheren Erkrankungsbeginn verglichen mit Patientinnen
ohne genetische Disposition[164].

PALB2-Genmutationen gehen einher mit einem moderaten bis hohen
Lebenszeitrisiko fiir Brustkrebs von 35-65% bei einem zusitzlich erhéhtem Risiko fiir
Pankreaskarzinome, wihrend RAD51- und -D-Mutationen bei einem moderat
erhdhtem Tumorrisiko fiir Brustkrebs ebenfalls Ovarialkarzinome bedingen
konnen[163]. CHEK2-Mutationen haben ein Brustkrebslebenszeitrisiko von circa
25%[163].

Neben den obengenannten Ursachen sollten auch mangelnde Bewegung,
Ubergewicht und hoher Alkoholkonsum durch eine erhdhte Ostradiolkonzentration

in den Fettzellen als Risikofaktor nicht auller Acht gelassen werden[165][166] .

7.1.2. TNM-Stadien, 8. Auflage

Tabelle 7.1-1 (dreiteilig) TMN-Klassifikationen beim Mammakarzinom (8.Auflage);
Quelle: Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft; Deutsche Krebshilfe;
AWMEF). 2019. “S3-Leitlinie Fritherkennung, Diagnose, Therapie und Nachsorge des
Mammakarzinoms, Langversion 4.2.”

Tumorgrée Erlduterung
T1 Tumor maximal 2cm in Durchmesser
TImi Mikroinvasion 0,1 cm oder weniger im grofSten Durchmesser
Tla >0,1 cm bis maximal 0,5 cm im groften Durchmesser
Tib >0,5 cm bis maximal 1 cm im groRten Durchmesser
Tlc >1 cm bis maximal 2 cm im groRten Durchmesser
T2 Tumor >2 cm bis maximal 5 cm im grolRten Durchmesser
T3 Tumor > 5 cm im grolRten Durchmesser
T4 Tumor jeder GrolRe mit direkter Ausdehnung auf Thoraxwand/Haut
T4a Ausdehnung auf Brustwand (Rippen/Interkostalmuskulatur/M. serratus ant.)

ausgenommen die Pektoralismuskulatur
T4b Odem (auch ,,peau d’'orange®)/Ulzeration der Brusthaut/ Satellitenknétchen
der Haut der gleichen Brust

T4c Kriterien von T4a + T4b erfullt
T4d Inflammatorisches Mammakarzinom
Tx Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt fur Primartumor

1()7




7. Appendix / 7.1. Einleitung
7 AP 7 3

Tis

Carcinoma in situ

Nodalstatus

Erlduterung

NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen
N1 Metastase(n) in beweglichen ipsilateralen axillaren Lymphknoten (Level |
und II)
pN1mi Mikrometastase(n) (> 0,2 mm und/oder mehr als 200 Tumorzellen, aber
nicht groRer als 0,2 cm)
pNT1a 1-3 axilldre Lymphknotenmetastase(n), mindestens eine > 2 mm
pN1b Lymphknoten entlang der A. mammaria interna mit mikroskopischer(en)
Metastase(n)
pNT1c Metastasen in 1-3 axillaren Lymphknoten und Lymphknoten entlang der A.
mammaria interna
N2 Metastasen wie unten beschrieben:
pN2a Metastasen in 4-9 ipsilateralen axillaren Lymphknoten der Level | und I,
untereinander oder an anderen Strukturen fixiert, darunter mindestens eine
>2mm
pN2b Metastasen in klinisch erkennbaren Lymphknoten entlang der A. mammaria
interna ohne axillare Lymphknotenmetastasen
N3 Metastasen wie unten beschrieben:
pN3a Metastase(n) in 210 ipsilateralen axillairen Lymphknoten (wenigstens eine >
2 mm) oder in ipsilateralen infraklaviculdren Lymphknoten
pN3b Metastase(n) in klinisch erkennbaren Lymphknoten entlang der A.
mammaria interna mit mindestens einer axillaren Lymphknotenmetastase
oder Lymphknotenmetastasen in mehr als 3 axillaren Lymphknoten und in
Lymphknoten entlang der A. mammaria interna, nachgewiesen durch
Untersuchung des/der Sentinellymphknoten(s), aber nicht klinisch
erkennbar
pN3c Metastase(n) in ipsilateralen supraklavikuldaren Lymphknoten
% Regiondre Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden (z. B. vor klinischer
Klassifikation bioptisch entfernt)
Metastasen Erlduterung
MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen
MX Fernmetastasen nicht beurteilbar
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7.1.3. UICC- Stadien

Tabelle 7.1-2 UICC-Stadieneinteilung des Mammakarzinoms

Quelle: Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft; Deutsche Krebshilfe;
AWMEF). 2019. “S3-Leitlinie Friiherkennung, Diagnose, Therapie Und Nachsorge Des
Mammakarzinoms, Langversion 4.2.”

Stadium O Tis NO MO
Stadium |1 A
T1* NO MO
Stadium I B _
TO,T1* NTmi MO
. TO, T1* N1
Stadium Il A MO
T2 NO
. T2 N1
Stadium Il B MO
T3 NO
. TO, T1*, T2 N2
Stadium Il A MO
T3 N1,N2
Stadium Il B T4 NO,N1,N2 MO
Stadium 11l C Alle T N3 MO
Stadium IV Alle T Alle N M1
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7.1.4.  Beispiel eines Ergebnisberichts des EndoPredict-Tests mit

Erlduterungen

NEW ENDOPREDICT RESULT REPORT
QUICK GUIDE

A EndoPredict

Breast Cancer Recurrence Test

One Test - Three Clinical Answers

EndoPredict is the only test that answers three critical clinical questions:

1. Risk up to 15 years'? - Can chemotherapy be avoided?
2. Chemotherapy benefit? - What is the absolute benefit from chemotherapy?
3. Risk between 5 and 15 years® - Can endocrine therapy be stopped after 5 years?

EndoPredict is a second-generation gene expression assay that combines a molecular score with clinical
features (tumor size and nodal status). The five-page report provides the risk of developing distant
recurrence (0-10 and 5-15 years) and the absolute chemotherapy benefit at 10 years for a woman with
ER+, HER2- breast cancer. Results are summarized by treatment planning stage on the front page.
Detailed information is available on the pages that follow.

The EndoPredict Result Report uses the colors of the arrows of the product logo to provide a clear and
immediate indication of the patient's risk: blue EPclin Risk Score and EPclin Risk Class indicate high
risk, while green indicates low risk.

Elements of the EndoPredict Result Report
\ Front Page

EPclin Risk Score: Patient’s predictor of distant recurrence and chemobenefit
- Calculated using an algorithm including three independent variables:
1. 12-Gene Molecular Score

-~

2. Tumor size (pT) 5:::';555:92&”,_. (<3 A |EndoPredict
3. Nodal status (pN). Sample Narme SampleBb
- Reported on a scale of 1 to 6. The value of 3.32867 is associated o
Report Created 2019-01-09 01:48 PM (CET)
with 10% risk of breast cancer recurrence within 10 years.
12-GENE MOLECLLAR SCOFE: 49 RESULT
oty
\ TUMOR SIZE: pTiab(<lam)
EPclin Risk Class: Patient’s risk categor’
gory NODAL STATUS: Pod ot i o
« Low if EPclin Risk Score < 3.32867
. High if EPclin Risk Score > 3.32867 m]m geﬂmummlslI}G:MMOI::ILT;OI(Bmlgned,l‘hhxnlecomhlnedvﬂhmlmluslxlm
. s ndstols.
‘|2.Gene Molecular Score (previou5|y ca"ed EP Score) mr?;;:z:;n;d;::&i?dln%kdlnmw(heﬂskddlsﬂnlluuwmﬂMthsmrsvhd]uvin(
- A measurement of expression levels of the genes included in
the EndoPredict test (range 0-15). e et wen ek e sy i 7%
\ Summary of result interpretations for the individual patient S 2%
organized by treatment planning stage oo ' 6%
« 10-year likelihood of distant recurrence
« Absolute chemotherapy benefit at 10 years
. - Likelihood of late distant recurrence within years 5-15 RUTCRZEDSINATURE
\_ ;-’myrlad e = I )

Abbildung 7.1-1 Beispiel eines Ergebnisberichts des EndoPredict Tests mit Erlduterungen Teil 1

Quelle: Myriad Genetics GmbH ,,TEST REPORT SAMPLE”; https://EndoPredict.eu/Low-test-
report-sample/ (aufgerufen am 08.04.2020) (13)
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NEW ENDOPREDICT RESULT REPORT

QUICK GUIDE

7. Appendix / 7.1. Einleitun

Breast Cancer Recurrence Test

Page 2 Page 3
LIKELIHOOD OF DISTANT Resutpeport o A rre ABSOLUTE CHEMOTHERAPY ResultReport o 2 o]
RECURRENCE WITHIN YEARS 0-10 | £=.  Zleme BENEFIT AT 10 YEARS = T
EPclin Risk Score’s continuous — e EPclin Risk Score’s continuous | = _.__:'_:.;
risk curve risk curves to determine the s —
. Graphicallyillustrates the o s chemotherapy benefit s S

patient’s individualized risk gg.“. — - Graphically illustrates the

of distant recurrence within i T patient’s individualized

B
years 0-10 based on the = chemotherapy benefit
ABCSG 6&8 validation studies. | mmesss=== = based on the ABCSG 6&8,
o i TransATAC, GEICAM/2003-02

10-year likelihood .Of c‘ilsttant and GEICAM/9906 studies.
recurrence for the individual myri

patient

- Patient’s individual risk of distant recurrence when treated
with 5 years of endocrine therapy alone.

Since launch, EndoPredict has provided an accurate answer
to an important clinical question: What is the risk of distant
recurrence in the first ten years after diagnosis with
endocrine therapy only? With this information, your patients
with a low risk of recurrence could be identified and could

Absolute chemotherapy benefit
for the individual patient

- Patient’s individual absolute chemotherapy benefit.

With the new report EndoPredict answers a second question:
What is the personalized absolute chemotherapy benefit?
This leads to a confident chemotherapy treatment decision
for your patient.

safely avoid chemotherapy. Page 5

P 4 Page 5 of the Result Report provides additional details on
age the EndoPredict assay design, intended use, and its clinical

LIKELIHOOD OF LATE DISTANT (" resutpepor applications.

ey

RECURRENCE WITHIN YEARS 5-15 | ===

[re— 7 RESALT

PR smavrny

EPclin Risk Score’s continuous
risk curve

'LKELHOOD OF LATE DISTANT RECURRENCE WITHIN YEARS 515
ot i e 40 1 8 e Sy ke

« Graphicallyillustrates the
patient’s individualized risk
of distant recurrence within
years 5-15 based on the
ABCSG 6&8 validation studies.

%

10-year likelihood of late
distant recurrence for the
individual patient

- Patient’s individual late distant recurrence risk. Provides
estimates of distant recurrence at 15 years for patients
who are distant recurrence-free after 5 years of endocrine
therapy alone and who do not receive extended endocrine
therapy.

The third answered question is: What is your patient’s risk of
laterecurrence (5-15years)?Thisinformation guides treatment

Important Note

An EndoPredict Result Reportisonly generated if both patient’s
tumor size and nodal status are available. If an EndoPredict test is
performed on a biopsy specimen, and therefore patient’s tumor
pathological information is not yet available, the EndoPredict
Result Report is not provided. However, the 12-Gene Molecular
Score and a table showing the EPclin Risk Score and the EPclin
Risk Class for all possible combinations of Tumor Size and Nodal
Status will be available in the EndoPredict Summary Report.

References:

. Filipits M. et al.: A New Molecular Predictor of Distant Recurrence in ER-
Positive, HER2-Negative Breast Cancer Adds Independent Information to
Conventional Clinical Risk Factors. Clin Cancer Res. 2011; 17(18):6012-6020

Sestak I. et al.: Prediction of chemotherapy benefit by EndoPredict in
patients with breast cancer who received adjuvant endocrine therapy plus
chemotherapy or endocrine therapy alone. Breast Cancer Res Treat. 2019;
176:377-386

. Filipits M. et al.: Prediction of Distant Recurrence using EndoPredict among
Women with ER+, HER2- Node- Positive and Node-Negative Breast Cancer
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o decisions to extend endocrine therapy beyond 5 years. Treated with Endocrine Therapy Only. Clin Cancer Res. 2019;25:3865-3872
g
ﬁ For additional information regarding the EndoPredict Result and Summary Reports, please refer to the EndoPredict Quick Guides and the EndoPredict
'f. Instruction Manuals, available from Myriad International. Please contact: epsupport@myriadgenetics.eu.
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Abbildung 7.1-2 Beispiel eines Ergebnisberichts des EndoPredict Tests mit Erlduterungen Teil
2

Quelle: Myriad Genetics GmbH ,,TEST REPORT SAMPLE”; https://EndoPredict.eu/Low-test-
report-sample/ (aufgerufen am 08.04.2020) (13)
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7.2. Material und Methoden

7.2.1. Férbeprotokoll des Ki-67-MIB1-Klon

Tabelle 7.2-1Vollstdndiges detailliertes Fiarbeprotokoll des Ki-67-MIB1-Klon durch die

VENTANA-Maschine (Auszug aus Quelle: [109]-[115])

Ki-67-Farbung des MIB1-Klons in der VENTANA BenchMark XT

1) Entparaffinierung

a)
b)
0)
d)
e)
f)

g
h)
i)

)

EZPrep® Auswéhlen

Getimete Schritte starten

Mischer Aus

Aufheizen des Objekttragers bis 75 °C, und fir 4 Minuten inkubieren
EZPrep® Volume ausgleichen

Objekttrager waschen

EZPrep® Volume ausgleichen

Objekttrager waschen

EZPrep® Volume ausgleichen

Cover Slip¢ auftragen

2)

Hitzevorbehandlung

a)
b)
0)
d)

e)

Aufheizen des Objekttragers bis 76 °C, und fur 4 Minuten inkubieren
Objekttrager waschen

Deparaffinierung Volume ausgleichen

Cover Slip¢ auftragen

Objekttrager-Heizung ausschalten
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3) Cell Conditioner ¢
a) Mischer An
b) Kurz-8 Minuten Conditioning
c) Objekttrager waschen
d) Cell Conditioner? Nr. 1 lang auftragen
e) Abgabe von Cell Conditionerd und Cover Slip lang
f) SSC Washf auswéhlen
g) Aufheizen des Objekttragers bis 95 °C und fir 8 Minuten inkubieren
h) Mild - 30 Minuten Conditioning
i) Cell Conditioner? Nr. 1 auftragen
j)  Cell Conditioner? und Coverslipc auftragen (ohne Barcode BLowoff)
k) Aufheizen des Objekttragers bis 100 °C. und fiir 4 Minuten inkubieren
[) Cell Conditionerd und Cover Slipc auftragen (ohne Barcode BLowoff)
m) Cell Conditionerd Nr.1 auftragen
n) Cell Conditionerd und Cover Slipc auftragen (ohne Barcode BLowoff)
0) Cell Conditionerd Nr. 1 auftragen
p) Cell Conditionerd und Cover Slipc auftragen (ohne Barcode BLowoff)
q) Cell Conditionerd Nr. 1 auftragen
r) Cell Conditionerd und Cover Slipc auftragen (ohne Barcode BLowoff)
s) Cell Conditioner? Nr.1 auftragen
t) Cell Conditionerd und Cover Slipc auftragen (ohne Barcode BLowoff)
u) Cell Conditioner? Nr. 1 auftragen
v) Cell Conditionerd und Cover Slipc auftragen (ohne Barcode BLowoff)
w) Objekttrdger-Heizung ausschalten

x) Inkubieren fur 8 Minuten

4) Titration
a) Spulen mit Reaktionspuffere
b) Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

c) Cover Slipc auftragen

n3
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d)

e)

g)

h)

)

k)

)

m)
n)
0)
p)
Q)

r

Spulen mit Reaktionspuffer®

Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

Cover Slip¢ auftragen

Synchronisieren der Prozeduren

Aufheizen des Objekttrégers bis 37°C und fiir 4 Minuten inkubieren
Spulen mit Reaktionspuffer®

Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

1 Tropfen® UV Peroxidase Inhibitor® auftragen, Cover Slip¢ auftragen und fur 4 Minuten
inkubieren

Spulen mit Reaktionspuffer®

Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

Cover Slip¢ auftragen

Aufheizen des Objekttrdgers bis 37 °C und fiir 4 Minuten inkubieren
Spulen mit Reaktionspuffer®

Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

Cover Slip¢ auftragen

5)

Antikérperauftrag

a)
b)
0)
d)
e)
f)
g)

h)

)

k)

Handauftrag des Primar-Antikorpers und fur 32 Minuten inkubieren
Spulen mit Reaktionspuffer®

Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

Cover Slip¢ auftragen

Aufheizen des Objekttrdgers bis 37°C und fiir 4 Minuten inkubieren
Spulen mit Reaktionspuffer®

Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

1 Tropfen® UV HRP Universal Multimer® auftragen, Cover Slip¢ auftragen, und fur 8 Minuten
inkubieren

Spulen mit Reaktionspuffer®

Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

Cover Slip¢ auftragen




7. Appendix / 7.2. Material und Methoden

m)

n)

0)
p)

Q)

Spulen mit Reaktionspuffer®

Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

1 Tropfen® auf UV DABE und einen Tropfen UV DAB H,0,8 auftragen, Liquid Cover Slip®
auftragen und fur 8 Minuten inkubieren

Spulen mit Reaktionspuffer®

Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

1 Tropfen® UV COPPER® auftragen, Cover Slip® auftragen, und fiir 4 Minuten inkubieren

6) Gegenfirbung

a)
b)

o)

d)
e)

f)

Spulen mit Reaktionspuffer®

Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

1 Tropfen® von COUNTERSTAIN 2 Gegenfarbung auftragen, Liquid Cover Slip® auftragen und
fur 8 Minuten inkubieren

Spulen mit Reaktionspuffer®

Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

Cover Slip¢ auftragen

7) Nach-Gegenfarbung

a)
b)

o)

d)

e)

g)

h)

)

Spulen mit Reaktionspuffere

Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens

1 Tropfen® von BLUING REAGENT" Nach-Gegenfarbung auftragen, Liquid Cover Slip®
auftragen und fur 4 Minuten inkubieren

Spulen mit Reaktionspuffere

Cover Slip¢ auftragen

Objekttrager-Heizung ausschalten

Optionalen Waschvorgang auswadhlen

SSC Washf auswéhlen

Getimete Schritte starten

Spulen mit Reaktionspuffer®

Erlduterungen

0]




7. Appendix / 7.2. Material und Methoden

21 Tropfen entspricht einer Reagenzienabgabe

bEZ Prep Concentrate solution (Katalognummer 950-102, Bestellnummer 05279771001, Roche
Tissue Diagnostics, Ventana Medical Systems, Inc.) zum Entfernen des Paraffins vom Gewebe [110]
¢Cover Slip (Roche Tissue Diagnostics, Ventana Medical Systems, Inc.) = vorverdiinnte Deckglaslosung,
die als Barriere zwischen den wadssrigen Reagenzien und der Luft dient. Dies verhindert die
Verdunstung und liefert dadurch eine stabile wassrige Umgebung flir die Immunhistochemie[111]
dCell Conditioner (Katalognummer 950-124, Bestellnummer 05279801001, Roche Tissue
Diagnostics, Ventana Medical Systems, Inc.) = vorverdiinnte Losung als Vorbehandlungsschritt bei
der Verarbeitung von Gewebeproben flir immunhistochemische Reaktionen [112]

¢ Reaktionspuffer (Katalognummer 950-300, Bestellnummer 05353955001, Roche Tissue
Diagnostics, Ventana Medical Systems, Inc.) = Pufferlésung auf Tris-Basis (pH 7,6 £ 0,2) zur Spulung
der Objekttrager zwischen Farbungsschritten zur Gewahrleistung einer stabilen wassrigen
Umgebung fiir die Immunhistochemie[113]

fSSC = Sodium Chloride Sodium Citrate Buffer ( Katalognummer 950-110, Bestellnummer
05353947001, Roche Tissue Diagnostics, Ventana Medical Systems, Inc.) = Natriumchlorid-
Natriumcitrat-Pufferldsung zur Stringenzwaschung und Spiilen der Objekttrdger zwischen den
Farbungsschritten zur Gewdhrleistung einer stabilen wassrige Umgebung fir die
Immunhistochemie[114]

& Ventana ultraView Universal DAB Detection Kit (Katalognummer 760-500, Bestellnummer
05269806001, Roche Tissue Diagnostics, Ventana Medical Systems, Inc.)-Komponenten[115]:

6. ultraView Universal DAB Inhibitor (enthalt 3 % Wasserstoffperoxidlésung)

7. ultraView Universal HRP Multimer (enthalt HRP-markierten Antikérpern (Ziege-Anti-Maus-
IgG, Ziege- Anti-Maus-IgM und Ziege-Anti-Kaninchen) (< 50 pg/mL) in einem
proteinhaltigen Puffer mit dem Konservierungsmittel ProClin 300)

8. ultraView Universal DAB Chromogen (enthalt 0,2 % 3,3’- Diaminobenzidin-
Tetrahydrochlorid, firmeneigenen Stabilisatorldsung mit firmeneigenen
Konservierungsmittel)

9. ultraView Universal DAB H,0, (enthélt 0,04% Wasserstoffperoxid in Phosphatpufferldésung),

10. ultraView Universal Copper (enthalt Kupfersulfat (5g/L) in Acetatpuffer mit firmeneigenem
Konservierungsmittel)

h Bluing Reagent (Katalognummer 760-2037, Bestellnummer 05266769001, Roche Tissue
Diagnostics, Ventana Medical Systems, Inc.)= wassrige Losung von gepuffertem
Lithiumcarbonat[116]

7.2.2. uPA/PAI-1
Zu Beginn der Studie wurden bei 181 Patientinnen routinemifig die Proteasen uPA
und PAI-1 bestimmt. Nachdem keine allgemeine S3-Empfehlung zur Analyse von
uPA/PAI-1 herausgegeben wurde (Kapitel 1.2.1. ), wurden die Proteasen nur in
Einzelfillen bei Diskrepanz zwischen den klinisch-pathologische Prognosefaktoren

und EndoPredict erhoben.

16
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7.2.3. Follow-Up

Antwortfax an das Interdisziplindre
Brustzentrum des Klinikums rechts der Isar: m m
+49 89 XXXXXXX oder +49 89 XXXXXXX Klinikum rechts der Isar Technische Universitat Minchen

Patientenaufkleber oder Name, Vomame, Geburtsdatum

EOLL OW UP - Interdiszinlinires B MR

Erhebung durch: [ Arzt [J Praxisangestellte [ Patient Datum Erhebung:

Frage 1: Gab es im Zusammenhang mit dem Brustkrebs nochmal ein Ereignis?
o nein
oja , wenn ja“

o an der gleichen Brust. Wann?

o auf der Gegenseite. Wann?

o0 wo anders im Korper.

Wo?

Wann?

Details zur Therapie

Erage 2: Haben Sie eine Chemotherapie erhalten?

oOja, von bis

o nein; wenn nein:

o weil nicht empfohlen

o weil:

Frage 3: Haben Sie eine Strahlentherapie erhalten?

oja, von bis

o nein; wenn nein:

Abbildung 7.2-1 Follow-Up-Fragebogen Teil 1

1y
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/
Klinikum rechts der Isar Technische Universitat Minchen

o weil nicht empfohlen

o weil:

Erage 4: Nehmen Sie aktuell noch Tabletten ein oder haben Tabletten gegen die Krankheit
eingenommen?

oja, wenn ja, welche Tabletten?

o Tamoxifen o Arimidex o Anastrozol o andere:

seit wann/bis wann?

o nein; wenn nein:

seit wann nicht mehr?

Warum nicht mehr?
o Nebenwirkungen/ Eigener Wunsch
o Arztempfehlung
o nach 5 Jahren fertig

o anderer Grund:

Vielen Dank !

Abbildung 7.2-2 Follow-Up Fragebogen Seite 2
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7.3. Ergebnisse

7.3.1. Klinisch-pathologische Charakteristika der Gesamtkohorte nach EP

Score

Tabelle 7.3-1 Klinisch-pathologische Charakteristika der Gesamtkohorte nach EP High und Low
Risk

Klinisch-pathologische Charakteristika der Gesamtkohorte nach EP High und Low Risk

Charakteristika EP Low Risk EP High Risk Gesamtkohorte
(N=172) (N =201) (N =373)

Tumorgrole - Anzahl (%*)

T 120 (69,8) 111 (55,2) 230 (61,7)
pTla 11 (6,4) 9 (4,5) 20 (5,4)
pTib 44 (25,6) 20 (10,0) 64 (17,1)
pTic 65 (37,8) 77 (38,3) 142 (38,1)
cT1 0(0) 5(2,4) 41,1
T2 46 (26,7) 85 (42,3) 131(35,1)
pT2 46 (26,7) 79 (39,3) 125 (33,5)
cT2 0(0) 6(3,0) 6 (1,6)
T3 6 (3,5 6(3,0) 123,2)
pT3 6 (3,5 6(3,0) 123,2)
Grading - Anzahl (%*)
Gl 54 (31,4) 16 (8,0) 70 (18,8)
G2 107 (62,2) 133 (66,2) 240 (64,3)
G3 11(6,4) 52 (25,8) 63 (16,9)
Ostrogenrezeptorstatus in % 166 (30-100) 196 (15-100) 373 (15-100)
positiv - Anzahl
(Bereich)
Progesteronrezeptor
- Anzahl (%*)
220% 149 (86,6) 152 (75,6) 301(80,7)
<20% 23(13,4) 49 (24,4) 72 (19,3)

Histologische Subtypen
- Anzahl (%*)

Duktal 112 (65,1) 152 (75,6) 264 (70,7)

Lobular 37 (21,5) 33 (16,4) 70 (18,8)

andere: 23 (13,4) 16 (8,0) 39(10,4)
duktulo-lobular 11(6,4) 8 (4,0) 19 (5,1)
tubular 11(6,4) 0 (0) 1(2,9)
muzinds 0 (0) 3(1,5) 3(0,8)
medullar 0(0) 2 (1,0) 2(0,5)
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Klinisch-pathologische Charakteristika der Gesamtkohorte nach EP High und Low Risk

duktulo-tubular

neuroendokrin

lobulo-tubular

Nodalstatus - Anzahl (%*)

NO
pNO
cNO
N1 (1-3 Lymphknoten)
pN1
pN1(mi)

cN1

1(0,6)
0 (0)

0 (0)

138 (80,2)
137 (79,6)
1(0,5)
34(19,8)
28 (16,3)
6 (3,5

0 (0)

1(0,5)
1(0,5)

1(0,5)

145 (72,1)
139 (69,1)
6 (3,0)
56 (27,9)
45 (22,4)
7(3,5)

4(2,0)

2(0,5)
1(0,3)

1(0,3)

283 (75,9)
276 (74,0)
7(1,9)
90 (24,1)
73 (19,6)
13 (3,5)

41,1

* Prozentangaben spaltenweise

7.3.2. Klinisch-pathologische Charakteristika der Ki-67-Kohorte

Tabelle 7.3-2 Klinisch-pathologische Charakteristika der Ki-67-Kohorte

Charakteristika

Mittleres Alter - Jahre
(Bereich)

Menopausenstatus -Anzahl
(%*)
Pramenopausal
Postmenopausal
Mannlich
TumorgroRe - Anzahl (%*)
T1
pTla
pT1b
pTic
cTl1
T2
pT2
cT2
T3
pT3
Grading - Anzahl (%*)

Gesamtkohorte

(N =307)

57,17 (29-88)

96 (31,3)
205 (66,8)
6 (2,0)

187 (60,9)
17 (55,4)
50 (16,3)
119 (38,8)
1(0,3)
110 (35,8)
109 (35,5)
1(0,3)
10 3,2)
10(3,2)

Charakteristika

Histologische Subtypen
Anzahl (%*)

Duktal

Lobular
andere:
duktulo-lobular
tubular
muzinds
medullar
duktulo-tubular
neuroendokrin
lobulo-tubuldr
Nodalstatus - Anzahl (%*) §
pNO
pN1 (1-3 Lymphknoten)
Ostrogenrezeptorstatus in %
positiv - Anzahl (Bereich)

Progesteronrezeptor

Gesamtkohorte

(N =307)

212 (69,1)

59 (19,2)
36 (11,7)
18 (5,9)
929

3(0,9

2(0,7)

2(0,7)

1(0,3)

1(0,3)

232 (75,6)
75 (24,4)

307 (15-100)




N !—‘) <‘\‘| "'\
. Appendix / 7.3. Ergebnissc

d

Gl 62 (20,2) Anzahl (%*)
G2 193 (62,9) 220% 250 (81,4)
G3 52 (16,9) <20% 57 (18,6)

*Prozentangabe spaltenweise

7.3.3. Ki-67 und EP Score
Der Chi-Quadrat-Test zwischen Ki-67 und EPclin High und Low Risk zeigt einen

statistisch hochst signifikanten Zusammenhang zwischen den Ergebnissen von Ki-67

und dem EP (12-Gen-) Score (x2 = 82, p = <0,001, df=4; Appendix Abbildung 7.3-1).

>25%

@ °°.
. 20-24% i o 7% o
© 15-19%
- W 10-14% - S merk S
low risk high risk © low risk  high risk ©
EP Score EP Score

Abbildung 7.3-1 Pearson's Chi-Quadrat-Test von Ki-67 und EP Score

Links: Pearson's Chi-Quadrat-Test von Ki-67 und dem EP Score nach Low und High Risk, x? =
82, p=<2,2x10-16, df=4, Absolute Werte Low Risk: <10%=56, 10-14%=39, 15-19%=34, 20-
24%=3, >25%=38; High Risk: <10%=17, 10-14%=23, 15-19%=41, 20-24%=31, >25%=55
Rechts: Pearson's Chi-Quadrat-Test mit Yates Stetigkeitskorrektur von Ki-67 nach Median
(Median=17%)und dem EP Scores nach Low und High Risk, X2=31,38, df=1, p-Wert=2,12x10-
8; Absolute Werte Low Risk: <17%=96; >17%=44; High Risk: <17%=41; >17%=126

7.3.4. Ki-67 und Ostrogenrezeptor
Ki-67 und der Ostrogenrezeptor zeigen eine minimale negative bis nicht messbare
Korrelation (r=-0,16) bei einem Signifikanzniveau von 0,4%, wie die Abbildung 7.3-2

zeigt:
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Abbildung 7.3-2 Pearson's Produkt-Moment-Korrelation des Ostrogenrezeptors in % und Ki-67
in %
r=-0,164 ,t=-2,87, df=299, p-Wert=0,0044, 95%-KI: (-0,27)-(-0,052)

7.3.5. Ki-67 und Progesteronrezeptor
Ki-67 und der Progesteronrezeptor zeigen nach Pearson’s Korrelation eine minimale
negative bis keine Korrelation (Abbildung 7.3-3 links, r=-0,169; p-Wert=0,003). Der
Welch-Test zeigt einen knapp statistisch signifikanten Unterschied (p=0,047)
zwischen den Medianen der Gruppen ,Progesteronrezeptor niedrig“ und

»Progesteronrezeptor hoch“(Abbildung 7.3-3, rechts).
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Abbildung 7.3-3 Korrelation Progesteronrezeptor und Ki-67
Links: Pearson's Produkt-Moment-Korrelation des Progesteronrezeptors in % und Ki-67 in %
r=-0,169 ,t=-2,99, df=305, p-Wert=0,003, 95%-KI: (-0,28)-(-0,058)
Rechts: Welch’s T-Test des Progesteronrezeptors in % und Ki-67 in % (Y-Achse), t=2,02,
df=73,2, p-Wert=0,047, 95%-KI=0,038-5,32, Mittelwert Progesteronrezeptor niedrig=19,4,
hoch=16,72
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Der Wilcoxon-Rank-Sum-Test, welcher beim Vergleich von Verteilungen
unterschiedlicher Parameter Verwendung findet, wurde ebenfalls zur Detektion einer
Korrelation zwischen Ki-67 und dem Progesteronrezeptor verwendet (Abbildung
7.3-4): Aufgrund eines zu hohen P-Werts von 0,29 kann die Nullhypothese, ,die
Mediane von Ki-67 seien gleich sowohl bei Progesteron-niedrig-positiven, als auch -

positiven Patientinnen®, statistisch nicht verworfen werden, auch wenn sich ein

Unterschied in den Medianen findet.
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Abbildung 7.3-4 Wilcoxon-Rank-Sum-Test von Ki-67 in % und dem Progesteronrezeptor in
hoch (=20%) und niedrig (<20%)

W = 2836, p-value = 0.2921

7.3.6. Proteasen

Bei 181 Patientinnen (48,5% der Gesamtkohorte) wurden kurz nach
Diagnosestellung die Konzentrationen der Eiweille Plasminogenaktivator vom

180

192

135

90

Anzahl der Patienten

45

niedrig hoch nicht erhoben

Abbildung 7.3-5 Anzahl der hohen, niedrigen und nicht-erhobenen Proteasen (uPA/PAIl)
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Urokinase-Typ ,,uPA“ und sein Inhibitor ,PAI-1“ ermittelt, welche im Laufe der
Etablierung des EndoPredict-Tests zunehmend an Bedeutung verloren[2]. Die Anzahl

der Patientinnen mit hohen und niedrigen Proteasen zeigt die Abbildung 7.3-5.

7.3.7. Proteasen nach EP/EPclin Score
Die Gegeniiberstellung der Proteasen zum EPclin Ergebnis in der Abbildung 7.3-6
demonstriert, dass Patientinnen mit hohen Proteasewerten und demnach einem

potentiell schlechteren Outcome auch eher der EP High Risk Gruppe zugeordnet

werden.
[T EP low [ EP high I EP low [l EP high
100 100 %
75 § 75 %
C
2
&
50 5 50 %
©
I
©
N
25 % 25%
0 — 0%
niedrige Proteasen hohe Proteasen niedrige Proteasen hohe Proteasen

Abbildung 7.3-6 Proteasen (uPA/PAI-1) nach EP Score High und Low Risk, links absolut, rechts in

Prozent

Sobald eine erhohte Konzentration von jeweils PAI-1 oder uPA gemessen wurde,
galten die Proteasen als erhoht. Bei den 93 Patientinnen mit hohen Proteasen waren
bei 38 der Patientinnen sowohl die Konzentration von uPA, als auch von PAI-1, im
Vergleich zum Normwert, gesteigert. Bei 54 der Patientinnen war nur einer der zwei
Eiweille in der Konzentration erhoht.

Die folgende Abbildung vergleicht die Risikoeinteilung von uPA/PAI-1 mit der von
Ki-67 und dem EPclin Score:
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® low risk
@ high risk

a. EPclin b. ki67 c. uPA/PAI-1

high risk
36 % low risk
n=135 high risk 45 %

55 %

high risk low risk
51 % 49 %
n=137 n=93 n=88

low risk
64 %
n=238

n=170

Abbildung 7.3-7 Risikoeinteilung in Hoch- und Niedrigrisiko nach EPclin, Ki67 und uPA/PAI-1

a.) EPclin, b.)Ki-67 (=17%/>17%, codiert nach Median (Bustreo S et al., 2016; Coates AS et
al.,2015)) und c.) uPA/PAI-1

7.3.8. Todesfille

Tabelle 7.3-3 11 Todesfidlle in der Kohorte von 373 Patientinnen mit Aussage iiber
Tumorassoziation und Tumorursache

Todesfille Tumorassoziiert? Genaue Todesursache
Patient 1 tumorassoziiert Pleurametastasen

Patient 2 tumorassoziiert Leber-, Knochen-, Lungenmetastasen
Patient 3 therapieassoziiert Leukdmie

Patient 4 tumorunabhdngig Sepsis unbekannten Fokus
Patient 5 tumorunabhangig Fistelbildung, keine ndhere Aussage
Patient 6 tumorunabhdngig Metastasiertes Merkelzellkarzinom
Patient 7 tumorunabhdngig Myokardinfarkt

Patient 8 tumorunabhdngig unbekannt

Patient 9 tumorunabhdngig unbekannt

Patient 10 Tumorunabhdngig unbekannt

Patient 11 unklar unbekannt

7.3.9. Lokalrezidive

Tabelle 7.3-4 - 3 von 373 Patientinnen mit Lokalrezidiv im Verlauf

(Abkiirzungen: CTX=Chemotherapie, RTX= Strahlentherapie; ET= Endokrine Therapie;
R=Resektionsstatus, T= Tumorgrofle, N= Nodalstatus, G = Grading)

T G N Ki-67 R EP EPclin Compliance

Patient 1 pTlc G2 NO 25% RO High Low RTX: abgelehnt
ET: keine Auskunft
CTX: nicht empfohlen
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Patient 2 pTlc G2 N1 30% RO High High CTX: abgelehnt
RTX: nicht empfohlen
ET: erfolgt
Patient 3 pT2 G2 NO 3% RO Low Low CTX: nicht empfohlen
RTX: nicht empfohlen
ET: erfolgt

7.3.10. Metastasen

Tabelle 7.3-5 8 von 373 Patientinnen mit Metastasen im Verlauf

(CTX=Chemotherapie, RTX= Strahlentherapie; ET= Endokrine Therapie; R=Resektionsstatus,
T= TumorgréRe, N= Nodalstatus, G = Grading, M = Metastase *=multimorbide)

M T G N Ki-67 EP EPclin Compliance
Patient 1 Knochen pT2 G2 NO = High High CTX: erfolgt
RTX: nicht empfohlen
ET: erfolgt
Patient 2 Knochen pT1 G2 NO = High High CTX: erfolgt
RTX: erfolgt

ET: abgelehnt

Patient 3  Knochen pT2 G2 N1 25 High High CTX: erfolgt
RTX: erfolgt
ET: erfolgt

Patient 4 Pleura pT3 G2 NO 5 High High CTX: abgelehnt
RTX: erfolgt
ET: erfolgt

Patient 5 Leber pT2 G3 NO 10 High High CTX:nicht empfohlen*
RTX: erfolgt
ET: erfolgt

Patient 6 Leber pTlc G2 NO 25 Low Low CTX: nicht empfohlen
RTX: nicht empfohlen
ET: erfolgt

Patient 7 Knochen cT1 G3 cNO = High High CTX: erfolgt
RTX: abgelehnt
ET: erfolgt

Patient 8 Leber, pT2 G2 NO 16 Low Low CTX: nicht empfohlen
Knochen, RTX: nicht empfohlen

ET: erfolgt
Lunge Sl
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7.3.11. Zweittumore
An bekannten Zweittumoren erkrankten in der Kohorte 9 von 373 Patientinnen. Bei
4 Patientinnen wurde ein kontralaterales Mammakarzinom diagnostiziert, bei 5
Patientinnen jeweils eine unbekannte Leukdmie, V.a. ein hepatozelluldres Karzinom,
ein unbekanntes retinales Malignom, ein Merkelzellkarzinom und ein

meningotheliales Meningeom.

7.3.12. Resektionsstatus
Der postoperative Resektionsstatus konnte bei 371 der 373 Patientinnen erhoben
werden, bei 2 Patientinnen konnte keine pathologische Angabe ermittelt werden. Bei
98,1% konnte der Tumor im Gesunden entfernt werden. Bei 7 Patientinnen konnten
mikroskopisch Tumoranteile im Resektionsrand nachgewiesen werden (R1), von

diesen wurden 3 Patientinnen der EPclin Hochrisikogruppe zugeordnet.

Tabelle 7.3-6 Resektionsstatus der Gesamtkohorte

Charakteristika EPclin Low Risk EPclin High Risk Gesamtkohorte
(n=236) (n=135) (n=371)

Resektionsrand *
RO 232/236 (98,3) 132/135 (97,8) 364/371 (98,1)

R1 4/236 (1,7) 3/135(2,2) 7/371(1,9)

* keine Informationen verfiigbar tiber den Resektionsstatus von zwei Patientinnen

7.3.13. Multizentrizitdt und Multifokalitét

329 der 373 Patientinnen wiesen einen einfachen unifokalen Tumor auf. 24 der
Patientinnen zeigten mehrere Herde in einem Quadranten und damit einen
multifokalen Tumor. 20 Patientinnen wiesen multizentrische Herde in mehreren
Quadranten auf.

Beziiglich der Zuordnung zur EPclin Niedrig- und Hochrisikogruppe der multifokalen
und multizentrischen Tumore ist kein eindeutiger Trend zu erkennen: So werden
nicht signifikant mehr Patientinnen mit multifokalen oder multizentrischen Tumoren

der Hochrisikogruppe zugeordnet.



7.4. Diskussion

7.4.1. Weitere vergleichende Studien der am hiufigsten eingesetzten

Genexpressionstests und des EndoPredicts
Die  verfligbharen  Tests unterscheiden sich in den  verschiedenen
Anwendungsspektren, wie Menopausen-, Nodal-, Hormonrezeptor- und HER2-
Status, wie die Tabelle 1.3-1 demonstriert. Es muss daher betont werden, dass die
bekannten Genexpressionstests aufgrund ihrer unterschiedlich angewandten

Patientenkollektive nicht im Ganzen verglichen werden kénnen.

Jahn et al. verglichen die Risikoeinteilung durch den EndoPredict Test mit der
Einteilung durch MammaPrint und durch histopathologische Faktoren zur klinischen
Risikostratifizierung[167]: Alle drei Einteilungen zeigten einen vergleichbaren Anteil
an Hochrisikopatientinnen (MammaPrint 42,6%, EndoPredict 44,7%, klinische
Risikostratifizierung 45,7%). Zwischen dem MammaPrint und EndoPredict-Test
zeigte sich eine Diskordanz von 36%. Die klinische Risikostratifizierung zeigte keine
Korrelation mit dem MammaPrint, korrelierte jedoch stark mit dem EndoPredict-Test
(p < 0.001)[167].

Ein Vergleich zwischen EndoPredict und dem PAMS50 Risk of Recurrence Score zeigte
eine signifikante Korrelation und &dhnliche prognostische Leistung zwischen den
Tests[168]. Bei beiden Test verbesserte die Inklusion klinischer Parameter die
prognostische Fahigkeit dieser Test (10-Jahres-MFS ROR-T 88%, ROR-PT 92%,
EPclin 100%)[30], [168].

Varga et al. iiberpriiften und fassten 2019 14 Studien mit 34 bis 1005
eingeschlossenen und insgesamt 5514 Patientinnen zusammen, welche
unterschiedliche Genexpressionstest, mit dem weit verbreiteten Oncotype DX
verglichen[155]. Trotz der dhnlichen Anwendungsbereiche konnte eine Diskordanz
von 42 bis 66% der Ergebnisse zum Oncotype DX beobachtet werden.

Es lag jedoch zum Zeitpunkt der Arbeit nur eine Studie vor, welche den EndoPredict

direkt mit dem Oncotype DX verglich[141], [155]: Diese zeigte in 18-21% der Fille
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eine groBe Diskordanz, welche zu einer gegenteiligen Einteilung in die Risikogruppen
fiihrte.

So konnte bestitigt werden, dass fiir jede Patientin unterschiedliche
Risikoeinteilungen in Abhdngigkeit vom durchgefiihrten Test erhoben werden

kénnen und damit divergente Empfehlungen fiir oder gegen eine Chemotherapie [30].

7.4.2. Minnliche Patienten mit Therapieempfehlung mittels EndoPredict-
Test

Die vorliegende Arbeit priasentiert die ersten prospektivem Ergebnisse von Minnern
mit Ostrogenrezeptor-positiven, Her2-negativem Mammakarzinom, bei denen die
Therapie ebenfalls mittels EndoPredict-Test entschieden wurde. Unter den
eingeschlossenen 6 Minnern wurden weder Lokalrezidive, Metastasen, noch ein
Todesfall beobachtet. Auch wenn demnach eventuell angenommen werden kann, dass
der EndoPredict-Test auch bei mannlichen Patienten mit dem oben beschriebenen
Karzinomtyp in der Therapieentscheidung helfen kann, werden weitere Studien mit
deutlichen grélerem minnlichen Patientenkollektiv nétig sein, um den EndoPredict-

Test in der Anwendung bei minnlichen Patienten zu validieren.
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