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1 Einleitung

Brustkrebs stellt heutzutage die haufigste Krebserkrankung bei Frauen, mit
einem Anteil von 3,9% an der Gesamtsterblichkeit, dar. Waren es im Jahre
2003 noch 17.173 Frauen die in der Bundesrepublik Deutschland an Brustkrebs
starben’, so erhdhte sich im Jahr 2005 die vom statistischen Bundesamt
erfasste Anzahl der Sterbefille auf 17.455.% Bei Frauen unter 60 Jahren macht
der Brustkrebs 26,8% aller Krebsneuerkrankungsfalle und 40% der
Neuerkrankungen aus. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei etwas Uber 62
Jahren, was somit knapp 7 Jahre unter dem mittleren Erkrankungsalter aller
Krebserkrankungen liegt.> Der Altersanstieg der Inzidenzraten ist in der
Altersgruppe zwischen 30 und 50 Jahren besonders auffallend. Seit 1984 ist die
Anzahl der durch Brustkrebs verursachten Todesfélle in Deutschland um 9%
gestiegen. Dieser Anstieg ist auch durch den stetig wachsenden Anteil der
alteren Bevolkerung zu erklaren. Rechnet man diesen Effekt heraus
(Altersstandardisierung), so zeigt sich, dass im Jahr 1984 40 von 100.000
Frauen an Brustkrebs starben, 1994 waren es 44, die Zahl sank bis zum Jahre
2003 jedoch auf 37.*

In der Europaischen Union erkranken jahrlich ca. 275.000 Frauen an
Brustkrebs. Im gleichen Zeitraum starben 79.000 der an Brustkrebs erkrankten
Frauen in der EU.® Brustkrebs ist fiir mehr als 4% aller Todesfélle unter der
weiblichen europaischen Bevolkerung verantwortlich und macht mehr als 12%
der Todesfalle in der Altersgruppe zwischen 45 und 64 Jahren aus.®

Die Erkrankungsraten flr Deutschland liegen im europaischen Vergleich im
Mittelfeld. In Belgien, Frankreich und Danemark ist die Erkrankungs-
wahrscheinlichkeit hoher, in den baltischen Landern wie Estland, Lettland und
Litauen sowie den sudeuropaischen Landern wie Spanien, Griechenland und
Portugal teilweise deutlich niedriger.’

Das mittlere Lebenszeitrisiko von Frauen, irgendwann in ihrem Leben an
Brustkrebs zu erkranken, betragt acht bis zehn Prozent. Jedoch bei Frauen die

Tragerinnen bestimmter Mutationen sind, kann dieses Risiko bei mehr als 80



Prozent liegen.® In den Jahren 1994 und 1995 wurden die Gene BRCA1 und
BRCA2 entdeckt, die in rund 50 Prozent der erblichen Falle Mutationen
aufweisen.’"® Frilhere Untersuchungen haben gezeigt, dass nicht nur die
genetische Ausstattung, sondern auch Umwelteinflisse bestimmen, ob eine
Frau an Brustkrebs erkrankt. Aus diesem Grund gibt es bei genetisch
vorbelasteten Frauen hinsichtlich ihres Risikos gro3e Schwankungsbreiten von
etwa 25 bis 80 Prozent. Tragerinnen einer Mutation im BRCA1 oder BRCA2
Gen haben ein stark erhohtes Risiko fur Brustkrebs, wobei Tragerinnen einer
BRCA1-Mutation im Durchschnitt friher erkranken und ein hdheres Risiko als
Tragerinnen einer BRCA2-Mutation (bis 50. LJ 50% vs. 30%, bis 80. LJ 80-90%
vs. 80%) aufweisen. Fur Tragerinnen einer BRCA1-Mutation liegt das
kumulative Risiko fur Eierstockkrebs hoher (bis 50 LJ 20% vs. 0,4%, bis 80 LJ
30% vs. 60%) und das mittlere Erkrankungsalter niedriger, als fur Tragerinnen
einer BRCA2-Mutation.'?"2-13-14

Die Brustkrebsinzidenz nimmt in Europa und den USA weiter zu bei
gleichzeitiger Abnahme der Mortalitat. Die Brustkrebsmortalitat nahm in den
USA zwischen 1989 und 1995 im Durchschnitt 1,6% pro Jahr ab.
Wahrenddessen war die Brustkrebsmortalitatsreduktion in der gesamten
Europaischen Union niedriger ausgepragt und lag bei etwa 7% im Zeitraum
1988-1996 (0,86% pro Jahr)." Voraussichtlich werden in den nichsten Jahren
immer mehr Europaer an Krebs versterben. Der Grund hierflr ist in der
zunehmenden Alterung der Bevdlkerung zu finden. Denn zwischen den Jahren
2000 und 2015 wird die Zahl der Menschen Uber dem 80. Lebensjahr um 50
Prozent steigen.

Die Lebenserwartung von Frauen in hochentwickelten Volkswirtschaften liegt
bei fast 90 Jahren. Als Folge daraus wird im Jahre 2030 jede vierte Frau Uber
65 Jahre alt sein, mit der Konsequenz, signifikanter Veranderung der
Morbiditats- und Mortalitatsraten in dieser Altersgruppe. Deshalb muss sich
Europa in den kommenden Jahren generell auf eine wachsende Anzahl von
Erkrankungs- und Sterbefallen einstellen, darunter  auch viele

Brustkrebspatienten.



Nach den Zahlen der Eurocare |I-Studie aus dem Jahr 1999 lag die 5-Jahres-
Uberlebensrate bei Brustkrebsdiagnose in Europa bei 74,3%. Auf der Basis
dieser Daten lag Deutschland mit der 5-Jahres-Uberlebensrate von 71,7% auf
Platz 7 in Europa, nach Osterreich, Déanemark, England, Estland, Finnland und

Frankreich.'®

1.1 Prognostische und pradiktive Faktoren beim
Mammakarzinom

Das Mammakarzinom ist als haufigstes Malignom der Frau in der westlichen
Welt nach wie vor Gegenstand einer intensiven Forschung. Deren Aufgabe ist
aber nicht nur die Risikobestimmung an Brustkrebs zu erkranken, sondern vor
allem die Identifikation von prognostischen und pradiktiven Faktoren, die
erlauben wurden, die Therapie so individuell wie moglich zu gestalten, um die
Uberlebenschancen der Brustkrebserkrankten zu verbessern. Dabei wird vor
allem ein Fortschritt in der Prognoseeinschatzung angestrebt. Die Begriffe
Prognose und Pradiktion sind unterschiedlich definiert. Prognose bezeichnet die
Wabhrscheinlichkeit eines Krankheitsrezidives oder des krankheitsbedingten
Todes. Pradiktion bezieht sich auf die Vorhersage des Effektes einer
(adjuvanten oder palliativen) Therapie fiir die einzelne Patientin.' Beide
Begriffe beschreiben die Wahrscheinlichkeit eines Ereignisses unter der
Kenntnis bestimmter, einflussnehmender Faktoren. Sind die Einflussfaktoren
unbekannt, so sind die Vorhersagen ungenau. Da jede Patientin Anspruch
darauf hat, ihrem Risiko und ihrer vermutlichen Therapieansprache gemaf
kuriert zu werden, kann mit Hilfe prognostischer und pradiktiver Faktoren den
einzelnen Patientinnen eine optimale, individuell angepasste Behandlung
angeboten werden. Bis heute sind weit mehr als 100 Faktoren hinsichtlich ihres
potenziell prognostischen Wertes oder ihrer pradiktiven Vorhersagekraft des
Therapieansprechens diskutiert worden. Nur flr wenige dieser Faktoren besteht
eine begrundete Datenlage und Nachweis einer klinischen Relevanz. Um

klinische Empfehlungen von gesichertem Wissen Uber solche Faktoren



abzuleiten, muss die Datenlage bewertet und die klinische Bedeutung evaluiert
werden. Diese Empfehlungen werden in Leitlinien wie denen des National
Cancer Institut, der St. Gallen-Konsensus-Konferenz, der Arbeitsgemeinschaft
fur  Gynakologische Onkologie (AGO-Leitlinien) und der Deutschen
Krebsgesellschaft e.V. (,DKG-S3-Leitlinie*) niedergelegt.'®

FUr die prognostische Abschatzung des relativen Rezidivrisikos bei
nodalnegativem Mammakarzinom werden Tumorgrof3e, Hormonrezeptorstatus,

Grading und Alter der Patientin herangezogen (Tab. 1).

Tab. 1: Empfehlungen von St. Gallen fiir die prognostische Einschiitzung
bei nodalnegativem Mammakarzinom (modifiziert nach St. Gallen, 2003)

Faktor Minimales »Average
Rezidivrisiko risk*

Tumorgrofle <2cm >2 cm

Hormon- positiv negativ

rezeptorstatus

Grading 1 2 oder 3

Alter > 35 Jahre <35 Jahre

Auf der im Januar 2005 in St. Gallen stattgefundenen ,IX Internationalen
Konferenz zur Primartherapie des fruhen Brustkrebs® wurde diese
Risikoeinstufung aus dem Jahre 2003 erweitert. Nach der Risikoklassifikation
aus dem Jahr 2005 wird neben dem niedrigen und hohen Risiko auch eine
Gruppe mit mittlerem Risiko definiert. Die Tab. 2 zeigt diese Risikoklassifikation.
Nach den Leitlinien von St. Gallen 2005 unterscheidet man innerhalb der
Gruppe mit nodalnegativem Mammakarzinom (NO) nun zwischen
hormonsensiblen (HR+), unklar hormonsensiblen (HR+/-) und nicht
hormonsensiblen Tumoren. Unter dieser Berucksichtigung wird auch den

Patientinnen mit mittlerem Risiko und unklar hormonsensiblen Tumoren eine



chemoendokrine Therapie empfohlen. In Hinblick auf diese Einteilung kommt
der verlasslichen Bestimmung der Hormonrezeptoren eine entscheidende Rolle
zu. Eine Empfehlung wurde neben den etablierten und klinisch bestatigten
Prognosefaktoren wie Lymphknotenstatus, Differenzierungsgrad, TumorgrofRe
und Alter der Patientin auch flr zwei weitere, neue Faktoren ausgesprochen;
die Expression des HER2/neu Rezeptors sowie die Invasion des Tumors in

Blut- und Lymphgefalie.

Tab. 2: Die neue Risikoklassifikation nach der Konsensusdiskussion St. Gallen 2005
(modifiziert nach Gyn. Spektrum 01/2005)

Niedriges Risiko

= NO, HR+ und alle der nachfolgenden Kriterien:
pT<2 cm + GI (Diskussion um G2), >35 Jahre, Her2 neg, L0, V0
= Bei T<I cm unabhdingig von Grading

Mittleres Risiko

NO, HR+, Her2 neg, L0, V0, mindestens einer der folgenden Kriterien
pT > 2cm oder G 2-3 oder < 35 Jahre
N+ 1-3

448

Hohes Risiko

N4+
Jedes N+ mit extensiver L1 und/oder V1 und /oder Her2 pos bei HR+
HR-

480

Bei der St. Gallen-Konsensuskonferenz von 2007 wurde die Risikoeinteilung
der Patientinnen im Vergleich zur Konferenz von 2005 ohne Anderungen
ubernommen. Grundsatzlich wird zwischen niedrigen, intermediaren und hohen
Risikokategorien unterschieden. Unter Berucksichtigung der Hormonsensitivitat
des Tumors wird weiterhin zwischen hormonsensiblen, hormonunsensiblen und
Tumoren mit fraglicher Hormonsensitivitat differenziert.

Neu hinzugekommen ist der Her2-Status als pradiktiver Faktor fur eine

zusatzliche Therapie mit Trastuzumab. Die Tab. 3 zeigt das therapeutische



Vorgehen beim  primaren Mammakarzinom orientierend an der

Risikoabschatzung und der Hormonempfindlichkeit des Tumors.

Tab. 3: Therapeutisches Vorgehen laut Konsensus von St. Gallen 2007; ET- Endokrine Therapie, CT-
Chemotherapie (modifiziert nach St. Gallen 2007, Quelle Frauenarzt 05/2007)

Fraglich Nicht

Risikokategorie | Hormonsensibel hormonsensibel hormonsensibel
Niedriges Risiko |ET ET
Mittleres Risiko ET CT—ET CT

CT—ET (CT +ET)

(CT+ET)
Her2 + Trastuzumab Trastuzumab Trastuzumab
Hohes Risiko

CT—ET CT—ET CT

(CT+ET) (CT +ET)
Her2 + Trastuzumab Trastuzumab Trastuzumab

Die anstehenden Therapieentscheidungen (siehe Tab. 3) werden dabei direkt
von den Ergebnissen dreier immunhistochemischer Farbreaktionen beeinflusst:
des Ostrogenrezeptor-, Progesteronrezeptor- sowie des c-erb B2 Nachweises.
Methodische Untersuchungen zur Optimierung der Bewertung der
Steroidrezeptoren sind Gegenstand dieser Doktorarbeit.

Die neueren Marker mussen, bevor sie in die tagliche prognostische oder
pradiktive Einschatzung mit einbezogen werden, bestimmte Qualitatskriterien
erfillen und ihre klinische Relevanz muss nachgewiesen werden. Neben einer
plausiblen biologischen Grundlage fur die Anwendung des bestimmten Markers
muss seine Nachweismethode robust, standardisiert und qualitatssicher sein.
Sein Klinischer Einfluss muss durch unabhangige klinische Studien validiert
werden und schlieBlich muss der Marker einen klinischen Nutzen liefern, d. h.
er muss in der Lage sein, die klinische Entscheidungsfindung unabhangig von

bestehenden Markern zu unterstitzen.'®



Neue Prognosefaktoren sollten grundsatzlich gemaly den Kriterien fir die
Entwicklung neuer Prognosefaktoren®®, den Kriterien der evidenzbasierten
Medizin (Oxford Levels of Evidence)?’ und hinsichtlich ihrer klinischen
Relevanz? validiert und beurteilt werden.

Fir folgende Prognose- und Pradiktionsfaktoren existieren zuverlassige

Studiendaten:

o die Invasionsfaktoren Plasminogenaktivator von Urokinase-Typ (uPA)
und sein Inhibitor ,PAI-1%,

o Thymidine Labeling Index als Indikator fur die Proliferationsrate (TLI),

o das Zellzyklusprotein Cyclin E,

o Erhéhung der S-Phase-Fraktion (SPF),

o Heat-Shock-Protein BSP27,

= QOstrogenreguliertes Protein pS2,

= Protein Ki-67,

o Polymorphismus Cytochrom P450 CYP2D6,

o disseminierte Tumorzellen (,Mikrometastase“, MRD) sowie

o das genetische Expressionsprofil (,genetic profiling“).

Einige der oben genannten Faktoren haben nur bedingt den Einzug in die
klinische Praxis gefunden. Fir nodalnegative Patientinnen ist die Bestimmung
der Invasionsfaktoren uPA/PAI-1 mittels ELISA im Primartumorgewebe fir den
klinischen Einsatz validiert.”® Die Ergebnisse einer Therapiestudie?® haben
gezeigt, dass im Primartumor die adjuvante Chemotherapie bei hohen uPA/PAI
Konzentrationen das Ruckfallrisiko statistisch bedeutend reduziert im Vergleich
zu den Patientinnen mit niedrigen uPA/PAI Konzentrationen. In der laufenden
prospektiven NNBC 3-Europe-Studie wird diese Methode weiter optimiert. Die
Studie verfolgt das Ziel, die Risikoabschatzung mittels traditionellen klinisch-
pathologischen und anhand von tumorbiologischen Faktoren zu vergleichen.
Niedrigrisikopatientinnen wird eine adjuvante Chemotherapie erspart, bei
Hochrisikopatientinnen wird eine adjuvante Kombinationstherapie mit FE10.C*6

mit einer sequenziellen Therapie FE10C*3 — Docetaxel*3 verglichen.25



Obwohl die Proliferationsrate beim Mammakarzinom prognostisch relevant ist
und ein signifikant besserer Effekt der adjuvanten Chemotherapie angenommen
wird als bei niedriger Proliferation, hindern die methodischen Probleme der
Bestimmung der S-Phase-Fraktion, des Proteins Ki-67 sowie des radioaktiv
markierten Thymidins die Validierung zum etablierten prognostischen und
pradiktiven Faktor.

Das mikrosomale Enzym Cytochrom P450 2D6 ist beteiligt an der Umwandlung
des wenig aktiven Molekuls Tamoxifen in seine aktiven Metaboliten. Die DANN-
Polymorphismen des CYP 2D6-Gens kdnnen zur Reduktion der Aktivitat dieses
Enzyms flhren, wodurch die Wirkung von Tamoxifen vermindert wird. Einige
Studien®®*"?” konnten den pradiktiven Charakter des CYP 2D6-Polymorphismus
fur die Wirkung der Tamoxifentherapie nachweisen.

Disseminierte Tumorzellen werden im Knochenmark oder im peripheren Blut

28:29 sowie eine Metaanalyse® zeigten eine

gefunden. Einige Arbeitsgruppen
statistisch signifikant schlechtere Prognose bei den Patientinnen, bei denen
zum Zeitpunkt der Primartherapie disseminierte Tumorzellen im Knochenmark
nachgewiesen werden konnten. Der klinische Einsatz wird durch noch fehlende
Standardisierung der Nachweismethoden gehindert.

Die klinische Relevanz und die Reproduzierbarkeit der Risikobestimmung mit
Genexpressionsprofilen ist Gegenstand intensiver Forschung (MINDACT-
Studie; Microarray In Node negative Disease may Avoid ChemoTherapy). Ein
Einsatz fir die klinische Praxis wird momentan noch nicht empfohlen.
Prognostische und pradiktive Faktoren lassen sich an einer Verbesserung der
Uberlebensaussichten messen. Fir die Beobachtung der Uberlebenstrends
werden vor allem das Gesamtiberleben (engl.: overall survival; OS) sowie das

rezidivfreie Uberleben (engl.: event free survival; EFS) in Betracht gezogen.



2 Ostrogen- und Progesteronrezeptor

Ostrogen- und Progesteronrezeptoren werden seit Jahren umfangreich studiert
und sind bis heute in der klinischen Praxis als prognostische und pradiktive

Faktoren allgemein akzeptiert.>' %2

2.1 Biologie des Ostrogenrezeptors

Die Bestimmung des Ostrogenrezeptorstatus beim Mammakarzinom ist seit
vielen Jahren Bestandteil der pathologischen Routinediagnostik. Neben einer
Einschatzung der Sensibilitat des Tumors gegenlber einer antiostrogenen
Therapie lassen sich in begrenztem Rahmen durch Bestimmung des
Ostrogenrezeptors auch Aussagen Uber die Prognose der Tumorerkrankung
machen.

Jensen und Jacobson®® waren die ersten, die Ostrogenrezeptoren beschrieben
und den Vorschlag machten, den Ostrogenrezeptor zu bestimmen um die
Patientinnen zu identifizieren, die von einer endokrinen Therapie einen Nutzen
haben konnten.®** Anfang der 60er Jahre des letzen Jahrhunderts zeigten
Jensen und Jacobson, dass die biologischen Effekte von Ostrogen Uber ein
Rezeptorprotein vermittelt werden.®® Im Jahr 1986 wurde das Gen fiir den
Ostrogenrezeptor kloniert. Wahrend des Homogenisierungsschrittes, der
damals benutzen Dextran-Coated-Charcoal-Methode (DCC) fir den
Rezeptornachweis, kam es zur Dissoziation des freien Ostrogenrezeptors von
dem Zellkern mit gleichzeitigem Nachweis des besetzten Rezeptors im Kern,
was zur Theorie Uber das Vorhandensein des Ostrogenrezeptors vor allem im
Zytoplasma fuhrte.

Mit Anwendung der monoklonalen Antikérper haben King und Greene®® im Jahr
1984 den Ostrogenrezeptor im Zellkern lokalisiert. Die Zellkernrezeptoren
haben eine gemeinsame Grundstruktur, die aus drei unabhangigen aber
interagierenden Domanen besteht; die A/B-Doméane enthalt die AF-1
(Aktivierungsfunktion-1) mit welcher die Trankskriptionsfaktoren interagieren,

die C-Domane (DNA-Bindungsdomane; DBD) die zwei Zinkfinger-Motive zur



DNA-Bindung enthalt und die E/F Domane die Ligandenbindungsstelle (LBD)

sowie Aktivierungsfunktion-2 enthalt.>
[ A/B C D E F j
AF-1 DNA Ligand AF-2

Abb. 1: Aufbau der Steroidhormone (nach Nilsson et al., Physiological Reviews 2001)*

Zwischen C- und E/F-Domane befindet sich die sog. hinge-Domane (D). Diese
ist sehr variabel und unterstutzt somit die Flexibilitat zwischen DBD und LBD. In
Abwesenheit von Liganden, befindet sich der Ostrogenrezeptor pradominant im

Zytosol**%

, als Teil eines stabilen Komplexes mit dem Hitzeschockprotein
HSP90*°*'. Es wir angenommen, dass die Ligandenbindung zu einer
Dissoziation dieses Komplexes fuhrt, mit anschlieBender Translokation des
Ostrogenrezeptors in den Zellkern, Dimerisierung des Rezeptors und Bindung
an spezifische DNA Nukleotidsequenzen, die ,estrogen response elements®
(ERE’s), welche innerhalb der Promotorregion der Zielgene liegen.*? Gebunden
an die ERE’s beeinflusst der Ostrogenrezeptor die Transkriptionsrate durch

direkte oder indirekte Interaktion mit allgemeinen Transkriptionsfaktoren.***

Pt
{e) Estradiol

Coactivator 2
“

Transcription

Coactivator 1

Abb. 2: Wirkmechanismus von Ostradiol im klassischen Weg: 1 — Ostradiol (E) bindet an ER und
HSP90 dissoziiert; 2 — Rezeptor-Dimerisierung, AF1 und AF2 aktiv; 3 — Translokation in den Kern
und Bindung an ERE; 4 — Anlagerung von Koaktivatoren und Transkription von Zielgenen
(modifiziert nach Howell et al., Cancer 2000)45
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Neben diesem  klassischen  Modell ~werden  Aktivierungen des
Ostrogenrezeptors, vermittelt durch andere Signalwege in der Literatur der
letzen Jahre, heftig diskutiert. Das Meinungsbild erscheint hier nicht einheitlich.
Der menschliche Ostrogenrezeptor liegt in zwei Formen vor, als ERo und ERB,
die von unterschiedlichen Genen kodiert werden. Das entsprechende Gen
befindet sich auf dem Chromosom 625 fur den ERa. , bzw. auf dem 14g22-24
fur den ERR. Der Ostrogenrezeptor-o. galt bis zum Jahr 1996 als einzige Form
des Ostrogenrezeptors, bis zur Isolierung des ERR durch Kuiper*®. Die beiden
Rezeptoren sind in verschiedenen Geweben des menschlichen Korpers
vertreten. ERa ist in signifikanten Mengen in der Brust, Arterien, Gebarmutter
und in den Knochen zu finden. ER3 dagegen ist in der Brust, Lunge, Gehirn,
Ovarien und der Harnblase vertreten. Die Prozentzahl der ERP positiven Zellen
ist im normalen, gesunden Brustgewebe und in nicht proliferativen benignen
Brusterkrankungen hoch. In frihen Phasen der Brustkrebskarzinogenese wird
das ERp Niveau betrachtlich niedrig, was zur Schlussfolgerung fuhrt, dass der
ERB gegen eine mitogene Ostrogen-Aktivitat in préamalignen Lasionen eine
protektive Rolle spielen konnte. Der ERP hat nicht nur eine Schutzfunktion in
der Mitogenese, sondern er scheint auch die Zellmotilitdt und Zellinvasion zu
inhibieren.*” Beziglich ihrer DNA- und Liganden-Bindungsdomane zeigen die
Rezeptoren eine starke Homologie.48 Die beiden Rezeptorformen signalisieren
jedoch in unterschiedlicher Weise. Der ERo transaktiviert z.B. bei
Komplexierung mit Ostradiol den nuklearen Transkriptionsfaktor AP-1, wahrend
der ERp nicht dazu in der Lage ist. Daraus konnte geschlossen werden, dass
ERa und ERp unterschiedliche Rollen bei der Genregulierung spielen und die
relativen Gewebespiegel zelluldre Antworten auf Ostrogene beeinflussen.*
Eine Studie aus dem Jahr 2000°° zeigte, dass der ERp eine entscheidende
Rolle in der Sekretion von Wachstumsfaktoren als Antwort auf die
Ostradiolstimulation haben kénnte, was bisher nur dem ERo zugeschrieben
wurde. Nach der Entdeckung des ERf herrschte die Meinung, dass durch
Bestimmung beider Rezeptoren, des ERo und des ER[, eine bessere

diagnostische Prazision erzielt werden konne. Durch das sehr gute
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Ubereinstimmen zwischen den Messwerten der simultanen
Rezeptorbestimmung mit der DCC-Methode (welche die Summe der beiden
Rezeptorfraktionen misst) und der EIA-Methode (mit Hilfe welcher nur die ERo-
Fraktion gemessen wurde) beim invasiven Mammakarzinom konnte gezeigt
werden, dass die Mehrheit der invasiven Brustkrebsarten ERo positiv ist und
der Level von ERp im priméren Brustkrebs eher niedrig ist.*' >

In der klinischen Diagnostik des Mammakarzinoms wird derzeit nur die ERo-
Fraktion des Ostrogenrezeptors bestimmt. Die Anwesenheit von ERo korreliert
mit einer insgesamt verbesserten Uberlebensrate und einer besseren
Ansprache auf die endokrine Therapie.®® Der Ostrogenrezeptorstatus l4sst sich
sowohl immunhistochemisch als auch biochemisch (EIA, Charcoal Dextran
Methode) bestimmen. Auf dieses Thema wird in den folgenden Kapiteln

eingegangen.

2.2 Biologie des Progesteronrezeptors

Sowohl der Progesteronrezeptor, als auch der Ostrogenrezeptor sind
Steroidrezeptoren und gehdren zusammen mit ca. 150 anderen Hormonen der
Familie der Kernrezeptoren an. Wahrend der proliferative Effekt vom Ostrogen
auf das Brustgewebe sowie auf die Tumorgenesis vielfach untersucht wurde, ist
der Einfluss des Progesterons auf diese Prozesse weniger bekannt. Der
Progesteronrezeptor vermittelt die physiologischen Effekte von Progesteron und
ist im Zielgewebe in zwei Isoformen unterschiedlicher Funktionalitat vertreten.
Eine einzige Kopie des Progesteronrezeptorgens, lokalisiert auf dem
Chromosom 11q22-23, produziert zwei unterschiedliche Protein-lsoformen.

Wie die meisten Steroidrezeptoren kann der Progesteronrezeptor in
verschiedene funktionelle Domanen zergliedert werden. Beide Rezeptoren
bestehen aus DNA-Bindungsdomane (DBD), der Liganden-Bindungsdomane
(LBD) und zwei transkriptionellen Aktivierungsfunktionen; AF-1 die sich auf dem
N-terminalen Ende befindet und die ligandenabhangige AF-2 auf dem C-
terminalen Ende. Der transkriptionell potentere PR-B tragt an seinem N-

terminalen Ende noch eine zusétzliche Aktivierungsfunktion (AF-3).>* PR-A und

12



PR-B unterscheiden sich nur in 165 Aminosauren, die der PR-B auf seinem N-
terminalen Ende triagt.>® Beide Rezeptorproteine sind phosphoriliert und
hormonbindend.*®>” Wahrend der Progesteronrezeptor-A die &strogen- und
progesteroninduzierte  Proliferation hemmt, wird diese durch den
Progesteronrezeptor-B unterstutzt.

Die in vitro Untersuchungen zeigen, dass der PR-B ein starkerer Transaktivator

und Regulator der Gen-Transkription ist.>®

Die in vivo Unterschiede hingegen
sind noch eindeutiger; PR-A und PR-B regulieren unterschiedliche und nicht
liberlappende Gen-Doménen.>® Im Gegensatz zum PR-A kann der PR-B allein
{iber die Interaktion mit dem Ostrogenrezeptor die Zellproliferation initiieren.®
Die unterschiedliche Expression dieser zwei Progesteronrezeptor-Isoformen im
humanen Mammakarzinom birgt ein unterschiedliches, Ratio-abhangiges
klinisches Outcome.®’ Die biologischen Effekte des Progesteronrezeptors
werden uber unterschiedliche Wirkmechanismen verlubt. Das klassische Modell
mit Aktivierung des Rezeptors nach der Ligandenbindung fuhrt zu einer
Homodimerisierung, Translokation in den Zellkern, Bindung an ,progesterone
response elements® (PRE’s) in der Promotorregion, Anlagerung von
Koaktivatoren wie z.B. ,steroid receptor coactivator 1 (SRC-1) und
anschlieBender Translation der Zielgene.®>"®® Der durch die Ligandenbindung
aktivierte Progesteronrezeptor kann auch die Translation der Gene regulieren
deren Promotoren keine PRE’s beinhalten, indem er wie eine Brucke zwischen
Transkriptionsfaktoren und Koaktivatoren fungiert.>***®® Neben diesem
direkten, genomischen Effekt kann der Progesteronrezeptor die Expression der
Gene indirekt, Uber die Modifikation der zytoplasmatischen Kinasekaskade
regulieren.®”®®

Neue epidemiologische Studien zeigen ein erhdhtes Risiko an Brustkrebs zu
erkranken bei postmenopausalen Frauen, welche die Hormonpraparate in der
Kombination von Ostrogen und Progesteron benutzt haben im Vergleich zu
denen, die nur Ostrogene eingenommen haben.®®’°"! Dies impliziert eine
wichtige Rolle die das Progesteron in der Tumorgenesis und in der

Krankheitsentwicklung spielt.
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2.3 Ostrogen- und Progesteronrezeptoren als
prognostische und pradiktive Faktoren beim
Mammakarzinom

Um Therapieentscheidungen individuell treffen und das Uberleben praziser
vorhersagen zu kdnnen, bedarf es pradiktiver und prognostischer Faktoren. Das
Mammakarzinom ist in seinem Wachstum einer hormonellen Kontrolle
unterworfen.

Die Ostrogene und Gestagene aktivieren Uber ihre Rezeptoren die
Transkription, wobei verschiedene co-repressive und co-aktivierende Faktoren
diesen Mechanismus regulieren und somit die Hormonwirkung beeinflussen.

In den letzten Jahren hat sich wunser Verstandnis der molekularen
Mechanismen, die an der Entstehung und Progression von Brustkrebs beteiligt
sind, deutlich verbessert.””> Ostrogen- und Progesteronrezeptorstatus werden
seit 1974 in den klinischen Untersuchungen des humanen Mammakarzinoms

7374 spater

angewendet, zunachst als Indikator eines endokrinen Ansprechens
auch als prognostischer Faktor des frilhen Krankheitsrezidives’ .
Die Bestimmung sowohl des Ostrogen- als auch des Progesteronrezeptorstatus
ermoglicht eine Aussage darlUber, ob bei Patientinnen mit Mammakarzinom
eine endokrine Therapie indiziert ist. Zahlreiche Studien belegen die Korrelation
zwischen der Rezeptorpositivitat und dem Ansprechen auf eine
Hormontherapie.”®”” Bei Frauen mit dem &strogenrezeptorpositiven,
metastasierten Brustkrebs liegt die Ansprechrate auf eine endokrine Therapie
mit Tamoxifen bei 50%, im Gegensatz dazu liegt die Ansprechrate bei
dstrogenrezeptornegativen Patientinnen nur bei 5%.”® Die Ansprache auf eine
Hormontherapie lasst sich um ca. 15 - 25% genauer vorhersagen, wenn sowohl
der Ostrogen- als auch der Progesteronrezeptor bestimmt werden; bei
doppelter Positivitat liegt die Wahrscheinlichkeit des Therapieansprechens
zwischen 70 und 80 %.

Der ER-Status im Tumorgewebe ist nur in begrenztem Rahmen ein pradiktiver
Faktor in der Erkrankungskontrolle. Da ein substantieller Teil der

Ostrogenrezeptorpositiven  Patientinnen  kein  Ansprechen auf eine
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Hormontherapie zeigen, wurde nach zusatzlichen Faktoren gesucht, welche die
Pradiktivitat einer Hormontherapie erhohen wurden.

Schon seit Mitte der 70er Jahre wird postuliert, dass die PR-Positivitat ein
funktionell intaktes Ostrogenrezeptor und Aktivierungssystem anzeigt, da der
Progesteronrezeptor als Produkt des aktivierten Ostrogenrezeptors gebildet
wird.”® In der dieser Arbeit zugrunde liegenden Literatur, sind wir nicht immer
auf einheitliche Ergebnisse der pradiktiven und prognostischen Rolle der
Steroidrezeptoren gestolden. Auf diese Problematik wird im Verlauf der

Doktorarbeit noch intensiv eingegangen.
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3 Fragestellung der vorliegenden
medizinischen Dissertation

Die hier vorliegende Doktorarbeit versucht unter Berucksichtigung des heute
bekannten, medizinischen und biologischen Kenntnisstandes sowie deren

Zusammenhange, auf die folgenden Fragestellungen eine Antwort zu finden:

x Sind die Daten des ER- und PR-Status, die am Robert-Bosch-
Krankenhaus Stuttgart erhoben wurden, mit den internationalen

Datensatzen vergleichbar?

x Haben Ostrogen- und Progesteronrezeptor prognostische und/oder

pradiktive Bedeutung beim Mammakarzinom?

x Da in der Literatur postuliert wird, dass ein hoher Rezeptorstatus eine
hohere Therapieansprechwahrscheinlichkeit und somit eine bessere
Pradiktion nach sich zieht, wollten wir prufen wie gut diese Hypothese

belegbar ist.

x |Ist die Charcoal Dextran Methode, oder die heute Ubliche
immunhistochemische Bestimmung besser geeignet um die Prognose

des Mammakarzinoms vorherzusagen?

x  Wie korrelieren die beiden Methoden der ER- bzw. PR-Bestimmung

miteinander?

x |Ist eine feine Abstimmung der ER/PR Bestimmung (sogenannter
Remmele Score) besser geeignet eine Prognose und Pradiktion
vorherzusagen als eine grobe Einteilung in rezeptorpositiv oder

rezeptornegativ?

x Welches ist der optimale Cut-off Punkt fur eine solche Einteilung?

16



4 Material und Methodik

4.1 Verwendete Datenbank

Die hier verwendete Datenbank der primaren Mammakarzinome stellt eine
insgesamt Uber zehn Jahre fortfUhrende Patientensammlung dar, welche
naturgemald verschiedene EDV Grundlagen aufwies. Neben Excel IV kam
dabei das EDV-System des Onkologischen Schwerpunkts (OSP/Kratzdur) zur
Anwendung.

Fiar die statistische Auswertung wurde zunachst SPSS 12.1 eingesetzt und
spater S+ (Version 6.1).

Die Datenbank dieser Arbeit wurde als Grkinic 17. Doktorarbeit Version 7
archiviert und ist am Pathologischen Institut des Robert Bosch Krankenhauses

und dem Institut fur klinische Pharmakologie hinterlegt.

4.2 Patientengut

Die vorliegenden Untersuchungen wurden an einer Datenbank des Robert-
Bosch-Krankenhaus durchgefuhrt, die als Grundlage zahlreicher medizinischer
Doktorarbeiten fungierte (Roller, 1989; Lauinger, 1993; Voudouri, 1993;
Gohring-Zwacka, 1995; Seizer-Schmidt 1997; Kierschke, 1999; Wachholz,
2000; Weildert, 2000; Wiedmann-Maier, 2004). Im Februar 2006 waren
insgesamt 2406 Patientinnen erfasst. Als Auswahlkriterium fur die vorliegende
Doktorarbeit diente die Verflugbarkeit von Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren, die mit biochemischen Verfahren bestimmt wurden
(N=343). Zum Vergleich wurde dann eine etwas grof’ere Anzahl von Fallen
analysiert, in denen eine immunhistochemische Bestimmung der
Steroidrezeptoren erfolgte (N=783). In einer kleinen Schnittmenge lagen
Doppelbestimmungen vor (N=13).

Eine weitere Untermenge die untersucht wurde sind Patientinnen, die mit

Tamoxifen behandelt wurden. Hierbei wurde die Tamoxifengabe unabhangig
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von der Therapiesituation, adjuvant oder palliativ, analysiert. Insgesamt wurden
die Daten von 1139 Patientinnen mit Mammakarzinom erfasst. Die genauen

Zahlen sind in einem Venn-Diagramm dargestellt.

Charcoal Dextran Methode
N=343

Tamoxifentherapie
N=286 N=13

v

Immunhistochemischer Nachweis
N= 783

Doppelbestimmung

Abb. 3: Der Aufbau des Studienkollektivs (N=1139)

Der Erfassungszeitraum fur den  Studienteii mit  biochemischen
Rezeptornachweis lag  zwischen 1986 und 1992, fur  den
immunhistochemischen Rezeptornachweis zwischen 1990 und dem Jahr 2001.
Alle Daten sind im Rahmen des Brustzentrums am RBK niedergelegt, wobei die
hier vorgelegte Untersuchung Teil der Qualitatssicherung des Brustzentrums
am RBK (Leiter: Prof. Dr. W. Simon) ist. Seit 1986 stimmen die Patientinnen
einer Erfassung ihrer Daten zu. Des Weiteren ist die Datenerfassung
standardisierte Pflicht der jeweiligen Brustzentren. Die hier erfassten Daten sind
dem Onkologischen Schwerpunkt Stuttgart (OSP) gemeldet, wodurch ein
regelmaliger Abgleich mit den jeweiligen Einwohnermeldeamtern erfolgt. Das
letzte Follow-up fur die hier vorliegenden Daten erfolgte im September 2004
bzw. August 2005. Alle Daten wurden in anonymisierter Form analysiert. Eine

Ruckverfolgung der Daten zu einer Patientin ist nicht mehr mdéglich.
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4.3 Aufarbeitung des Datenmaterials

Die Datenbank, welche fur die vorliegende Arbeit benutzt wurde, ist im Rahmen
des Brustzentrums am RBK niedergelegt. Die erhobenen Daten wurden
anonymisiert und sind lediglich fur den behandelnden Arzt und die
Dokumentationsassistenten einsichtig. Fur jede Patientin wurden sowohl fur
diese Arbeit obligate als auch fakultative patienten-, tumor- und
therapiebezogene Parameter erhoben. Unter anderem wurden die folgenden

Parameter dokumentiert:

= Personliche Daten
= Angaben zu dem behandelnden Hausarzt/Frauenarzt

= Klinische Daten:

Anzahl der Kinder und Schwangerschaften; Alter beim ersten Kind; Stillzeit;
Menarche; Menopause; hormonelle Antikonzeptiva; familiare
Karzinombelastung; Alter bei der Diagnose des Mammakarzinoms; Gewicht

und KorpergroRe; Zweitkarzinome.

» Pathomorphologische Daten:

Tumorlokalisation; histologischer Typ (invasiv ductal, invasiv lobular,
inflammatorisch, sonstiges); Tumorgrofie; Gesamtzahl der entfernten und
Anteil der befallenen Lymphknoten; TNM-Klassifikation; Grading; Ostrogen-
und Progesteronrezeptor (biochemisch - Charcoal Dextran Methode

und/oder immunhistochemisch - Remmele Score).
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» Adjuvante Therapie:

Operative Therapie (Mastektomie, BET, Axilladissektion, sonstiges);
Chemotherapie (Substanz, Dosis/Zahl der Zyklen, Therapiebeginn,
Therapieende); Hormontherapie (Substanz, Dosis, Therapiebeginn,

Therapieende).

= Palliative Therapie:

Chemotherapie (Substanz, Dosis/Zahl der Zyklen, Therapiebeginn,
Therapieende, komplette/partielle = Remission, keine Veranderung,
Progression, Response unbekannt); Hormontherapie (Substanz, Dosis,
Therapiebeginn, Therapieende, komplette/partielle Remission, keine

Veranderung, Progression, Response unbekannt); Strahlentherapie.

= Krankheitsentwicklung:

Rezidiv (ja/nein/nicht bekannt); loko-regionales Rezidiv (ja/nein/nicht
bekannt, Datum); Fernmetastasen (ja/nein/nicht bekannt, Lokalisation:
Lunge/Leber/Knochen/ZNS/sonstige, Datum); Tod (ja/nein/nicht bekannt);
Todesursache (Tumorleiden/sonstige Erkrankung/nicht bekannt).
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4.4 Histopathologische Diagnosen

Anhand der makroskopischen und mikroskopischen Untersuchungen der
operativ entfernten Gewebeproben wurden, nach den Vorschriften der TNM-
Klassifikation der UICC (International Union against Cancer, 1987) und in
Anlehnung an die WHO- Klassifikation®°, die pathomorphologischen Diagnosen
festgelegt. Die Einteilung der TumorgroRe, gemal der TNM-Klassifikation,
erfolgte in 4 Kategorien: T1 (<2 cm), T2 (zwischen 2 und 5 cm), T3 (> 5cm) und
T4 (Tumoren jeder GroRe mit einer direkten Ausdehnung auf Brustwand oder
Haut).

Nach brusterhaltender Therapie bzw. Mastektomie wurden entfernte
Lymphknoten als regionar eingestuft, wenn sie folgende anatomischen

Voraussetzungen erfullten:

» Axillare, ipsilaterale Lymphknoten: interpektorale Lymphknoten,
Lymphknoten entlang der V. axillaris und ihrer Aste mit Unterteilung in
Level | (untere Axilla, lateral des M. pectoralis minor), Level Il (mittlere
Axilla, mit der Lage zwischen dem medialen und laterale Rand des M.
pectoralis minor), sowie der subclavicularen, infraclavicularen oder apical

bezeichneten Lymphknoten.

» |ntramammare Lymphknoten wurden als axillare Lymphknoten

klassifiziert.

= Lymphknoten die an der ipsilateralen A. mammaria interna lokalisiert

waren wurden ebenfalls als regionare Lymphknoten eingestuft.

Jede andere Lymphknotenmetastasierung wurde in Anlehnung an die
Einteilung als Fernmetastasierung angesehen. Der Metastasenstatus wurde als
MO oder M1 verschlusselt. Auch hier erfolgte die Einteilung nach der TNM-

Klassifikation®’. Die inzwischen etablierte Einteilung nach Singletary®® wurde fiir
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diese Arbeit nicht bertcksichtigt, da unser Erfassungszeitraum lediglich bis zum
Jahr 2001 reichte. Die Uberarbeitung von Singletary basiert auf Fortschritten
der Diagnostik und Veranderungen im klinischen Standard gemaly den
Ergebnissen der groRen Studien der letzten Jahre.®®* Wie aus der Tab. 4

hervorgeht sind die wichtigen Neuerungen:
e weitere T1-Stadium Aufteilung,
e die Untergliederung des Lymphknotenbefalls im pNO-Stadium.
Hier werden nun immunhistologisch und molekularbiologisch
nachgewiesene Veranderungen erfasst. Zur Kennzeichnung
wurden die Suffixe sn (Sentinel-LK-Technik), i
(immunhistochemisch) und mol (RT-PCR) eingefuhrt,

o die N-Klassifikation wurde entsprechend revidiert,

e weiterhin wird der Befall supraclavikularer Lymphknoten nicht

mehr als Fernmetastasierung, sondern als pN3c eingestuft.

22



Tab. 4: Postoperative histopathologische Klassifikation (p TNM) nach Singletary SE (2002)

T- Primartumor

pTX

Primdrtumor kann nicht beurteilt werden

pTis

Carcinoma in situ

pTis (DCIS)

intraduktales Karzinom

pTis (LCIS)

lobuldres Carcinoma in situ

pTis (Paget)

M. Paget der Mamille ohne nachweisbaren Tumor;ist der M. Paget kombiniert mit einem nachweisbaren Tumor, wird
entsprechend der GréBe des Tumors klassifiziert

pT1 Tumor </= 2 cm in gréBter Ausdehnung

pT1imic Mikroinvasion >/= 0,1 cm in gréBter Ausdehnung®)

pTla Tumor >/= 0,1 cm bis </= 0,5 cm

pT1b Tumor >0,5 cm bis </= 1 cm

pTic [Tumor >1 cm bis </= 2 cm

pT2 [Tumor >2 cm bis </= 5 cm

pT3 Tumor >5 cm

pT4 Tumor jeder GréBe mit direkter Ausdehnung auf Brustwand oder Haut, soweit unter T4a bis T4d beschrieben

pT4a mit Ausdehnung auf Brustwand, nicht aber den M. pectoralis

pT4b mit Odem (einschlieBlich Apfelsinenhaut) oder Ulzeration der Brusthaut oder Satellitenknétchen der Haut der gleichen
Brust

pT4c Kriterien 4a und 4b gemeinsam

pT4d entziindliches (inflammatorisches) Karzinom

N - Regionare Lymphknoten

pNO keine regiondren Lymphknotenmetastasen, keine zusétzliche Untersuchung nach isolierten Tumorzellen?)

pNX regiondre Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden (zur Untersuchung nicht entnommen oder bereits friiher entfernt)

pNO(i+) histologisch keine regionédren Lymphknotenmetastasen, IHC? positiv

pNO(mol-) histologisch keine regionaren Lymphknotenmetastasen, molekularbiologische Untersuchungen (RT-PCR™) negativ

pNO(mol+) histologisch keine regiondren Lymphknotenmetastasen, molekularbiologische Untersuchungen (RT-PCR) positiv

pN1la Metastasen in 1 bis 3 axilldaren Lymphknoten

pN1b mikroskopischer Befall der durch Sentinel-Lymphknotenbiopsie entdeckten Lymphknoten entlang der A. mammaria
interna, wobei die Lymphknoten nicht klinisch nachweisbar sind

pN1lc Metastasen in 1 bis 3 axilldren Lymphknoten und mikroskopischer Befall der durch Sentinel-Lymphknotenbiopsie
entdeckten klinisch inapparenten Lymphknoten entlang der A. mammaria interna

pN2 Metastasen in 4 bis 9 axillaren Lymphknoten oder Metastasen in klinisch apparenten Lymphknoten entlang der A.
mammaria interna ohne gleichzeitiges Vorhandensein klinisch nachweisbarer axilldrer Lymphknoten

pN2a Metastasen in 4 bis 9 axillaren Lymphknoten (mindestens eine gréBer als 2,0 mm)

pN2b Metastasen in klinisch nachweisbaren Lymphknoten entlang der A. mammaria interna ohne gleichzeitiges Vorhandensein
klinisch nachweisbarer axilldrer Lymphknoten

pN3 Metastasen in 10 oder mehr axillaren Lymphknoten oder in infraklavikuldren Lymphknoten oder in klinisch
nachweisbaren ipsilateralen Lymphknoten entlang der A. mammaria interna bei gleichzeitig mindestens einem befallenen
axillaren Lymphknoten 1 oder bei mehr als 3 befallenen axilldren Lymphknoten und klinisch inapparenten Lymphknoten
entlang der A. mammaria interna 1 oder bei Metastasen in supraklavikuldaren Lymphknoten

pN3a Metastasen in 10 oder mehr axillaren Lymphknoten oder Metastasen in infraklavikularen Lymphknoten

pN3b Metastasen in klinisch apparenten ipsilateralen Lymphknoten entlang der A. mammaria interna bei gleichzeitig
mindestens einem befallenen axillaren Lymphknoten oder bei mehr als 3 befallenen axillaren Lymphknoten und
mikroskopischem Befall der durch Sentinel-Lymphknotenbiopsie entdeckten klinisch inapparenten A.-mammaria-interna-
Lymphknoten

pN3c Metastasen in ipsilateralen supraklavikularen Lymphknoten

1 Unter Mikroinvasion wird ein Eindringen von Karzinomzellen iiber die Basalmembran hinaus verstanden. Kein Invasionsherd darf >0,1 cm in

groBter Ausmessung messen.

2) Als isolierte Tumorzellen werden einzelne Tumorzellen oder Zellhaufen, die nicht gréBer als 0,2 mm sind, bezeichnet, unabhé&ngig von der

Detektionsmethode.

) IHC = Immunhistochemie

4) RT-PCR = reverse transcriptase polymerase chain reaction
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Nach Bestimmung der Tumorgrofle, des Lymphknoten- und Metastasenstatus

erfolgte, entsprechend der TNM-Klassifikation, die 4-Stufen-Stadiengruppierung:

> Stadium | (T1 NO MO),

> Stadium Il A-B (T1 N1 MO, T2 NO MO, T2 N1 MO, T3 NO MO),

> Stadium Il A-B (T1/T2 N2 MO, T3 N1/N2 MO, T4 N1/N2/N3 MO,
T1/T2/T3/T4 N3 M0) und

> Stadium IV (T1/T2/T3/T4 NO/N1/N2/N3 M1).

Zur Beurteilung des Malignitatsgrades des Mammakarzinoms wurde neben dem
histologischen Typ auch der histopathologische Differenzierungsgrad festgelegt.
Die Differenzierungseinstufung (Grading) eines Tumors geschah in einer 3

Stufen Scalierung:

» G1 (gut differenziert),
» G2 (maRig differenziert) sowie
» G3 (schlecht differenziert).

Die Unterteilung erfolgte unter Beriicksichtigung der von Bloom und Richardson®*
vorgeschlagenen Kriterien nach der Auspragung der Entwicklung tubularer
Strukturen, der Kernpolymorphie und der Mitoserate. In einigen Fallen erfolgte
die Differenzierung entsprechend dem Summenscore nach Elston und Ellis®.

Beide Scores sind weitgehend deckungsgleich.
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4.5 Bestimmungsmethoden des Ostrogen- und
Progesteronrezeptors

Vor Uber 30 Jahren wurde der Nachweis von Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren in Gewebeproben menschlicher Mammakarzinome als
Indikator fur eine eventuell noch vorhandene Hormonabhangigkeit individueller
Tumoren herangezogen.®®

Initial erfolgte die Rezeptorbestimmung biochemisch Uber Liganden-
Bindungsassay. Inzwischen wurde die biochemische Methode durch die
immunhistochemische Bestimmungsmethode weitgehend verdrangt. Dies gilt
sowohl fiir den Ostrogenrezeptor als auch fiir den Progesteronrezeptor. In allen
Konsensusempfehlungen und Leitlinien gehoért die immunhistochemische ER-
und PR-Bestimmung obligatorisch in die Primardiagnostik und, sofern Gewebe
verfugbar ist, auch in die Rezidivdiagnostik.

Seit mehreren Jahren wurden am Institut fur Pathologie des RBK zwei
verschiedene Methoden zur Bestimmung der Hormonrezeptoren an
Mammakarzinomgewebe angewendet. Einerseits der immunhistologische
Nachweis von Ostrogen- und Progesteronrezeptoren an Gefrier- oder
Paraffinschnitten, andererseits die biochemische, quantitative Analyse der
Rezeptoren an Homogenaten von Frischgewebe mit der Dextran-Coated
Charcoal (DCC) Methode.

Die ersten verfligbaren monoklonalen Antikérper gegen die Hormonrezeptoren
(ER-ICA und PR-ICA) lieRen sich nur auf Frischgewebe einsetzen, doch
zunehmend kamen auch Antikdrper auf den Markt, die auf den Schnitten von
Formalin-fixiertem, Paraffin-eingebettetem Gewebe angewendet werden
konnten. Die Eigenschaften sowie Vor- und Nachteile der jeweiligen Methoden

werden in den folgenden Kapiteln kurz beschrieben.
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4.5.1 Immunhistochemische Bestimmungsmethode

Mit der immunhistochemischen Methode erfolgt der direkte Nachweis des
nuklearen Rezeptorproteins mittels monoklonalen Antikorpern. Diese Methode
erfasst die in der Gewebeeinheit enthaltenen Rezeptorproteine unabhangig von
der Menge des zur Verfligung stehenden Untersuchungsgutes.

Es kamen Uber die Jahre verschiedene immunhistochemische Verfahren zur

Anwendung. Zwei von diesen werden nachfolgend beschrieben:

a) ABC-Technik
b) EnVision Verfahren .

4.5.1.1 ABC-Technik

Die ABC-Technik (Avidin-Biotin-Peroxidase Verfahren nach Hsu et al. 1980) ist
eine 3-Schritt immunhistochemische Farbereaktion. Diese Methode ist an
Paraffinschnitten, Kryoproben und Zytologie-Ausstrich-Praparaten anwendbar.
Der Primarantikorper wird nach einer eigenen ISO 9000 Vorschrift entsprechend
austitriert und dem biotinylierten Sekundarantikérper zugefuhrt. Nach dem
Prinzip der Sandwichtechnik entsteht der ABC Komplex, der mit Diamiobenzidin
und Wasserstoffperoxid detektiert wird. Zum Schluss erfolgt eine Hemalaun
Gegenfarbung. Die Auswertung hat im Regelfall unter Bertcksichtigung sowohl
einer Positiv- (z.B. Cytokeratinnachweis) als auch den Negativkontrollen, d.h.
Auslasskontrollen der einzelnen Schritte, zu erfolgen. Dem Datenblatt des
Primarkorpers ist das Kontrollgewebe anzupassen. Die Auswertung erfolgt unter
dem Lichtmikroskop in Anlehnung an Remmele Score mit Angabe eines
semiquantitativen IRS-Wertes, welcher im Kapitel 4.6 ausfihrlich beschrieben
wird. Fir den immunzytochemischen Nachweis der Ostrogenrezeptoren wird der
monoklonale, Maus-anti humane Ostrogen o Klon 1D5 angewendet und fir den
Nachweis der vorhandenen Progesteronrezeptoren der monoklonale Maus-anti

humane Progesteronrezeptor Klon PgR 636.
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4.5.1.2 EnVisio-Detektionssystem

EnVision ist ein 2-Schritt-Detektionssystem mit einer héheren Sensitivitat im
Vergleich zu den 3-Schritt-Farbemethoden. Der Nachweis von Antigenen in dem
Gewebe sowie zytologischen Praparaten gelingt mittels einer Immunperoxidase
Technik. Durch das gleichzeitige Vorhandensein von Sekundarantikérpern und
eines Enzymmolekils an einer gebrauchsfertigen Polymerkette (auf
Dextranbasis) reduziert sich der Zeitaufwand, da ein Inkubationsschritt entfallt.
Die Methode ist mit Primarantikdrpern der Spezien Maus/Ratte und Kaninchen
anwendbar. Als Enzym wird die Peroxidase oder die alkalische Phosphatase
verwendet. Die Konjugate funktionieren auch ohne Avidin-Biotin-Bricke, wodurch
endogenes Biotin als Mdglichkeit einer falsch positiven Reaktion ausscheidet.
Der Einsatzbereich dieser Methode ist an Paraffinschnitten und zytologischen
Aufarbeitungen. Das Zielantigen in diesem Gewebe wird mit dem
Primarantikérper markiert und mit Hilfe der Sekundarantikorper dargestellt.

Die Grundlagen dieses Messprinzips sind wie folgt:

1) Entdeckglasung
(Xylol-absteigende Alkoholreihe-HCI Alkohol)

2) Entparaffinisierung

(in Neoclear sowie in 96% und 70% Ethanol und 100% Isopropranol )

3) Vorbehandlung
(Dako Target Retrieval Solution mit Aqua dest. 1:10 verdinnen und 20

Min. vorwarmen)

4) Antigendemaskierung
(Hitzedemaskierung, Proteolysevorbehandlung oder Hitzedemaskierung

und Proteolyse)
5) Einsatz des Pimarantikdrpers
6) Envision Dextran Polymer Peroxidase Technik

7) Entwicklung des Farbsignals mit DAB/H202.
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In Abhangigkeit des Materialtyps, welcher zu untersuchen ist, wird die
Bestimmungsmethode modifiziert. Die Durchfiuhrung der Immunhistochemie
erfolgt mit dem Dako Autostainer, einem automatischen Gerat zur Anfertigung
von immunhistochemischen Schnitten. Alle Inkubationsschritte werden
protokolliert. Nach dem Farbeabschluss erfolgt die Gegenfarbung am Leica Jung
Autostainer, gefolgt vom Eindecken der Praparate im Neoclear. Samtliche

Farbeprotokolle werden auf Plausibilitat gepruft.

4.5.2 Bestimmung des Ostrogen- und Progesteronrezeptors
mit der DCC-Methode

In der vorliegenden Arbeit wurde fiir den biochemischen Nachweis der Ostrogen-
und Progesteronrezeptoren die Dextran-Coated-Charcoal- Methode (DCC)
angewendet. Die DCC-Methode wurde auch in einer Publikation von 1989 durch
Tuczek und Mitarbeitern beschrieben.®” Mit Hilfe dieser Methode wird die
Kapazitat freier Rezeptoren fur Tritium-markiertes Steroid im Zytosol erfasst. Die
fur diese Arbeit bendtigte DCC-Steroidrezeptorbestimmung wurde in einem
externen Labor durchgeflihrt (Labor Limbach, Heidelberg). Flr die biochemische
Untersuchung wurde das Frischmaterial des Tumorgewebes von einer
Mindestmenge von 0.2 - 0.5 g, ohne Binde- oder Fettgewebe, erforderlich. Zur
Bestimmung der totalen Hormonbindung wird bei diesem Verfahren mit Tritium
radioaktiv markiertes Steroidhormon in steigenden Konzentrationen von 0,4 nMol
bis 8 nMol eingesetzt. Um die unspezifische Bindung zu ermitteln, wurden zur
jeweiligen Konzentration des mit Tritium radioaktiv markierten Steroids
Paralleluntersuchungen bewerkstelligt, die zusatzlich zum markierten Hormon
einen mindestens 100-fachen Uberschuss an unmarkiertem Steroid enthielten.
Zur Abtrennung des freien Steroids wurde nach Ablauf der Inkubationszeit mit
Dextran beschichtete Kohle verwendet.

Nach dem Abzentrifugieren der Kohle wurde die Radioaktivitat im Uberstand
gemessen. Im weiteren Ablauf wurden die Proben mit der Szintillatorlésung
aufgeflillt und die Gesamtaktivitat in einem R-Szintillationsmessgerat (Betazin)

gemessen. Die ,Spezifische Bindung®“, welche Rezeptorenbindung genannt wird,
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ist die Differenz zwischen totaler und unspezifischer Bindung. Diese entspricht
dem Steroidrezeptorgehalt im Tumorzytosol.

Aus der Bindung radioaktiv markierter Liganden wird auf den Ostrogen- und
Progesteronrezeptorgehalt geschlossen und dieser als fmol je mg Protein
angegeben. Dieses Bestimmungsverfahren entspricht dem Standardprotokoll der
European Organisation for Research and Treatment of Cancer®®. Ein
Rezeptorgehalt von groRer oder gleich 20 fmol/mg Protein wird als positiv

angesehen.?’

4.6 Immunhistochemische Auswerteverfahren

Durch den Antikorper zeigen markierte Zellen ein nukleares Farbmuster. Positiv
reagierende Zellkerne zeigen eine dunkelgelbe bis braune Anfarbung, die durch
eine unterschiedliche Farbeintensitat wie auch durch eine homogene oder
heterogene Expression gekennzeichnet sein kann. Die rezeptornegativen
Karzinome weisen nur schattenhaft sichtbare, blasse Kerne auf. Eine
beobachtete zytoplasmatische Markierung wird als nicht spezifisch angesehen.

In Verbindung mit humanem Mammakarzinomgewebe wird in der Literatur eine
Vielzahl von Farbungsskalen fur die ER- und PR-Positivitat beschrieben.

Die verschiedenen Histoscores bewerten die Anzahl der positiven (gefarbten)
Zellen und ihre Farbeintensitat. Fur unsere Untersuchungen wurde der, in
Deutschland bliche, Immunreaktive Score nach Remmele®® angewendet. Eine
der alternativen Scoremdglichkeiten ist der Allred Score. Im folgenden Text

werden diese zwei Auswertemethoden detailliert dargestellit.
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4.6.1 Auswertungsmethode nach Remmele und Stegner

FUr eine einheitliche Formulierung des Untersuchungsbefundes wurden bei der
Auswertungsmethode nach Remmele und Stegner®® als Faktoren die
Farbeintensitat (,staining intensity®; SI) und der Prozentsatz der positiven Zellen
(PP) vorgeschlagen, deren in Punktwerte Ubertragenes Produkt, den

Immunreaktiven Score (IRS) ergibt.

Abb. 4: Semiquantitative Auswertungsmethode nach Remmele und Stegner

Anzahl positiver Zellen (PP)

Keine positiven Kerne nachweisbar 0
Weniger als 10% positive Zellen (Kernféarbung) 1

10-50% positive Zellen (Kernfarbung)
51-80% positive Zellen (Kernfédrbung)

Mehr als 80% positive Zellen (Kernfdrbung)

4
Férbeintensitit (staining intensity = SI)

Keine Farbung nachweisbar

o
Geringe Farbeintensitéit der Kerne 1
MaBige Farbeintensitat der Kerne 2

3

Starke Farbeintensitait der Kerne

Bewertung des immunreaktiven Scores Score
(IRS=SI * PP)-OSP Stuttgart

Negativ 0
1
2
3
4
Positiv 6
8
9
12
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Bei diesem Histoscore werden die Werte fur Farbeintensitat (0-3) und
Prozentsatz positiver Zellen (0-4) miteinander multipliziert, wobei fur die
Farbeintensitat der vorherrschende Intensitatsgrad ausschlaggebend ist.

Der immunreaktive Score kann einen Wert von 0-12 betragen, wobei die Werte
5, 7, 10 und 11 rechnerisch nicht mdglich sind. Der Score 0-1 gilt als negativ und
der Score 2-12 als positiv. Diese Festlegung wurde vom OSP Stuttgart willklrlich
festgelegt. Alternative Auswerteverfahren wurden beschrieben, fanden aber in
der hier vorliegenden Arbeit keine Berucksichtigung, da samitliche
immunhistochemische Auswertungen auf dem Remmele Score beruhten. Eine
dieser alternativen Auswertemethoden, der sog. Allred Score, wird im nachsten

Kapitel kurz vorgestellt.

4.6.2 Der Allred Score

Dieser Score ist eine einfache, numerische Konstruktion welche aus der Summe
zweier Variablen entsteht. Die Variablen sind die gleichen wie bei dem oben
beschriebenen Score nach Remmele und Stegner: Anzahl der positiven Zellen

und durchschnittliche Farbeintensivitat.

Abb. 5: Auswerteverfahren nach Allred

Anzahl positiver Zellen

Keine positiven Kerne nachweisbar 0
Weniger als 1/100 positive Zellen 1
1/100 - 1/10 positive Zellen 2
1/10 - 1/3 positive Zellen 3
1/3 - 2/3 positive Zellen 4

Mehr als 2/3 positive Zellen 5

Farbeintensitat

Keine Farbung nachweisbar
Geringe Féarbeintensitit der Kerne

MiéBige Farbeintensitit der Kerne

W N = O

Starke Farbeintensitat der Kerne
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Die erste Variable (die Anzahl der positiven Zellen) kann einen Wert zwischen 0
und 5 haben. Die zweite Variable (Farbeintensitat) hat die Werte zwischen 0 und
3. Die detaillierte Darstellung ist Abb. 5 zu entnehmen.

Wahrend beim Remmele Score die Prozentklasse mit der Intensitatsklasse
multipliziert wird, werden beim Allred Score® die Prozentklasse und die
Intensitatsklasse addiert. Somit ergibt sich ein Maximalwert von 12 beim
Remmele Score und 8 beim Allred Score. Bei Allred-Score-Werten >2 werden

die Tumoren als rezeptorpositiv eingestuft.

Eine Umrechnung beider Scores ist nur bedingt moglich. Da zudem in den OSP
und RBK Datenbanken lediglich die Angaben des Remmele Scores oder die
Angabe ,Rezeptor positiv‘ oder ,Rezeptor negativ® hinterlegt sind und nicht die
Farbintensitat oder der Prozentsatz gefarbter Zellen, muss fir unsere Analysen

allein auf den Remmele Score zurtickgegriffen werden.

4.7 Methodenvergleich

Fur die Gegenuberstellung beider Nachweismethoden (biochemische versus
immunhistochemische Nachweismethode) standen 13 doppelt ausgewertete
Gewebeproben zur Verfugung. Hier konnten die Werte des Remmele Scores mit
den DCC- Werten verglichen werden. Zur Gegenuberstellung wurde eine lineare

Regression durchgefuhrt.
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4.8 Statistische Verfahren

Fir die statistischen Auswertungen wurden folgende Verfahren eingesetzt:

s Student t-Test bei Normalverteilung
% Chi-Test fir ordinale Werte

+ Kaplan- Meier-Test

% Log-rank-Test

% Breslow-Test

s Cox-Regressionsanalyse

+ Binare logistische Regression

«» Lineare Regression

+ Multiple Regression

s Kappa Statistik

Die Beurteilung der Kaplan-Meier-Kurven erfolgte mit dem Log-rank Wert. Nur
gelegentlich wird zur besseren Erfassung friher Unterschiede auf den Breslow-
Test zuruckgegriffen.

In der Uberlebenszeitanalyse wurden als KerngréRen des Therapieerfolgs der
OS (overall survival) und/oder der EFS (event-free-survival) berechnet.

Overall survival (OS), das Gesamtiiberleben, ist die Uberlebenszeit gerechnet
vom Zeitpunkt der Diagnosestellung/Therapiebeginn bis zum Eintritt des Todes.
Event-free-survival (EFS), das krankheitsfreie Uberleben, ist die Uberlebenszeit
vom Zeitpunkt der Diagnosestellung/Therapiebeginn bis zum Eintritt des
Ereignisses (Lokalrezidiv, Fernmetastase oder Tod).

Fir die statistische Auswertung missen dabei die Todesfalle aus unbekannter
Ursache als Tumortodesfalle gewertet werden. Lediglich die 2,3% der Todesfalle,
die bei der Datenerhebung fur diese Doktorarbeit sicher nicht dem Tumorleiden
zuzurechnen waren, konnten fur diese Arbeit als ,censored” gewertet werden. Da
bei fehlenden Obduktionsberichten und einer insgesamt niedrigen

Obduktionsfrequenz in Deutschland eine verlassliche Todesursache haufig nicht
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anzugeben war, wurde jeder Todesfall aus unbekannter Ursache als
tumorbedingt gewertet.

In der deskriptiven Statistik, die in der Medizin am meisten gebrauchlich ist,
werden die Kennziffern der zentralen Tendenz sowie der Variabilitat angewendet.
Die Malde der zentralen Tendenz sind neben dem Mittelwert, dem Median und
dem Modalwert die Kennziffern Skewness und Kurtosis. Wegen seiner
Genauigkeit wird der Mittelwert (das arithmetische Mittel) Ublicherweise bei
statistischen Berechnungen bevorzugt, aber die Extremwerte flieBen in seine
Berechnung mit ein. Hingegen bestimmt der Median den ,Mittelpunkt® einer
Verteilung und wird durch ,Ausreil3er weniger stark beeinflusst.

Der Modalwert ist der am haufigsten beobachtete Wert im Datenkollektiv und
wird in der Praxis kaum verwendet.

Skewness (die Schiefe) ist ein Mall der symmetrischen Verteilung der
beobachteten Werte (Daten) um den Mittelwert. Eine exakte Normalverteilung
hat die Skewness von 0. Liegt der Gipfel einer Verteilung links oder rechts des
Gipfels einer Normalverteilung, so wird diese Werteverteilung als schief
gekennzeichnet. Ist das Mal® der Skewness positiv, wird die Verteilung als
rechtsschief (oder linkssteil) bezeichnet und der flache Teil der Verteilungskurve
liegt rechts vom Modalwert. Dabei gilt: Modalwert > Median > arithmetisches
Mittel. Ist das Mal der Skewness negativ, wird die Verteilung als linksschief
(oder rechtssteil) bezeichnet und der flache Kurventeil liegt links vom Modalwert.
Dabei qilt: arithmetisches Mittel < Median < Modalwert.

Kurtosis (die Walbung) ist ein Mal} fur die Steilgipfligkeit einer Verteilung und
zeigt, wie spitz oder flach die Verteilung (Kurve) der beobachteten Werte (Daten),
im Vergleich zu einer Normalverteilung, ist. Eine Normalverteilung hat die
Kurtosis von 0. Ist das Mal} der Kurtosis positiv, ist die Verteilung schmalgipfliger
als eine Normalverteilung, die Verteilungskurve ist steiler als die Kurve der
Standardnormalverteilung. Ist das Mal} der Kurtosis negativ, ist die Verteilung
breitgipfliger (plateauartiger) als die Normalverteilung, die Verteilungskurve ist
flacher als die Kurve der Standardnormalverteilung. Wie oben schon erwahnt,
sind fur die Beschreibung einer Verteilung neben den Kennziffern der Tendenz

auch die Male der Variabilitat erforderlich.
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Fir die Einschatzung der Streubreite der Messwerte um den Mittelpunkt werden
die Malizahlen Range, Varianz und Standardabweichung angewendet.

Range bezeichnet den Streuungsbereich und wird als Differenz des hochsten
und des niedrigsten Wertes errechnet. Aufgrund der Beeinflussbarkeit durch die
Extremwerte wird die Range selten in der Praxis verwendet.

Als ein Mal flir die Streuung der Variablen um den Mittelwert sind die Varianz
und die Standardabweichung gebrauchlicher.

Die Varianz entspricht der mittleren quadratischen Abweichung der Messdaten
vom Mittelwert. Im Unterschied zu Varianz, die einer quadratischen Dimension
entspricht, hat die Standardabweichung die gleiche Einheit wie die
Ursprungsdaten und wird als Quadratwurzel der Varianz berechnet.

Der p-Wert ist die Wahrscheinlichkeit, dass eine Differenz zwischen zwei
Gruppen zufallsbedingt gleich grof3 oder grofder ist als beobachtet, in der
Annahme, dass die Nullhypothese stimmt. Das Signifikanzniveau wurde auf
p<0,05 (signifikant) und p<0,001 (hoch signifikant) festgelegt. Damit ware im
ersten Fall eine an sich richtige Nullhypothese nur in 5% der Falle mit den
angegebenen Werten vereinbar, im zweiten Fall liegt der Wert bei 0,1%.°’

Zum Vergleich zweier angewendeter Untersuchungsmethoden bei numerischen
Werten, wurde eine lineare Regression durchgefuhrt. Das Mal} der Abhangigkeit
beider Grollen ist der R-Wert. Der Wert R=1 bedeutet eine perfekte
Ubereinstimmung.

Bei normalisierten Parametern wurde der Chi>-Test eingesetzt um die sog.
,erwartete Haufigkeit® und die ,beobachtete Haufigkeit® miteinander zu
vergleichen.

Die Daten wurden teilweise als Excel Datenbanken bearbeitet. Weiterhin wurde
auf die Datenbanken des OSP Stuttgart (Kratzdur) zurlckgegriffen. Die
Auswertungen erfolgten in S-Plus (Version 6.1) und R-Programmiersprache®.

Es ist noch zu bemerken, dass in einigen Analysen die Gesamtsummen kleinere

Unstimmigkeiten aufweisen, die durch Fehlwerte bedingt waren.
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4.9 Qualitidtskontrolle

4.9.1 Tissue Microarray Auswertung

Als Teil der Qualitatskontrolle wurden Nachauswertungen von Originalschnitten
als ,tissue slices” (Tissue Microarray) von Mammakarzinomen ermittelt. Mit
dieser Methode werden bis zu mehrere hundert unterschiedliche Gewebeproben
auf einem einzigen Glas-Objekttrager aufgereiht ("arrayed"). Dadurch, dass
Tissue Microarray die gleichzeitige Analyse von vielen Gewebeproben
ermoglicht, wird der zeitliche sowie finanzielle Aufwand (z.B. fur die Antikorper)
reduziert. Gleichzeitig ist es mit Hilfe dieser Technik mdglich, eine parallele
Untersuchung der Gewebeproben unter gleichen Bedingungen und ohne
Variabilitdt in der Farbung durchzufihren. Diese Methode wurde urspriinglich von
Kallioniemi und Sauter®™ etabliert. Beim Gewebe-Array ist jede Position des
Arrays eindeutig durch seine Koordinaten charakterisiert. Die Spotgrof3e der

Gewebe auf dem Array betragt gewohnlich zwischen 0.6 und 1.2 mm.

4.9.2 Zweitauswertung an archivierten Paraffinschnitten fur
den Ostrogen- und Progesteronrezeptor

Um die Verlasslichkeit der Ursprungsauswertung der Steroidrezeptoren zu
Uberprifen, wurden aus dem Studienkollektiv jeweils 60 Ostrogen- und
Progesteronfarbungen zufallig ausgesucht und neu ausgewertet. Mit Anwendung
der linearen Regression, nach der Methode der kleinsten Quadrate flr das
Abstandsmalfd, wurden die neuen Auswertungen mit den Ursprungsdaten
verglichen. Es wurden die intraobserver (ER1 versus ER2 bzw. PR1 versus PR2)
sowie zwei interobserver (ER2 versus ER3 bzw. PR1 versus PR2) Variabilitaten

errechnet.
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5 Ergebnisse

5.1 Das Patientenkollektiv

Als Grundlage fur die vorliegende Doktorarbeit wurden 1139 Patientinnen
berlcksichtigt, bei denen im Zeitraum 1986 bis 2001 ein histologisch gesichertes
Mammakarzinom diagnostiziert wurde. Die Patientinnen sind teilweise auch am
Marienhospital in Stuttgart behandelt worden. Die Mehrheit des Kollektivs
entstammt jedoch dem Standort Robert-Bosch-Krankenhaus Stuttgart. Die
Patientenzusammensetzung zwischen den beiden Kliniken belauft sich auf
1:6,55 (zugunsten des RBK). Eine ausfuhrliche Betrachtung hinsichtlich der

Charakteristika des Patientenkollektivs erfolgt in den nachgelagerten Kapiteln.

5.1.1 Alter der Patientinnen

Wie Tab. 5 zeigt, liegt das Durchschnittsalter der Patientinnen zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose bei 59,83 Jahren. Die jungste Patientin war 28,72 Jahre alt, die
alteste 88,83 Jahre.

Tab. 5: Altersverteilung der Studienpatientinnen

Alter in Jahren |Mittelwert 59,83
SD 12,99
Median 59,27
Range 60,6
Skewness -0,009
Kurtosis 0,151

Wie man aus der Abb. 6 entnehmen kann, ist die Altersverteilung in unserem
Patientenkollektiv eingipflig mit dem Erkrankungsgipfel um die 60 Jahre. Die

Kennziffern einer Verteilungsform, Skewness und Kurtosis, liegen in unserem
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Kollektiv bei -0,009 und 0,151. Die Kurve ist nahezu normal verteilt. Dies zeigt

sich auch anschaulich in der geringen Differenz zwischen Mittelwert und Median.
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Abb. 6: Graphische Darstellung der Altersverteilung im Studienkollektiv

5.1.2 Menopausenstatus zum Diagnosezeitpunkt

Zum Zeitpunkt der Primardiagnose befanden sich 255 Frauen

in der

Pramenopause, 798 waren postmenopausal. Bei insgesamt 86 Patientinnen

fehlte die Information Uber den Menopausenstatus.

Tab. 6: Menopausenstatus zum Diagnosezeitpunkt

Menopausenstatus N %
Primenopausal 255 24,2
Postmenopausal 798 75,8
Fehlwerte 86
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In Tab. 6 sind neben den absoluten Haufigkeiten auch prozentuale Werte
gezeigt. Die Mehrzahl der untersuchten Patientinnen mit Mammakarzinom in
unserem Kollektiv war postmenopausal.

Wir sind des Weiteren der Frage nachgegangen, wie sich, die Verteilung der

Ostrogenrezeptoren in Abhéngigkeit des Menopausenstatus darstellt.

Tab. 7: Ostrogenrezeptor pri- und postmenopausal (nur immunhistochemishe Fiille)

Menopausenstatus
primenopausal postmenopausal
ER negativ 51 103
% 32,9 19,07
ER positiv 104 437
% 67,1 80,93

Aus Betrachtung der Tab. 7 zeigt sich, dass bei der postmenopausalen Frau der

Prozentsatz der ER positiven Falle ansteigt.

Tab. 8: Progesteronrezeptor pri- und postmenopausal (nur immunhistochemishe Fiille)

Menopausenstatus
primenopausal postmenopausal
PR negativ 54 139
% 35,29 25,88
PR positiy 99 398
% 64,71 74,12

Ahnlich wie beim Ostrogenrezeptor, zeigt sich in der Postmenopause eine
Tendenz zur positiven Progesteronrezeptor-Expression. Die postmenopausale
Patientin mit Mammakarzinom ist daher sehr haufig sowohl ER als auch PR

positiv.
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5.1.3 TNM-Status

Die einzelnen Verteilungen im Patientenkollektiv hinsichtlich des TNM-Status und

Stadium der Erkrankung zum Zeitpunkt der Primardiagnose ist Tab. 9 zu

entnehmen.

Tab. 9: TNM-Klassifikation im Studienkollektiv

Variable N %
Stadium 1 300 26,8
/4 614 54,9

I 155 13,8

Vi 50 4,5
Fehlwerte 20 -
T 1 399 35,3
2 547 48,4

3 85 7,5

4 99 8,8
Fehlwerte 9 -
N NO 543 52,2
NI 441 42,4

N2-N3 56 5,4
Fehlwerte 99 -
M Mo 931 93,9
Ml 60 6,1
Fehlwerte 148 -

Wie Tab. 9 zeigt, dominieren im Kollektiv die Stadium Il Patientinnen (T1 N1 MO,

T2 NO MO, T2 N1 MO, T3 NO MO).
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5.1.4 Tumorgrading und Histologie der Karzinome

Anhand von postoperativen histopathologischen Untersuchungen am entfernten
Brustgewebe wurde der histologische Typ und Differenzierungsgrad des
primaren Mammakarzinoms bestimmt. Die folgenden Tabellen zeigen die

Verteilung im Studienkollektiv diesbezuglich.

Tab. 10: Verteilung der Karzinome nach dem histologischen Typ

Histologischer Typ N %
Invasiv-ductal 480 70,1
Invasiv-lobulir 131 19,1
Sonderformen 74 10,8
Fehlwerte 686

Die invasiv- ductalen Karzinome dominieren in unserem Kollektiv. Etwa 19,1%
aller Falle sind der Gruppe der lobularen Mammakarzinome und 10,8% den
Sonderformen zuzuordnen.

In der Datenbank und den vorliegenden Unterlagen, die fiur diese Doktorarbeit
benutzt wurden, konnte bei 686 Patientinnen keine Information Uber eine
eindeutige Tumorhistologie und die Einteilung in invasiv-ductal oder invasiv-
lobular gefunden werden. Der relativ hohe Prozentsatz nicht histologisch
definierter Falle ergibt sich aus dem Umstand, dass von einem Teil der
befundenden Pathologen nicht die WHO-Nomenklatur von 1986 benutzt wurde
(etwa bis 1992).

Tab. 11: Verteilung der Karzinome nach dem Differenzierungsgrad

Differenzierungsgrad N %
Grading Gl 82 7,3
G2 804 71,5
G3 239 21,2
Fehlwerte 14
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Die meisten Patientinnen sind in die Gruppe der massig differenzierten (G2)
Mammakarzinome einzustufen. Bei 14 Patientinnen konnten in den vorliegenden
Unterlagen keine eindeutigen Angaben zum Differenzierungsgrad gefunden

werden.

5.1.5 Postdiagnostische Nachbeobachtung

Nach erfolgter Diagnostik und Primartherapie wurden die Patientinnen in der
Klinik oder bei den niedergelassenen Gynakologen bzw. Hausarzten
nachbetreut. Die Abfrage uUber den weiteren Krankheitsverlauf erfolgte auf

folgenden Ebenen:

% Jahrliche Abfragen des OSP Stuttgart bei den Einwohnermeldeamtern
+» Lokale Dokumentation der RBK Patientinnen am Brustzentrum des RBK

% Nachfrage bei behandelnden Hausarzten.

In  der Nachbeobachtungszeit wurde der Verlauf der Mamma-
karzinompatientinnen hinsichtlich des Uberlebens, des Auftreten von
lokalen/lokoregionalen Rezidiven, der Metastasierung, des Auftreten von

Zweitkarzinomen der Mammae oder sonstigen Zweitkarzinomen dokumentiert.

Die Follow-up Daten ergeben eine mittlere Beobachtungszeit von 65,93 Monaten
(SD 43,76).

Tab. 12: Nachbeobachtungszeit

Follow-up Daten Mittelwert 65,93
(in Monaten) SD 43.76
Median 53,85

Range 209,16

Skewness 0,762

Kurtosis -0,152
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Die graphische Darstellung der in Tab. 12 prasentierten Daten stellt sich in Abb.
7 dar.
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Abb. 7: Das mittlere Follow-up

Das mittlere Follow-up ist eine rechtsschiefe Verteilung mit relativ vielen frih-
zensierten Fallen. Die kurzesten Follow-up-Zeiten sind bei den Frauen zu
verzeichnen, die kurz nach der Brustkrebsdiagnose aus unterschiedlichen

Grunden aus der Nachbeobachtung ausschieden.

Tab. 13: Zeitraum bis zum Event oder Censoring

Zeitraum bis zum Event |Mittelwert 58,75
oder Censoring SD 45,82

(in Monaten) Modiam 4715
Range 202,03

Skewness 0,878

Kurtosis 0,067
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Die langste Nachbeobachtungszeit belief sich auf fast 200 Monate. Fur das
Gesamtkollektiv betragt der Median des Follow-up 53,85 Monate. Fir die
Charakterisierung eines Tumorkollektivs ist der Median besser geeignet als der
Mittelwert. Als weitere Kerngrol3e fur den Therapieerfolg kann das ,event free
survival® gewertet werden. Das mittlere Follow-up des ,overall survival® betragt
etwas mehr als 60 Monate (Tab. 12) und der Zeitraum bis zum Auftreten eines
Rezidivs oder Censoring erreicht nicht ganz 60 Monate (Tab. 13). Der Median
liegt bei 47,15 Monaten.

Tab. 14: Das Auftreten der Rezidive, der Metastasen und der Zweitkarzinome im Krankheitsverlauf

Variable N %
Lokale Rezidive 138 14,97
Fehlwerte 217

Fernmetastasen 209 21,77
Fehlwerte 179

Zweitkarzinom der Mammae 40 -
Sonstige Zweitkarzinome 20 -

Lokale bzw. lokoregionale Rezidive und Fernmetastasen sind mit 15% und
21,7% angegeben. Diese Daten sind allerdings teilweise Uberlappend. Die
Haufigkeit der Zweitkarzinome der Mammae sowie Karzinome anderer Organen
sind in der Datenbank ebenfalls verschlusselt. Diese Angaben erscheinen
allerdings eher zu niedrig und werden daher nicht weiter analysiert, da von einer
ungenigenden Dokumentation ausgegangen wurde. Fur die Zweitkarzinome
aulBerhalb der Brustdrise wurden aus gleichem Grund keine Prozentwerte
angegeben, da die Datenerfassung hier suboptimal erscheint. Die Fehlwerte sind

nicht in den prozentualen Berechnungen enthalten.
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Tab. 15: Die Uberlebensdaten der Studienpatientinnen (N=1139)

Status N %
Lebend 741 70,4
Tot aus unbekannter Ursache 177 16,8
Tod aus Tumorgriinden 111 10,5
Tod aus nicht-Tumorgriinden 24 2,3
Fehlwerte 86 -

Wie aus der Tab. 15 hervorgeht, liegt der Prozentsatz verstorbener Patientinnen

bei 29,6%. Die Todesfalle setzen sich aus drei Kategorien zusammen:

» Kategorie 1 — Mammakarzinom als Todesursache
» Kategorie 2 — Todesursache durch andere Verlaufe

» Kategorie 3 — Todesursache nicht bekannt.

Die durchgefuhrten Berechnungen wurden jeweils mit Zuordnung der Kategorie
2, Todesfdlle als ,event® oder ,censored“ gerechnet. Lediglich 2,3% der

Todesfalle konnten als nicht tumorbedingt zugeordnet werden.

45



5.1.6 Hormonrezeptorstatus

Einer besonderen Beachtung bedarf die Untersuchung der Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren, die nachfolgend ausfuhrlich analysiert werden. In der
hier vorliegenden Arbeit wurden die Ostrogen- und Progesteronrezeptor Werte
fur die statistischen Auswertungen als 0 (Score 0 und 1; negativ) und 1 (Score
22; positiv) verschlusselt. In unserem Untersuchungsgut war die Mehrheit der
Patientinnen ER positiv (71,4% versus 28,6%). 63,7% aller Falle wiesen einen
positiven Progesteronrezeptorstatus auf. In etwa %: der Falle waren die primaren
Mammakarzinome Ostrogen- und Progesteronrezeptor positiv.

Wenn ein c-erbB2-Status vorliegt, und dies war nur in einer Minderheit aller Falle
gegeben (da es sich um eine retrospektive Studie handelt), so waren nur etwa
18,8% dieser Falle im Sinne eines immunhistochemischen Nachweises einer
deutlichen membranésen Proteinexpression positiv. Als positiv wurde ein c-
erbB2-Status gewertet, wenn eine maRige Expression von c-erbB2 in der

Zellmembran vorlag (Score 22).

Tab. 16: Der Hormonrezeptorstatus im Studienkollektiv, N=1139
(ohne Beriicksichtigung der Bestimmungsmethode)

Rezeptorstatus N %
ER ER — 324 28,6
ER + 808 71,4
Fehlwerte 7 -
PR PR - 410 36,3
PR + 719 63,7
Fehlwerte 10 -
c-erbB2 - 155 81,2
+ 36 18,8
Fehlwerte 948 -
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Die meisten Untersuchungen und Berechnungen die wir vorgenommen haben,

wurden in dem immunhistochemischen Kollektiv durchgefihrt.

1%

19%

@ ER+ und PR+
®m ER+ und PR-
0 ER-und PR+
55% 0 ER- und PR-
m Fehlwerte

9%

Abb. 8: Diagramm der Rezeptorverteilung im immunhistochemischen Kollektiv

5.1.7 Ubereinstimmung zwischen den biochemisch und
immunhistochemisch ermittelten Steroidrezeptoren

Von insgesamt 1139 Fallen, die in dieser Arbeit analysiert wurden, kam es bei 13
Fallen zu einer Doppelbestimmung der Steroidrezeptoren. Der Ostrogen- sowie
der Progesteronrezeptor wurden sowohl biochemisch (DCC-Methode) als auch
immunhistochemisch ~ bestimmt.  Eine  Korrelation  zwischen  beiden

Nachweismethoden wird in den folgenden Kapiteln erlautert.
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5.1.7.1 Ostrogenrezeptor

Bei den 13 Fallen mit Doppelbestimmungen lagen jeweils der Remmele Score
und der Charcoal Dextran Wert (biochemische Bestimmungsmethode) vor. Bei
diesen Fallen ergab sich eine ausreichende Korrelation zwischen dem
biochemisch bestimmten ER und dem immunhistochemisch ermittelten Score
(Remmele Score). Es ergab sich ein Korrelationskoeffizient von R=0,586
(p<0,0001). Des Weiteren zeigt sich in diesem Vergleich aber auch, dass sowohl
Werte mit hohem biochemischen Ostrogenrezeptorstatus und relativ niedrigem
Remmele Score vorkommen, als auch umgekehrte Wertepaare. Es besteht somit
eine malRige Korrelation zwischen diesen zwei Bestimmungsmethoden des

Ostrogenrezeptors. Die graphische Darstellung dieser Korrelation ist in Abb. 9

demonstriert.
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Abb. 9: Korrelation zwischen Remmele Score und ER in fmol/mg
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5.1.7.2 Progesteronrezeptor

Auch hier ergibt sich eine Korrelation, die mit einem Korrelationskoeffizient R von
0,813 und einem p Wert von <0,0001 als gut zu bezeichnen ist. Desgleichen wie
bereits beim Ostrogenrezeptor wurden hier nur die Werte analysiert, bei denen
sowohl die biochemischen als auch die immunhistochemischen Bestimmungen
als genauer Messwert vorlagen. Im Gegensatz zu den Verhaltnissen beim
Ostrogenrezeptor ist hier die Korrelation zwischen den beiden
Bestimmungsmethoden deutlich besser. Die graphische Darstellung dieser

Korrelation zeigt sich in Abb. 10.
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Abb. 10: Korrelation zwischen Remmele Score und PR in finol/mg
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5.1.7.3 Ostrogen- und Progesteronrezeptor

Bezieht man die Analysen zusammenfassend nur auf die Ubereinstimmung in

einer positiv/negativ.  Matrix, so ergeben sich noch gunstigere
Ubereinstimmungswerte.

Tab. 17: Ubereinstimmung zwischen biochemisch und immunhistochemisch ermittelten ER-Werten

ER biochemisch
ER <15 fmol/mg >15 fmol/mg
immunhistochemisch
Remmele score < 2 3 0
Remmele score > 2 0 10
Chi*=1

Tab. 18: Ubereinstimmung zwischen biochemisch und immunhistochemisch ermittelten PR-Werten

PR biochemisch
PR <15 fmol/mg >15 fmol/mg
immunhistochemisch
Remmele Score <2 4 0
Remmele Score > 2 0 9
Chi%=1

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass die biochemischen und
immunhistochemischen Verfahren bei der Feinanalyse (fmol/mg Protein versus
Remmele Score) eine maRige Ubereinstimmung ergeben. Wenn man die
Einteilung in positiv/negativ Entscheidungen zurickflhrt, ist die Ubereinstimmung

zwischen beiden Bestimmungsverfahren vollstandig.
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5.2 Ergebnisse der Qualitatskontrolle

5.2.1 Mikrotissue Auswertung

Als Teil der Qualitatskontrolle wurden dazu Nachauswertungen als ,tissue slices*
(Tissue Microarray) von Mammakarzinomen ermittelt. Der Korrelationskoeffizient
fur die Mikrotissuauswertung des Ostrogenrezeptors betrdgt in unserer

intraobserver Kontrolle 0.8398809. Die Korrelationskurve wird in folgender Grafik

abgebildet.
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Abb. 11: Korrelationskurve der intraobserver Variabilitiit der ER-Bestimmung
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Far die Korrelationskurve der Abb. 11 ergaben sich folgende statistische Werte:

o Residual standard error: 29.18 on 81 degrees of freedom,
o Multiple R-Squared: 0.7054,

o F-statistic: 193.9 on 1 and 81 degrees of freedom und

o p-Wert=0.

Es kann somit von einer sehr guten Ubereinstimmung bei wiederholter
Bestimmung des Ostrogenrezeptors durch einen erfahrenen Untersucher

ausgegangen werden.

5.2.2 Zweitauswertung des Ostrogen- und
Progesteronrezeptors

Wie schon im Kapitel 4.9.2 beschrieben, wurde die Verlasslichkeit der
Ursprungsauswertung in Bezug auf die Steroidrezeptoren uberpruft, indem aus
dem Studienkollektiv jeweils 60 Ostrogen- und Progesteronfarbungen an
archivierten Paraffinschnitten zufallig aufgesucht und neu ausgewertet wurden.
Mit Anwendung der linearen Regression wurden die neuen Auswertungen mit
den Ursprungsdaten verglichen und eine intraobserver (ER1 versus ER2 bzw.
PR1 versus PR2) sowie zwei interobserver (ER2 versus ER3 bzw. PR1 versus
PR2) Variabilitadten errechnet. Die entscheidende Aussage diesbezlglich ist die
Formel der Regressionsgeraden, welche fir den Ostrogenrezeptor bei der

intraobserver Auswertung wie folgt lautet:
IRS-ER1 = 0,7545 x IRS-ER2 + 2,143 mit R=0,7567.
Fir den Progesteronrezeptor ergibt sich folgende Formel:

IRS-PR1 =0,6516 x IRS-PR +2,78 mit R= 0,6809.
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Fir die interobserver Auswertung ergeben sich folgende Formeln der

Regressionsgeraden fir den Ostrogenrezeptor mit entsprechenden R-Werten:
IRS-ER1=0,7609 x IRS-ER3 + 1,0708 mit R= 0,7802

sowie
IRS-ER2= 0,644 x IRS-ER3 — 0,2522 mit R=0,7801.

11

ER2

Abb. 12: Plot der interobserver Auswertung ERI versus ER2

FUr den Progesteronrezeptor ergeben sich folgende Formeln:
IRS-PR1=0,8652 x IRS-PR3 + 0,830 mit R= 0,8637

sowie
IRS-PR2=0,7649 x IRS-PR3 + 0,0721 mit R=0,7307.
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Abb. 13: Plot der interobserver Auswertung PRI versus PR3

Bei den oben aufgefuhrten Auswertungen fur den ER und PR lagen die R-Werte
im Mittel bei 0.77 fur den Ostrogenrezeptor und bei 0.76 fir den
Progesteronrezeptor. Beide immunhistochemischen Nachweismethoden, sowonhl
die des Ostrogen- als auch fiir die des Progesteronrezeptors, sind daher gut
reproduzierbar, sowohl hinsichtlich der intra- als auch der interobserver
Variabilitdt. Zusammenfassend kann man also davon ausgehen, dass die

immunhistochemische Bestimmungsmethode gut reproduzierbar ist.
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5.3 Prognose der Studienpatientinnen in
Abhangigkeit von konventionellen
Prognosefaktoren

Im Folgenden wird der Einfluss der im Studienkollektiv erhobenen Daten auf das
Gesamtuberleben hin untersucht. Die histopathologischen Eigenschaften des
Studienkollektivs und statistische Werte hinsichtlich des OS sind in der Tab. 19

zusammengefasst.

Tab. 19: Zusammenhang zwischen histopathologischen Daten und Gesamtiiberleben (N=1139), ohne
Beriicksichtigung der Bestimmungsmethode

Variable N % Log rank p
Stadium 1 300 26,8 269,16 <0,0001
I 614 54,9
i1 155 13,8
Vi 50 4,5
Fehlwerte 201 -
N NO 543 52,2 170,11 <0,0001
N1 441 42,4
N2-N3 56 5,4
Fehlwerte 99 -
T Tl 399 35,3 128,79 <0,0001
12 547 48,4
T3 85 7,5
T4 99 8,8
Fehlwerte 9 -
M Mo 931 93,9 207,74 <0,0001
Ml 60 6,1
Fehlwerte 148 -
Grading Gl 82 7.3 27,59 <0,0001
G2 804 71,5
G3 239 21,2
Fehlwerte 14 -
invasiv ductal 480 70,1 1,55 0,67
invasiv lobulir 131 19,1
Sonderformen 74 10,8
Fehlwerte 686
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Aus den Log-rank Werten und berechneten Irrtumswahrscheinlichkeiten sind
hoch signifikante Zusammenhange zwischen dem Stadium, der Tumorgrofe,
dem nodalen Status, der M-Einteilung und dem Grading in Hinblick auf das
Gesamtuberleben anzunehmen. Demnach sagen diese Parameter mit sehr
hoher Signifikanz die Prognose eines Mammakarzinoms univariat voraus. Die
Analyse des Uberlebens in Hinblick auf den Nodalstatus ergab eine statistisch
signifikant héhere Uberlebenswahrscheinlichkeit fir nodalnegative Patientinnen.
Hinsichtlich des Uberlebens ergab sich aus den vorliegenden Daten fir die
TumorgroRe ein statistisch signifikanter Zusammenhang.

Die in der folgenden Abb. 14 dargestellte Abhangigkeit des Uberlebens vom
Stadium ist hoch signifikant und geht mit einem Log-rank Wert von > 200 einher.

Survival Functions

Stadium nach WHO
— 1,00
—— 2,00
3,00
— 4,00
-+ 1,00-censored
- 2,00-censored
3,00-censored
-+ 4,00-censored

o
>
|

o
S
|

0,2

—o<=—<="cw®mw IO

0,0

[ I [ [ [
0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00
OS in Monaten

Abb. 14: Abhiingigkeit des Uberlebens vom Stadium der Brustkrebserkrankung
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Die Medianwerte des Uberlebens, also die Punkte bei denen 50% der Patienten
des Kollektivs das ,event” erreichen, werden nicht fur die Stadien | und Il erlangt
und belaufen sich in Stadien Ill und IV auf die 68,22 und 27,81 Monate.

Ein weiteres Beispiel aus dieser Gruppe der Prognosefaktoren mit geringerem
Log-rank Wert (27,59) ist der Differenzierungsgrad, welcher aber immer noch
hoch signifikante Uberlebensunterschiede zwischen den drei Gradingstufen

aufweist. Dieses demonstriert die Kaplan-Meier-Analyse in Abb. 15.
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Abb. 15: Grading und Uberleben nach der Kaplan-Meier-Analyse
(Chi*=26,4 on 2 degrees of freedom, p<0,001)

Fir die klinische Bewertung der vorgelegten Ergebnisse ist das 1-, 3-, 5- und 10-

Jahres Uberleben von entscheidender Bedeutung.
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Die aus unserem Datenmaterial nach der Methode von Kaplan und Meier

berechneten Uberlebenswahrscheinlichkeiten bezifferten sich

Kollektiv mit:

1-Jahres OS: 96,78%
3-Jahres OS: 87,65%
5-Jahres OS: 78,67%
10-Jahres OS: 60,89%

(SD +/- 0,012)
(SD +/- 0,022)
(SD +/- 0,029)
(SD +/- 0,044)

in unserem

Die klinischen und biologischen Eigenschaften des Studienkollektivs sowie deren

prognostische Bedeutung in Hinblick auf das Gesamtlberleben werden in

folgender Tabelle dargestelit.

Tab. 20: Zusammenhang zwischen klinischen und biologischen Eigenschaften des Studienkollektivs

und Gesamtiiberleben.

Variable N % Log rank p

ER ER - 324 28,6 1,35 0,2466
ER+ 808 71,4 5,41 (Breslow) 0,02
Fehlwerte 7 -

PR PR - 410 36,3 5,72 0,0168
PR+ 719 63,7 9,12 (Breslow) 0,0025
Fehlwerte 10

c-erbB2 - 155 81,2 10,27 0,0013

+ 36 18,8
Fehlwerte 948 -

Pr[imenopausal 255 24,2 2,73 0,099

Postmenopausal 798 75,8

Fehlwerte 86 -

Alter < Median 9,65 0,0019

>Median
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Nicht signifikant waren die Variablen: Ostrogenrezeptorstatus (bei
Zugrundelegung des Log-rank Wertes), der menopausale Status sowie die
Histologie (invasiv-lobulares oder ductales Karzinom). Dies gilt allerdings nur far
die Langzeitfollow-up Betrachtung. Fir die kurzen Uberlebenszeiten des 3- und
5-dahres OS weist der Breslow-Test signifikante Unterschiede zwischen ER

positiven und ER negativen Gruppen aus.

In der Spalte fur den Log-rank Wert sind bei den Steroidrezeptoren auch die
Breslow Testwerte angegeben, da diese eine statistische Bewertung des frihen
Kurvenverhaltens besser widerspiegeln. Fir das langfristige OS zeigt sich dabei,
dass dem ER im Gegensatz zum PR keine signifikante Bedeutung zukommt. Das
kurzfristige 3- und 5-Jahres Uberleben hangt sowohl vom ER als auch vom PR
Status ab.

Bei der Analyse der Abhangigkeit des Uberlebens vom Menopausenstatus zeigte
der errechnete p-Wert von 0.099 in der Kaplan-Meier Statistik, dass der
Menopausenstatus die Prognose des primaren Mammakarzinoms in unserer

Studiengruppe nicht beeinflusst.
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5.4 Steroidrezeptor als Prognosefaktor, Cut-off
Punkt und alternative Einteilungsmadglichkeiten

Bis jetzt wurde die auf die Steroidrezeptoren bezogene Uberlebensauswertung
nur unter der Berucksichtigung eines rezeptorpositiven oder rezeptornegativen
Status durchgefuhrt. Dabei wurde der Cut-off Punkt der Empfehlung des OSP
Stuttgart folgend bei IRS=2 gewahlt und im Charcoal Dextran Verfahren die
Grenze positiv/inegativ bei 15 bzw. 20 fmol/mg Protein angesetzt. Eine der
Fragen die in dieser Doktorarbeit zu beantworten versucht wurde ist, ob es
andere, far das Uberleben der Patientinnen vorteilhaftere
Einteilungsmdglichkeiten der Steroidrezeptoren gibt. Anders formuliert, wo sollte
man den Cut-off Punkt bei einer binaren Einordnung der Steroidrezeptoren
(positiv oder negativ) setzen? Bringen andere Einteilungen mehr prognostische
Vorteile als bisherige mit dem Cut-off Punkt, der flir den immunhistochemischen
Nachweis bei 22 liegt und im Charcoal Dextran Verfahren 15 bzw. 20 fmol/mg

Protein betragt?

5.4.1 Das Kollektiv der biochemisch ermittelten
Steroidrezeptoren

5.4.1.1 Ostrogenrezeptor

Das hier auftretende Problem ist, ob die biochemische Ermittlung des Ostrogen-
oder Progesteronrezeptors eine Vorhersage der Prognose erlaubt und wie der
Cut-off Punkt zu wahlen ist. Die Frage die sich stellt ist demnach, ob der
biochemisch bestimmte Ostrogenrezeptor eher eine klinische Bedeutung hat,
wenn man den Cut-off Punkt bei 20 fmol/mg Protein setzt, als bei 40 fmol/mg
Protein, oder ob man eine Einteilung in 9 Gruppen, wie nachfolgend dargestellt
(Tab. 21), wahlen sollte.
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Tab. 21: Biochemisch ermittelte Steroidrezeptor, Einteilung in 9 Gruppen

Gruppe Rezeptor in fmol/mg Protein
1 0-15
16-100
101-200
201-300
301-400
401-500
501-600
601-700
>701

o |00 | [N |0 AW N

Wenn man eine Einteilung des Ostrogenrezeptors in 9 Gruppen vornimmt, so ist
der errechnete Chi?=2,2 mit p=0,974. Beim Cut-off Punkt von 40 fmol/mg Protein
sind ebenfalls keine prognostischen Unterschiede zwischen ER positiven und ER
negativen primaren Mammakarzinomen zu bemerken. Die Verhaltnisse bei 20
fmol/mg Protein sind in Abb. 16 dargestellt. Dabei zeigen sich kaum
Uberlebensunterschiede zwischen Patientinnen, deren Ostrogenrezeptorgehalt
kleiner 20 fmol/mg Protein ist zu Patientinnen mit einem Ostrogenrezeptorgehalt
grolRer 20 fmol/mg Protein. Erst nach mehr als 100 Monaten zeigen sich
andeutungsweise  Uberlebensunterschiede zu Gunsten des héheren
Ostrogenrezeptorgehalts. Der Chi2-Wert betragt 0,4 mit p=0.533. Bei der Wahl
eines Cut-off Punkts bei 15 fmol/mg Protein kamen wir zu ahnlichem Ergebnis
(Chi*=0,05; p=0.8254). Wirde man keine Grenze fur den ER festlegen, sondern
ein kontinuierliches Spektrum von biochemisch bestimmten Werten zulassen, so
wiirde der Zusammenhang zwischen dem Ostrogenrezeptor in fmol/mg und der
Prognose durchaus signifikant. Ein solches Vorgehen ist jedoch klinisch nicht

umsetzbar.
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Survival Functions
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Abb. 16: Uberlebensverteilung beim Cut-off 20 fmol/mg fiir das ER

Ob man den Cut-off Punkt bei 15, 20 fmol/mg Protein oder bei 40 fmol/mg
Protein setzt, oder ob man eine Einteilung in 9 Klassen wahlt, der biochemisch
bestimmte Wert des Ostrogenrezeptors ist in unserem Kollektiv ohne klinische
Bedeutung hinsichtlich des Uberlebens (OS). Eine log Transformation der
Messwerte ergibt ebenfalls keine Verbesserung der klinischen Relevanz der
biochemisch ermittelten ER-Werten (Chi?=4,9, p=0,773). Der angegebene p-Wert
gilt fur eine Einteilung in 9 Untergruppen. Zusammenfassend ist eine
biochemische Bestimmung des ER unabhangig vom Cut-off Punkt somit kein
statistisch signifikanter Prognosefaktor. Lediglich bei einer Betrachtung des ER
als diskrete Variable ergibt sich ein hoch signifikanter Zusammenhang zwischen

hohem ER in fmol/mg Protein und langer Uberlebenszeit (p< 0.0001).
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5.4.1.2 Progesteronrezeptor

Wenn man die gleichen Berechnungen fur den Progesteronrezeptor anstellt wie
fur den Ostrogenrezeptor im Kap. 5.4.1.1, so ergibt sich bei einer Einteilung in 9
Gruppen ein Chi?=7,7 mit einem p-Wert von 0,461.

Survival Functions
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Abb. 17: Uberlebensverteilung beim Cut-off 40 fmol/mg fiir den Progesteronrezeptor

Bei der Wahl des Cut-off Punkts bei 20 fmol/mg Protein fur die Entscheidung
progesteronrezeptornegativ oder progesteronrezeptorpositiv ergibt sich ein
Chi?=2,0 mit einem p-Wert von 0,159. Die Herabsetzung des Cut-off Punkts auf
15 fmol/mg Protein andert an dieser Beurteilung nichts (Chi?=0,5; p=0,493).
Gleiches gilt bei Heraufsetzung des Cut-off Wertes auf 40 fmol/mg Protein. Bei
einem Cut-off Punkt von 40 fmol/mg Protein ergibt sich ein Chi*>= 0,9 sowie ein p-

Wert von 0,34. Lediglich bei der Auftragung des PR in fmol/mg Protein als
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diskrete Variable gegen die Uberlebenszeit ergibt sich ein hoch signifikanter p-
Wert < 0.0001.

So zeigt die Abb. 17, dass der biochemisch bestimmte PR-Wert bei einem Cut-
off Punkt von 40 fmol/mg fast sechs Jahre keine prognostische Bedeutung hat.
Zusammenfassend ergeben weder die biochemischen Auswerteverfahren des
Ostrogenrezeptors noch die des Progesteronrezeptors ein Zugewinn an
Information hinsichtlich der Uberlebenswahrscheinlichkeit. Die biochemische
Bestimmung des Ostrogen- und Progesteronrezeptors stratifiziert daher bei
keinem der untersuchten Cut-off Werte zwischen Patienten mit gutem und
schlechtem Uberleben. Lediglich eine Betrachtung des Steroidrezeptors als
diskrete Variable, die klinisch nicht aussagekraftig ist, ergibt einen hoch
signifikanten Zusammenhang zwischen Ostrogen- oder Progesteronrezeptor in

fmol/mg Protein und der Uberlebenszeit.
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5.4.2 Das Kollektiv der immunhistochemisch ermittelten
Steroidrezeptoren

5.4.2.1 Ostrogenrezeptor als Prognosefaktor bei biniirer versus
Feinunterteilung

Es stellt sich hier die Frage, wo soll bei binarer Auswertung der Cut-off Punkt
(Entscheidungspunkt) gesetzt werden, oder anders formuliert: Ab wann sollte ein
primares Mammakarzinom als dstrogenrezeptorpositiv eingestuft werden? Die
derzeit Ubliche Einteilung in einen Score mit den Elementen 0,1,2,3,4,6,8,9 und
12, ist die feinste Einteilung. Sie geht auf einen Vorschlag von Remmele und
Stegner® zuriick. Die IRS Werte 5, 7, 10 und 11 sind rechnerisch nicht méglich.
Ein Histogramm der Score Verteilung in unserem Patientenkollektiv ist in Abb. 18
dargestellt. Es zeigt sich, dass der Anteil der 6strogenrezeptorpositiven, primaren
Mammakarzinome sehr stark von dem Cut-off Wert abhangt. Die Haufigkeit von
Ostrogenrezeptornegativen,  primaren  Mammakarzinomen in  unserem
immunhistochemischen Kollektiv liegt bei 21,62%, wenn man den Cut-off Wert

von = 2 als Grenze zwischen Positivitat und Negativitat zugrunde legt.

Tab. 22: Ostrogenrezeptorstatus im immunhistochemischen Kollektiv

ER-IRS N % Cum. %
0 145 18,66 18,66
1 23 2,96 21,62
2 54 6,95 28,57
3 33 425 32,82
4 72 9,27 42,10
6 120 15,44 57,53
8 92 11,84 69,37
9 135 17,37 86,76
12 103 13,26 100,0
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Graphische Darstellung der Ostrogenverteilung in unserem

immunhistochemischen Kollektiv wird in der Abb. 18 wiedergegeben.
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Abb. 18: Ostrogenrezeptorstatus im Patientenkollektiv

Der Ostrogenrezeptor scheint eine zweigipfelige Verteilung zu haben mit dem
Maximum bei IRS 0 sowie bei 6 und 9.

Wenn man fur alle moglichen Grenzziehungen die entsprechenden Kaplan Maier
Kurven berechnet, so ergeben sich die Werte der

Tab. 23. In der folgenden Tabelle wird die prognostische Wertigkeit des ER bei
variierenden Cut-off Punkten ausgewertet. In der ersten Spalte wurden alle
neuen Kategorien zugelassen, bei allen restlichen wurden nur zwei Kategorien

unterschieden.
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Tab. 23: Vorhersage der Prognose bei Verwendung variabler Cut-off Punkte fiir den Ostrogenrezeptor

Cut-off Wert | Negative | Positive Chi? p Breslow p
Remmele Werte | Werte Test
Score

0-12 13,1 0,11 16,73 0,0330

1 0 1-12 8,2 0,004 11,84 0,006
2 0-1 2-12 42 0,04 7,12 0,0076

3 0-2 3-12 4.8 0,028 6,70 0,001

4 0-3 4-12 4,61 0,0329 5,92 0,015

6 0-4 6-12 3,8 0,05 5,86 0,016

8 0-6 8-12 1,7 0,193 3,05 0,081

9 0-8 9-12 0,3 0,608 0,56 0,456

12 0-9 12 0,9 0,348 0,63 0,426

Die Tab. 23 legt die Wahl des Cut-off Wertes bei IRS > 1 nahe, da hier der log-
rank Wert ein Maximum und der p-Wert ein Minimum erreicht.

Die Empfehlung die Wahl des Cut-off Punktes bei 1, als Grenzwert fur die
Entscheidung zwischen ER- positivem und ER- negativem Mammakarzinom zu
legen, steht im Einklang mit den Werten der Tab. 23, wobei nach diesen Werten
auch noch Cut-off Punkte von 2 und 3 in Frage kommen.

Es zeigt sich in den beiden Kurven der Abb. 19, dass die primaren
Mammakarzinome mit positivem Ostrogenrezeptorstatus zunzchst deutlich
besser laufen als die primaren Ostrogenrezeptornegativen Mammakarzinome. Im
Verlauf kommt es jedoch zu einer langsamen Angleichung der beiden Kurven,
was sich wiederum sehr deutlich in den 10-Jahres-Uberlebenszahlen

dokumentieren lasst.
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Survival Functions
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Abb. 19: Uberlebensverteilung bei ER=0 versus ER=1-12

Die Tab. 24 verdeutlicht den Zusammenhang zwischen dem

Ostrogenrezeptorstatus und der Uberlebenswahrscheinlichkeit.

Tab. 24: Uberlebenswahrscheinlichkeit in Abhiingigkeit vom Ostrogenrezeptorstatus

Uberlebenswahrscheinlichkeit
in %
Nachbeobachtungszeit ER - ER+ Differenz im
(Score 0-1) (Score 2-12) Uberleben

(ER + zu ER-)
1-Jahr 95,7 97,5 1.8
3-Jahre 81 91,3 10,3
5-Jahre 75,6 81,9 6,3
10-Jahre 67,1 65,1 -2,0
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Der maximale prozentuale Vorteil bei Vergleich der Gstrogenrezeptornegativen
und Ostrogenrezeptorpositiven primaren, invasiven Mammakarzinome im
Gesamtuberleben liegt bei 3 Jahren, wobei es nach 10 Jahren wieder zu einem
Angleichen der Absterbekurven kommt. Demnach kann der Ostrogenrezeptor,
wenn er mit immunhistochemischen Methoden bestimmt wurde, als
Prognosefaktor gewahlt werden. Dies gilt jedoch nur bei bestimmten Cut-off
Werten, sofern eine binare Auswertung als negativ und positiv benutzt wird.
Optimal wére, soweit man den Ostrogenrezeptor als Prognosefaktor betrachtet,
ein Cut-off Punkt von 1, wobei auch der Cut-off Punkt von 2 (wie ihn der
Stuttgarter OSP festgelegt hat) einen hohen Chi?-Wert ergibt.

5.4.2.2 Ostrogenrezeptor als prognostischer Faktor bei einer 3-Gruppen-
Einteilung

Da unsere Untersuchungen zeigen, dass eine Feinunterteilung des
Ostrogenrezeptors keinen informativen Zugewinn hinsichtlich der Prognose, in
der Gegenuberstellung zu einer binaren Einteilung erbringt, wurde auch der
Fragestellung nachgegangen, ob eine Einteilung in 3 Gruppe eine bessere
prognostische  Vorhersage liefern wiarde. In Abb. 20 wird die
Uberlebensverteilung im Patientenkollektiv bei einer Unterteilung der

Ostrogenrezeptorexpression in folgende 3 Gruppen dargestellt:

o Gruppe mit niedriger oder fehlender Expression (IRS 0 - 1),
o Gruppe mit maRiger Expression (IRS 2 - 6) und
= Gruppe mit hoher Expression (IRS 8 - 12).

So zeigt sich anhand der statistischen Parameter deutlich, dass hierdurch ein
zusatzlicher Informationsgewinn nicht zu erzielen ist. Im Breslow-Test errechnet
sich ein p-Wert von 0,023 und im Chi*-Test der p=0,105. Es sei hier nochmals
darauf verwiesen, dass der Uber den Breslow Test errechnete p-Wert vor allem

die frihen Unterschiede zwischen zwei Tumorpopulationen erkennen lasst.
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Survival Functions
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Abb. 20: Uberlebensverteilung bei Unterteilung des ER in 3 Gruppen

Die Kurvenschar der Abb. 20 zeigt, dass die primdren Mammakarzinome mit
hoher und maRiger Ostrogenrezeptorexpression zunachst deutlich besser laufen,
als die ER negativen Mammakarzinome. Ein Unterschied zwischen hoher und
mittlerer Ostrogenrezeptorexpression lasst sich dabei nicht feststellen. Im Verlauf
der Beobachtung kommt es jedoch zu einer langsamen Angleichung der Kurven.
Die Abnahme des Uberlebensvorteils zu Gunsten der hdheren
Ostrogenrezeptorexpression am Anfang der Erkrankung verliert sich am

deutlichsten zwischen dem 70. und 100. Follow-up Monat.
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5.4.2.3 Progesteronrezeptor als Prognosefaktor bei bindirer versus
Feinunterteilung

In gleicher Weise wie der Ostrogenrezeptor, wurde auch der
Progesteronrezeptor analysiert. Generell zeigte sich dabei eine wesentlich
bessere Vorhersage der Prognose als bei dem Ostrogenrezeptor. In Tab. 25 ist
die IRS Verteilung des Progesteronrezeptors in unserem immunhistochemischen

Kollektiv aufgefuhrt.

Tab. 25: Progesteronrezeptorstatus im immunhistochemischen Kollektiv

PR-IRS N % Cum. %
0 179 23.22 23,22

1 31 4,02 27,24

2 67 8,69 35,98

3 32 4,15 40,08

4 85 11,02 51,10

6 127 16,47 67,70

8 41 5,32 72,89

9 108 14,01 86,90

12 101 13,90 100,0

Die graphische Darstellung der tabellarischen Werte wird im folgenden
Histogramm wiedergegeben. Die Verteilung des Progesteronrezeptors in dem
Studienkollektiv deckt sich gut mit der des Ostrogenrezeptors. Auch hier ist eine
zweigipfelige  Verteilung anzunehmen mit dem Minimum bei dem
Progesteronscore von 1 und 3 sowie zwei Maxima, bei einem Score von 0 und 6
(siehe Abb. 21).
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Abb. 21: Progesteronrezeptorstatus im immunhistochemischen Kollektiv

Die Haufigkeit von PR-positiven primaren Mammakarzinomen in unserem
immunhistochemischen Kollektiv liegt bei 72,76%, wenn man den Cut-off Wert
von 2 2 zugrunde legt.

Berechnet man fur alle moglichen Grenzziehungen die entsprechenden Kaplan-
Meier Kurven, so ergeben sich die Werte der Tab. 26. In der ersten Spalte
wurden alle neuen Kategorien zugelassen, bei allen restlichen wurden nur zwei
Kategorien unterschieden. Den grof3ten Chi?-Wert erreicht der Cut-off Punkt von
3 (Chi*=16,3), wobei auch die Cut-off Punkte 2, 4 und 6 mit hohen Chi*-Werten
und niedrigen p-Werten gunstige Eigenschaften als Trennwert zwischen PR-

positiven und PR-negativen Mammakarzinomen aufweisen.

72




Tab. 26: Vorhersage der Prognose bei Verwendung variierender Cut-off Werte fiir den
Progesteronrezeptor

Cut-off Wert | Negative | Positive Chi? p Breslow p
Remmele Werte | Werte Test
Score

0-12 31,3 0,00012 29,12 0,0003

1 0 1-12 3,5 0,062 7,83 0,0051

2 0-1 2-12 8,8 0,00302 15,78 0,0001

3 0-2 3-12 16,3 <0,0001 19,68 <0,0001

4 0-3 4-12 9,5 0,002 12,81 0,0003

6 0-4 6-12 10,4 0,0013 13,40 0,0003

8 0-6 8-12 3,1 0,077 6,26 0,0123

9 0-8 9-12 5,2 0,0212 8,37 0,0038

12 0-9 12 7.9 0,0049 6,46 0,0111

Unabhangig davon, wo man den Cut-off Punkt setzt, ist jeder denkbare Cut-off
Punkt anhand des Breslow-Tests ein univariater Prognosefaktor fur das
kurzfristige Uberleben. Fir das langfristige Uberleben sind anhand der Werte des
Chi%-Tests, aulBer den Cut-off Punkten 1 und 8, alle anderen denkbaren Cut-off
Punkte als univariate Prognosefaktoren anzusehen. Erneut zeigt sich, dass die
Uberlebensvorteile in den ersten Behandlungsjahren sehr viel deutlicher sind als
im spateren Krankheitsverlauf. Dies spiegelt sich besonders im Breslow-Test
wieder.

Anders als beim Ostrogenrezeptor ist der Benefit eines PR positiven Status beim
primaren Mammakarzinom auch noch im Langzeit-Follow-up nachzuweisen.
Jedoch ist auch hier eine Annaherung der Kurvenschar nach 10 Jahren zu

beobachten.
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Die 1-, 3-, 5- und 10-Jahreswahrscheinlichkeiten, die sich aus der Unterteilung

PR negativ versus PR positiv ergeben, sind in der Tab. 27 zu einer Ubersicht

zusammengefasst.
Survival Functions
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Abb. 22: Uberlebensverteilung bei PR= 0-2 versus PR=3-12

Der deutlichste Uberlebensunterschied zwischen den PR positiven und PR
negativen Primartumoren zeigte sich bei der Wahl des Cut-off Punktes 3.
Graphisch wird das in den Verlaufskurven der Abb. 22 wiedergegeben.
Besonders bemerkenswert ist, wie die Werte der Tab. 27 zeigen, dass sich der
Unterschied  zwischen den  Krankheitsverldaufen  mit  zunehmender
Krankheitsdauer nicht verliert, was wiederum fiir den Ostrogenrezeptor der Fall
ist. Daraus ergibt sich, dass der Progesteronrezeptor ein verlasslicher

Prognosefaktor ist.
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Tab. 27: Die Uberlebenswahrscheinlichkeit in Abhiingigkeit vom PR-Status

Uberlebenswahrscheinlichkeit
in %
Nachbeobachtungszeit PR - PR+ Differenz im
(Score 0-1) (Score 2-12) Uberleben

(PR + zu PR-)
1-Jahr 95,4 97,9 2,5%
3-Jahre 81,1 92,1 11,0%
5-Jahre 71,8 83,6 11,8%
10-Jahre 65,7 66,7 1,0%

Auffallend an den Werten der Tab. 27 ist, dass sich der Unterschied zwischen
den Krankheitsverlaufen mit zunehmender Krankheitsdauer nicht verliert, was
wiederum fiir den Ostrogenrezeptor der Fall war. Auch daraus Iasst sich ableiten,
dass der Progesteronrezeptor ein verlasslicher Prognosefaktor ist.

An dieser Stelle soll noch hingewiesen werden, dass die Abb. 22 und Tab. 27
geringflgig unterschiedliche Cut-off Werte aufweisen, und somit eine direkte
Vergleichbarkeit nicht moglich ist.

In  der Gruppe der PR negativen Falle ist die 10-Jahres
Uberlebenswahrscheinlichkeit nur eingeschrankt verwertbar, da die Patientinnen

xat risk“ nach 70 Monaten ,Follow-up“ sehr stark abfallen.

5.4.2.4 Progesteronrezeptor als prognostischer Faktor bei einer 3-Gruppen-
Einteilung

In Analogie zu Kap. 5.4.2.2 wurde hier der Frage nachgegangen, ob eine

Einteilung des Progesteronrezeptors in 3 Gruppen:
= Gruppe mit niedriger oder fehlender Expression (IRS 0 - 1),
o Gruppe mit maliger Expression (IRS 2 - 6) und

o Gruppe mit hoher Expression (IRS 8 - 12),

eine bessere prognostische Vorhersage erbringen wirde.
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Beim Progesteronrezeptor zeigt die Einteilung in 3 Gruppen eindeutig, sowohl im
Breslow-Test als auch im Chi*>-Test, dass ein signifikanter Unterschied der
Uberlebenswahrscheinlichkeit in Abhangigkeit von der Rezeptorexpression
besteht (p=0,0002 im Breslow-Test und p=0,0491 im Chi*-Test).

Die Betrachtung der Abb. 23 zeigt aber deutlich, dass die Unterscheidung in
fehlende bis geringe Expression und eine maRkige Expression keinen

zusatzlichen Informationswert erbringt.

Survival Functions
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Abb. 23: Die Uberlebensverteilung bei Unterteilung des PR in 3 Gruppen

Die Kurvenschar der Abb. 23 zeigt, dass die primaren Mammakarzinome mit
hoher und maRiger Progesteronrezeptorexpression zunachst deutlich besser
laufen als die primaren PR negativen Mammakarzinome. Wie beim
Ostrogenrezeptor auch, kommt es beim Progesteronrezeptor im Verlauf der

Erkrankung zu einer Annaherung der beiden Kurven, allerdings verlaufen PR
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negativen Mammakarzinome auch nach 5 Jahren noch schlechter als die PR

positiven.

5.4.2.5 Kombinationsanalyse zwischen Ostrogen- und Progesteronrezeptor

Wenn man zunachst die univariate Bedeutung analysiert, so ergibt sich bei einer

3-Gruppen-Einteilung:

o beide Rezeptoren negativ (ER-/PR-),
o einer der Rezeptoren negativ/positiv (ER+/PR- oder ER-/PR+) und
o beide Rezeptoren positiv (ER+/PR+),

dass eine eindeutige Vorhersage des Uberlebens mit der Kombination beider
Steroidrezeptoren maoglich ist. Dieser Unterschied ist signifikant: Breslow-Wert
13,45 mit p<0,0012; Chi>-Wert von 4,9 mit p=0,082. Dennoch muss gesagt

werden, dass dieser Signifikanzunterschied grenzwertig und nur im Breslow-Test

Zu zeigen ist.
Survival Functions
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Abb. 24: OS bei Einteilung in 3 Gruppen mit Kombination beider Rezeptoren
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Die Kurvenschar der Abb. 24 zeigt ein besseres Uberleben in der Gruppe beider
positiven Rezeptoren im Vergleich zur Gruppe beider negativen Rezeptoren. Die
Uberlebenskurve der beiden positiven Rezeptoren und die Uberlebenskurve mit
nur einem positiven Rezeptor verlaufen relativ dicht beieinander. Im Verlauf
kommt es zur Angleichung beider Kurven.

Die Uberlebensanalyse bei einer Einteilung in 4 Gruppen mit folgenden

Rezeptorkombinationen:

o ER+/PR+
o ER+/PR-
o ER-/PR+
o ER-/PR-,

ergibt einen Chi?-Wert von 11 mit p=0,00115.

Die Hinzunahme beider Einteilungen in das Cox-Modell ergibt flr die Einteilung
in 3 Gruppen einen Wald-Test von 2,543 (p=0,011) und damit einen signifikanten
Beitrag zur Vorhersage des Gesamtlberlebens. Bei einer Einteilung in 4
Gruppen belauft sich der p-Wert auf 0,0072. Die Gruppe, welcher jeweils eine
schlechte Prognose vorhergesagt wird, ist erwartungsgemall die ER-/PR-

Gruppe. Folgende Tabelle verdeutlicht diese Zusammenhange.

Tab. 28: Uberlebenswahrscheinlichkeit in Abhiingigkeit vom Rezeptorstatus

Uberleben in %
Gruppeneinteilung 1 Jahr 3 Jahre S Jahre 10 Jahre
ER+/PR+ 97,4 90 81,5 62,7
ER+/PR- 96,2 90,4 76,6 54,7
ER-/PR+ 97,7 86,8 84,5 66,6
ER-/PR- 95 79,5 70,3 58,8

78



Bei Betrachtung der Tab. 28 zeigen sich nach einem Jahr Follow-up so gut wie
keine Uberlebensunterschiede zwischen den 4 Gruppen. Nach drei Jahren liegt
der Uberlebensvorteil der Gruppe mit beiden positiven Rezeptoren gegeniiber
der Gruppe mit beiden negativen Rezeptoren bei 10,5%. Im gleichen Zeitraum
hat die Gruppe mit positivem Ostrogen- und negativem Progesteronrezeptor
prozentual gesehen ein besseres Uberleben als die vice versa Kombination
(3,6%).

Nach 5 Jahren bleibt der Uberlebensvorteil der Gruppe mit positiven Rezeptoren
zur Gruppe mit negativen Rezeptoren stabil (11,2%). Auffallend ist jedoch, dass
nach 5 Jahren die Gruppe mit negativem Ostrogen- und positivem
Progesteronrezeptor prozentual gesehen ein besseres Uberleben hat als die
Gruppe mit positivem Ostrogen- und negativem Progesteronrezeptor. Dieser
Vorteil liegt nach 5 Jahren bei 7,9% und wird nach 10 Beobachtungsjahren noch
deutlicher mit einem Uberlebensvorteil von 11,9% zu Gunsten der Gruppe mit
der Kombination ER-/PR+.

Nach 10 Follow-up Jahren ist die Differenz im Uberleben zwischen den Gruppen
mit positiven und negativen Rezeptoren kleiner geworden. Wahrend sie 5 Jahren

zuvor 11,2% betrug, liegt sie nach 10 Beobachtungsjahren bei immerhin 3,9%.
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5.5 Steroidrezeptor als Therapiepréadiktor

Ein pradiktiver Faktor ist jeder Messwert, der mit dem Ansprechen auf eine
verabreichte Therapie korreliert. Von dieser Definition ausgehend kann die
Untersuchung so zusammenfasst werden: Wo muss der Cut-off Punkt am
optimalsten liegen, um daraus die Information zu schdpfen, welche Patientinnen
im Kollektiv einen Benefit von der endokrinen Therapie haben kdénnen? Da in
dieser Studienarbeit die endokrine Therapie mit Tamoxifen durchgefihrt wurde
stellte sich somit die Frage, wem die Tamoxifentherapie hilft oder anders
ausgedruckt, wie die Non-response Rate bei Tamoxifen in Abhangigkeit vom
Remmele Score ist? Gleichzeitig kam die Frage auf, ob es bei der
Tamoxifentherapie (adjuvant und palliativ) einen Unterschied in der
Uberlebensvorhersage gibt, wenn der Steroidrezeptorstatus als binare Einteilung;
positiv/negativ (bei einer Feinunterteilung IRS 0-12) bewertet wurde, im Vergleich
zu einer 3 Gruppen Einteilung; Gruppe mit niedriger oder fehlender Expression,
mit mafRiger Expression und mit hoher Steroidrezeptorexpression. Als
Bezugskollektiv fur die Berechnung der Pradiktion wurden die 286 Patientinnen
des immunhistochemischen Kollektivs, welche eine Tamoxifentherapie

bekommen haben (siehe den Aufbau des Studienkollektivs, Abb. 3), genommen.

5.5.1 Ostrogenrezeptor als Therapiepridiktor bei einer
binaren Einteilung

Als Untersuchungsziel wollten wir zeigen, ob die Wahrscheinlichkeit des EFS
(Event= lokales Rezidiv, Fernmetastase oder Tod) zwingend von der Hohe der
Rezeptorexpression abhangt. Die wenigen Falle der dstrogenrezeptornegativen
Mammakarzinome, die entgegen der Konsensusempfehlungen mit Tamoxifen
behandelt wurden, sind auch in die Berechnung eingeschlossen worden. Der
detaillierte Sachverhalt ist in Tab. 29 dargestellt. Nimmt man als ,event die
Metastase, das Rezidiv oder den Tod, so lag das Therapieversagen im

Tamoxifenkollektiv im Mittel bei 29%.
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Tab. 29: Hiufigkeit des ,,events“ (Rezidiv, Metastase oder Tod) bei primirem Mammakarzinom unter
Tamoxifentherapie in Abhiingigkeit vom Ostrogenrezeptorstatus (N=286)

Remmele Gesamtzahl Absolute Haufigkeit des Kommentar
Score Hiufigkeit des Events
fiir den ER Events; E/NE
(E=Event
NE= kein Event)

0 26 12/14 46,2% | Hitten nicht mit
Tamoxifen behandelt
werden sollen

1 8 1/7 12,5% | Hétten nicht mit
Tamoxifen behandelt
werden sollen

2 16 1/15 6,3%

3 10 4/6 40,0%

4 26 6/20 22.2%

6 51 16/35 31,9%

8 39 8/31 20,5%

9 65 21/43 32,8%

12 43 14/28 32,6%

Wenn man die gleichen Zahlen gegen die Wahrscheinlichkeit des Todes auftragt,

ergeben sich ahnliche Werte. Fur das Kollektiv lag die Haufigkeit des Todes bei

einer Tamoxifentherapie bei 19,93%. Eine detaillierte Darstellung hierzu ist Tab.

30 zu entnehmen.

Die Score-Werte 0 und 1 sind auf Fehlindikationen einer Tamoxifentherapie
zuruckzufuhren oder entsprachen dem Wunsch der Patientin zur Therapie bei

fehlender Alternative. Zum Teil sind in dieser Subgruppe die Patientinnen

vertreten,

denen

bei

negativem Ostrogenrezeptorstatus aber

Progesteronrezeptor eine endokrine Therapie empfohlen wurde.

positivem
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Tab. 30: Hiufigkeit des Todes bei primiren Mammakarzinomen unter Tamoxifentherapie in
Abhdingigkeit vom Ostrogenrezeptorstatus (N=286)

Remmele | Gesamtzahl Absolute Hiiufigkeit des Kommentar
Score Haufigkeit des Todes
s Todes; T/NT
fiir den ER ’
ur de (T=Tod
NT= kein Tod)

0 26 10/16 38,5% | Hiitten nicht mit
Tamoxifen behandelt
werden sollen

1 8 0/8 0% | Hitten nicht mit
Tamoxifen behandelt
werden sollen

2 16 0/16 0%

3 10 1/9 10,0%

4 26 5/21 19,2%

6 51 9/42 17,7%

8 39 5/34 12,8%

9 65 15/50 23,1%

12 43 12/30 28.6%

Zusammenfassend ist die vergleichende tabellarische Darstellung (Tab. 29, Tab.
30) des ,events“ oder des Todes in Abhangigkeit vom Ostrogenrezeptorstatus
nicht gut geeignet, um einen eventuellen therapeutischen Nutzen einer
Tamoxifentherapie in Abhangigkeit von der Héhe des Ostrogenrezeptors zu
belegen, soweit dieser nach dem Remmele Score gemessen wird.

Dagegen zeigt sich, dass eine binare Einteilung mit einem Cut-off Punkt um 2
recht gut die Falle mit geringer Sterbewahrscheinlichkeit aufdeckt. Etwas
merkwirdig ist allerdings, dass bei hoher Ostrogenrezeptorexpression die
Sterbewahrscheinlichkeit wieder ansteigt (Tab. 30). Die Antwort, welche aus
unseren  Untersuchungen  hervorgeht deutet daraufhin, dass die

Wahrscheinlichkeit des EFS (Event= lokales Rezidiv, Fernmetastase oder Tod)
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nicht unbedingt von der Hohe der Rezeptorexpression abhangt. Die wenigen
Falle der Ostrogenrezeptornegativen Mammakarzinome, die entgegen der
Konsensusempfehlungen mit Tamoxifen behandelt wurden, weichen davon

etwas nach oben ab. Das Signifikanzniveau wird aber nicht erreicht.

Tab. 31: Ostrogenrezeptor als Therapiepridiktor gemessen am 5-Jahres EFS (Tod, Fernmetastase oder
Lokalrezidiv) in der Untermenge von Patienten mit Tamoxifentherapie

Cut-off Punkt EFS im ER EFS im ER Chi? p
(negativ versus positiv) negativen positiven
Kollektiv Kollektiv
0,1,2,3,4,6,8,9,12 15,8 0,045
1 50,3% 77,5% 10,7 0,0011
(0 versus 1-12)
2 58,6% 77,3% 5,1 0,0241
(0-1 versus 2-12)
3 69,8% 76,1% 0,8 0,37
(0-2 versus 3-12)
4 69,3% 76,7% 2,1 0,15
(0-3 versus 4-12)
6 73,3% 75,8% 0,7 0,388
(0-4 versus 6-12)
8 73,8% 76,2% 0,6 0,451
(0-6 versus 8-12)
9 75,7% 74,3% 0 0,864
(0-8 versus 9-12)
12 74,7% 76,6% 0 0,816
(0-9 versus 12)

Die Tab. 31 zeigt das prozentuale Gesamtuberleben unter einer
Tamoxifentherapie in Abhangigkeit davon, wo die Cut-off Trenngrenze zwischen
positiv und negativ gesetzt wurde. In der ersten Spalte der Tab. 31 wurden alle
neuen Kategorien zugelassen, bei allen restlichen wurden nur zwei Kategorien
unterschieden.

So zeigt sich der deutlichte Uberlebensunterschied im Tamoxifenkollektiv mit

einem hohen Chi?-Wert bei dem Cut-off Punkt 1, mit einem prozentualen Vorteil
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im EFS von 27,2% zu Gunsten der Gruppe mir ER=1. Bei der Trenngrenze IRS 2
besteht immer noch ein relativ hoher Uberlebensunterschied (18,7%) und das
Signifikanzniveau wird auch hier erreicht (p=0,0241). Die Cut-off Punkte 3, 4, 6
und 8 erbringen keinen Uberlebensvorteil hinsichtlich der Pradiktion einer
Tamoxifentherapie. Bei den Cut-off Punkten 9 und 12 wird die statistische

Relevanz ebenfalls nicht erreicht.

Tab. 32: ER und das 5-Jahres Gesamtiiberleben in Abhdngigkeit von der Wahl des Cut-off Punkts in
der Untermenge von Patienten mit Tamoxifentherapie

Cut-off Punkt OS in ER OSin ER Chi? p
(negativ versus positiv) negativem positivem
Kollektiv Kollektiv
% %
0,1,2,3,4,6,8,9,12 17,2 0,028
1 55,3 85,3 10,2 0,00142
(0 versus 1-12)
2 67,1 84,4 3,6 0,057
(0-1 versus 2-12)
3 77,7 83,8 0,3 0,583
(0-2 versus 3-12)
4 79,2 83,7 0,1 0,754
(0-3 versus 4-12)
6 82,2 82,9 0 0,861
(0-4 versus 6-12)
8 83,3 80,9 0 0,854
(0-6 versus 8-12)
9 84,1 77,3 0 0,415
(0-8 versus 9-12)
12 83,8 75,5 2,2 0,138
(0-9 versus 12)

In der Tab. 32 wurde der Ostrogenrezeptor als Pradiktor des Therapieerfolgs,
gemessen an dem Gesamtuberleben nach 5 Jahren, dargelegt. Auch hier zeigt

sich der Cut-off Punkt 1, mit hochstem Chi?>-Wert und p Minimum, als optimale
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Trennsetzung. Beim Cut-off Punkt 2 wird die statistische Relevanz im
Gesamtluberleben knapp verpasst (p=0,057).

Es zeigt sich aus der Tab. 33, dass im Tamoxifenkollektiv die 3- und 5-Jahres
Uberlebensrate und damit das Therapieansprechen gut durch die Cut-off Punkte
1 und 2 vorhergesagt werden kann. Alle anderen Cut-off Punkte sind daflr nicht

geeignet, wie die p-Werte der Tab. 31 zeigen.

Tab. 33: 3- und 5-Jahres Uberlebenszeit in Abhiingigkeit vom Cut-off Punkt fiir den ER

Cut-off 3-Jahres Uberleben 5-Jahres Uberleben
(negativ versus positiv)
ER neg ER pos ER neg ER pos
1 67,00% 93,40% 55,30% 85,3%
(0 versus 1-12)
2 75,20% 93,20% 67,1% 84.,4%
(0-1 versus 2-12)
3 83,40% 92,70% 77,7% 83,8%
(0-2 versus 3-12)
4 86,3% 92,3% 79,2% 83,7%
(0-3 versus 4-12)
6 88,9% 91,9% 82,2% 82,9%
(0-4 versus 6-12)
8 90,0% 91,9% 83,3% 80,9%
(0-6 versus 8-12)
9 92,2% 88,9% 84,1% 77,3%
(0-8 versus 9-12)
12 91,6% 87.3% 83,8% 75,5%
(0-9 versus 12)

Der hochste prozentuale Uberlebensbenefit nach 3 und 5 Follow-up Jahren wird
erzielt bei dem Cut-off Punkt von 1 mit 26,4% Uberlebensvorteil nach 3,
respektive 30,0% nach 5 Jahren. Die Trennsetzung zwischen Negativitat und
Positivitat bei dem Cut-off Punkt 2 zeigt ebenfalls ein besseres Uberleben (etwa
18%) der Gruppe mit ER-IRS: 2-12 im Vergleich zu Gruppe mit ER-IRS: 0-1.
Somit zeigt sich, dass die Cut-off Werte von 1 und 2 als optimal fur die

Vorhersage eines moglichen Therapieversagens erscheinen.
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5.5.2 Ostrogenrezeptor als pradiktiver Faktor bei einer 3-
Gruppen-Einteilung

Da unsere Untersuchungen gezeigt haben, dass die Feinunterteilung des
Ostrogenrezeptors keine zusatzliche pradiktive Information Uber eine binare
Einteilung des Ostrogenrezeptors bringt, wurde der Fragestellung
nachgegangen, ob eine Einteilung in 3 Gruppen eine bessere Vorhersage fur die
Tamoxifenpradiktion erbringen wirde als eine rein binare. Im Patientenkollektiv
wurde die Unterteilung der Ostrogenrezeptorexpression in 3 Gruppen wie folgt

unternommen:

o Gruppe mit niedriger oder fehlender Expression (IRS 0 - 1),
o Gruppe mit maRiger Expression (IRS 2 - 6) und
o Gruppe mit hoher Expression (IRS 8 - 12).

Auch die letztlich entscheidende Frage, ob die Pradiktion des Therapieversagens
bzw. des Todes unter einer Tamoxifentherapie vorhergesagt werden kann,
konnte in unserem Datensatz durch eine Einteilung in 3 anstatt in 2 Gruppen
nicht verbessert werden. Bei einer Darstellung des ,events” (Tod und jede Art
von Rezidiv) in Abhangigkeit der Ostrogengruppeneinteilung sowie einer
gesicherten Tamoxifentherapie (adjuvant oder palliativ), ergab sich das
nachfolgende tabellarische Bild (Tab. 34).

Tab. 34: ,,Event bei gesicherter Tamoxifentherapie

ER Score Event Kein Event | Wahrscheinlichkeit N
eines Events in %

0,1 13 21 38,2 34

2,3,4,6 27 76 26,2 103

8,9,12 43 104 29.3 147

Es lasst sich mit Hilfe der Tab. 34 zeigen, dass eine signifikante Pradiktion des
Therapieansprechens von Tamoxifen durch die Ostrogenrezeptordichte nicht

moglich ist, jedoch eine geringe, nicht signifikante Reduktion der
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Rezidivwahrscheinlichkeit eintritt, wenn man die Gruppe mit mittlerer gegen die
Gruppe mit hoher Ostrogenrezeptorexpression vergleicht. Bei einem Chi2-Wert
von 5,7521 wird die Signifikanzgrenze von p=0,05 knapp verfehlt (p=0,0711).
Wenn als ,event® nur der Tod betrachtet wird, ergibt sich bei einer Einteilung des
Ostrogenrezeptors in 3 Gruppen der Chi>-Wert von 4,5 mit entsprechendem p-
Wert von 0,105.

Survival Functions
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Abb. 25: Uberlebensverteilung bei Unterteilung des ER in 3 Gruppen

In der Abb. 25 zeigt sich deutlich, dass eine Unterteilung des Ostrogenrezeptors
in 3 Gruppen keine wesentlichen Uberlebensvorteile zwischen einzelnen
Gruppen aufweist. Die Uberlebenskurven der Gruppe mit hoher sowie der
Gruppe mit maRiger Ostrogenrezeptorexpression verlaufen fast synchron und
der Uberlebensvorteil, den sie gegeniiber der Gruppe mit niedriger bis fehlender

Ostrogenrezeptorexpression hatten, wird nach ca. 50 Monaten aufgeholt.
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5.5.3 Progesteronrezeptoren als Therapiepradiktor bei einer
binaren Einteilung

In diesem Kapitel wird in Anlehnung an das Kapitel 5.5.1 der Fragestellung
nachgegangen, ob die Wahrscheinlichkeit des EFS oder des OS von der Hohe
der Progesteronrezeptorexpression abhangig ist. Die Haufigkeit des ,events” ist
in Tab. 35 dargestellt.

Tab. 35: EFS bei primirem Mammakarzinom unter Tamoxifentherapie in Abhiingigkeit von PR in der
Untermenge von Patienten mit Tamoxifentherapie

Remmele Score | Gesamtzahl | Absolute Prozentuale Kommentar
. Hiufigkeit des | Hiufigkeit des
fir PR Events; E/NE Events
0 46 17/29 37,0 Hiitten nicht mit
Tamoxifen behandelt
werden sollen
1 6 3/3 5 0’0 Hitten nicht mit
Tamoxifen behandelt
werden sollen
2 25 8/17 36,0
3 9 2/7 222
4 31 10/21 32,3
6 56 10/46 17,9
8 15 3/12 25,0
9 47 19/28 40,4
12 40 9/31 22,5

Wenn das ,event® als Malstab des Therapieversagens in Betracht gezogen wird,
dann hat die Tamoxifentherapie in 29,45% der Falle nicht angeschlagen.

Die Haufigkeit des Todes bei primarem Mammakarzinom unter
Tamoxifentherapie, in Abhangigkeit des Progesteronrezeptorstatus, ist in Tab. 36

dargestellt. FUr das Progesteronkollektiv lag die Wahrscheinlichkeit des Todes
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bei gesicherter Tamoxifentherapie bei 19,9%. Die Haufigkeit eines Rezidivs liegt

ohne Berucksichtigung des Zeitraums bei 30,5%.

Tab. 36: ,,0verall survival“ bei priméirem Mammakarzinom unter Tamoxifentherapie in Abhdingigkeit

vom PR in der Untermenge von Patienten mit Tamoxifentherapie

Remmele |Gesamtzahl Absolute Prozentuale Kommentar
Score Hiufigkeit des Haufigkeit des
fiir den PR Tode Todes
0 46 13/33 28,3 Hitten nicht mit
Tamoxifen
behandelt werden
sollen
1 7 2/5 2 8,6 Hitten nicht mit
Tamoxifen
behandelt werden
sollen
2 25 6/19 24,0
3 9 1/8 11,1
4 31 7/24 22,6
6 57 4/53 7,0
8 15 3/12 20,0
9 49 15/34 30,6
12 42 5/37 11,9

Es zeigt sich, dass der Progesteronrezeptor das Therapieversagen einer

Tamoxifentherapie  tendenziell besser vorhersagt, als dieses der
Ostrogenrezeptor tut.

Wenn man die neun Klassen Einteilung zugrunde legt ergibt sich ein Chi*>-Wert
von 18,4 (p=0,018), bei einer binaren Einteilung mit dem Cut-off Punkt von 1 ein
Chi2-Wert von 4,4 (p=0,0359) und bei einem Cut-off Punkt von >1 ein Chi*>-Wert
von 5,3 (p=0,0218). Wurde der Cut-off Punkt >2 gewahlt, ergab sich ein Chi*-

Wert von 8,6 (p=0,00331), bei einem Cut-off Punkt >3 ein Chi*>-Wert von 7,3
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(0,00676) und bei einem Cut-off Punkt >4 lag der Chi>-Wert bei 5,3 (p=0,0216).
Die verbleibenden Cut-off Punkte ergaben keine Erhéhung des Chi*-Wertes mit
p>0,05.

In Tab. 37 wurden alle Patientinnen mit einer Tamoxifentherapie (adjuvant oder

palliativ) und mit einem immunhistochemischen Nachweis des PR ausgewertet.

Tab. 37: Progesteronrezeptor als Therapiepridiktor gemessen am EFS in der Untermenge von Patienten
mit Tamoxifentherapie

Cut-off 5-Jahres EFS in | S5-Jahres EFS in Chi? p
(negativ versus positiv) | PR negativem PR positivem
Kollektiv Kollektiv
0,1,2,3,4,6,8,9,12 15,0 0,0595
1 56,0% 73,8% 3,4 0,0648

(0 versus 1-12)
2 54,6% 74,6% 5,0 0,0249

(0-1 versus 2-12)

3 55,5% 76,2% 7,91 0,00495
(0-2 versus 3-12)

4 58,1% 76,2% 6,91 0,00867
(0-3 versus 4-12)

6 62,8% 77,0% 4,6 0,0319

(0-4 versus 6-12)
8 70,5% 71,9% 0 0,922

(0-6 versus 8-12)
9 71,4% 71,0% 0 0,982

(0-8 versus 9-12)
12 83,6% 68,5% 2,4 0,125

(0-9 versus 12)

In der ersten Spalte der Tab. 37 wurden alle neuen Kategorien zugelassen, bei
allen restlichen wurden nur zwei Kategorien unterschieden. Die Tab. 37 zeigt
das prozentuale Gesamtiuberleben unter einer Tamoxifentherapie in

Abhangigkeit dessen, wo die Cut-off Trenngrenze zwischen positiv und negativ
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fur den Progesteronrezeptor gesetzt wurde. So zeigt sich der deutlichste
Uberlebensunterschied im Tamoxifenkollektiv, mit hohem Chi>-Wert und
niedrigem p-Wert (0,0049), bei dem Cut-off Punkt 3, mit prozentualem
Uberlebensvorteil von 20,7% zu Gunsten der Gruppe mir ER23. Bei den Cut-off
Punkten 2, 4 oder 6 bestehen ebenfalls relativ hohe, statistisch signifikante

Uberlebensunterschiede.

Tab. 38: Abhdngigkeit des OS im Tamoxifenkollektiv von der Hohe des PR Scores

Cut-off S Jahres OSin | 5 Jahres OS in Chi? p
(negativ versus positiv) [ PR negativem PR positivem
Kollektiv Kollektiv
% %
0,1,2,3,4,6,8,9,12 18,21 0,0194
1 66,8 85,8 4,21 0,0395
(0 versus 1-12)

2 65,8 86,5 5,11 0,0244

(0-1 versus 2-12)
3 69,0 87,5 8,8 0,00303

0(0-2 versus 3-12)
4 71,2 87,5 7,4 | 0,00637

(0-3 versus 4-12)
6 74,9 88,5 5,21 0,0232

(0-4 versus 6-12)
8 84,8 82,9 0 0,93

(0-6 versus 8-12)
9 81,9 85,3 0 0,892

(0-8 versus 9-12)
12 81,6 89,4 3,3 0,0679

(0-9 versus 12)

Die Cut-off Punkte 8, 9 und 12 erbringen keinen Uberlebensvorteil hinsichtlich
der Tamoxifenpradiktion. Der hochste Chi2>-Wert (8,8) mit niedrigstem p-Wert

(0,00303) wird wie beim EFS in der Gesamtuberlebenssituation bei dem Cut-off
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Punkt 3 erzielt, mit 18,5% Uberlebensvorteil nach 5 Jahren. Wenn man den
Informationsgewinn der beiden oben stehenden Tabellen zusammenfasst zeigt
sich, dass die Cut-off Werte von 3 und 4 die Vorhersage eines maoglichen

Therapieversagens optimal anktndigen.

5.5.4 Progesteronrezeptor als pradiktiver Faktor bei einer 3-
Gruppen-Einteilung

Da unsere Untersuchungen gezeigt haben, dass die Feinunterteilung des
Progesteronrezeptors keine zusatzliche pradiktive Information Uber eine binare
Einteilung erbringt, wurde zusatzlich der Fragestellung nachgegangen, ob eine
Einteilung in 3 Gruppen bessere Vorhersage hinsichtlich des
Tamoxifenansprechens aufweisen wirde. Im Patientenkollektiv wurde eine
Unterteilung der Progesteronrezeptorexpression in 3 Gruppen wie folgt
unternommen:

o Gruppe mit niedriger oder fehlender Expression (IRS 0 - 1),

o Gruppe mit maRiger Expression (IRS 2 - 6) und

o Gruppe mit hoher Expression (IRS 8 - 12).

Wenn man die Auswertung in 3 Gruppen vornimmt, unter gesicherter
Tamoxifentherapie, so ergeben sich fur das Auftreten eines ,events” folgende
Werte (Tab. 39):

Tab. 39: Todeshdiufigkeit bei gesicherter Tamoxifentherapie in Abhdingigkeit von der Hohe der
Progesteronexpression (ohne Beriicksichtigung der Zeit)

PR Score N| Event| Kein Event| Wahrscheinlichkeit des Events
(%)

0,1 53 15 38 28,30

2,3,4,6 122 18 104 14,75

8,9,12 106 23 83 21,69
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Fur das Gesamtiberleben errechnet sich ein Chi>-Wert von 5,9 mit
entsprechendem p-Wert von 0,0514. Wenn man das EFS anstelle des OS
einsetzt, ergibt sich ein Chi>-Wert von 5 mit p=0,0819 (siehe Tab. 40). Eine
Einteilung in 3 Gruppen ergibt somit beim Progesteronrezeptor keine bessere

Trennscharfe als die binare Einteilung.

Tab. 40: Inzidenz des Events (Lokalrezidiv, Fernmetastase oder Tod) bei der Einteilung
des PR in 3 Gruppen

PR Score N| Event| Kein Event| Wahrscheinlichkeit des Events
(%)

0,1 52 20 32 38,46

2,3,4,6 121 30 91 24,78

8,9,12 102 31 71 30,39

Fasst man die Ergebnisse einer Einteilung in 3 Gruppen sowohl beim
Ostrogenrezeptor als auch beim Progesteronrezeptor zusammen, so ergibt sich
eindeutig, dass die Rezidivhaufigkeit bzw. die Haufigkeit des Todesereignisses
bei einer Hormontherapie nicht von der genauen Expressionshéhe abhangt.

Es lasst sich nicht Uberzeugend darlegen, dass eine 9-Gruppen-Einteilung
(Score: 1, 2, 3, 4, 6, 8, 9, 12) oder eine 3-Gruppen-Einteilung (Score: 0,1; 2-6; 8-
12) eine bessere Vorhersage erlaubt, als eine rein binare Einteilung, sofern man
die Cut-off Punkte sehr niedrig setzt (Tab. 37, Tab. 38).
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5.5.5 Kombinationsanalyse zwischen Ostrogen- und
Progesteronrezeptor als Pradiktoren einer
Tamoxifentherapie

Als eine weitere Moglichkeit einer verbesserten Pradiktion der
Tamoxifenansprache, haben wir die Kombination beider Steroidrezeptoren
herangezogen.

Bei dieser Berechnung wurden sowohl die immunhistochemischen wie auch die
biochemischen  Falle  berucksichtigt. Es ergeben sich  folgende
Wabhrscheinlichkeiten fur ein ,event” (siehe Tab. 41) bei Hinnahme einer

Rezeptorpositivitat ab IRS = 2 oder 15 fmol/mg Protein.

Tab. 41: Wahrscheinlichkeit fiir ein ,,event* in Abhiingigkeit vom Steroidrezeptorstatus im
Tamoxifenkollektiv

ER/PR Status Event ja| Eventnein| Eventin % | Randsumme
ER-/PR- 11 12 47,82 23
ER+/PR- 19 39 32,76 58
ER-/PR+ 4 25 13,79 29
ER+/PR+ 51 120 29,82 171
Randsumme 85 196 281

Bei der Analyse der vier mdglichen Steroidrezeptorkombinationen zeigt sich,
dass lediglich die Information einer Negativitat der Steroidrezeptoren, eine
signifikant negative Aussagekraft hinsichtlich des Ansprechens auf Tamoxifen
ergibt. Im univariaten Modell nach Kaplan-Meier ergibt sich ein Chi?-Wert von 7,2
mit einem p-Wert von 0,0664.

Bemerkenswert ist der Umstand, dass der prozentuale Anteil des Events in der
ER+/PR+ Gruppe grolder ist als der in der ER-/PR+ Gruppe. Es werden daher
auch fiir diese 4 Gruppen die 3- und 5-Jahres Uberlebenszeiten berechnet (siehe
Tab. 42).
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Sowohl die 3-Gruppen-Einteilung (ER+/PR+ versus ein Rezeptor positiv versus
beide Rezeptoren negativ), als auch die Einteilung in 4 Gruppen ergeben

statistisch signifikante Werte mit Chi*=10,9 und 15,3 sowie p-Werte von 0,0042

und 0,0161 in der univariaten Auswertung fir das 3- und 5-Jahres Uberleben.

Tab. 42: Patientinnen mit priméirem Mammakarzinom und Tamoxifentherapie

Steroidrezeptoren| 3-Jahres Konfidenz- | 5-Jahres | Konfidenz-
Uberleben Intervalll | Uberleben Intervall
ER-/PR- 70,80% 57,1-87,8 59,10% 43,9-79,6
ER+/PR- 91,80% 85,6 - 98,3 80,40% 70,8 -91,3
ER-/PR+ 91,20% 82,1-100 zu wenig Falle
(at risk)
ER+/PR+ 90,50% 87,1-94,0 81,60% 76,9 - 86,6

Somit ergibt sich, dass alle 3 Gruppen mit wenigstens einem positiven
Steroidrezeptor bei gesicherter Tamoxifentherapie eine bessere 3- oder 5-Jahres

Uberlebenswahrscheinlichkeit haben, als die Ostrogen- und Progesteronrezeptor
negativen Falle.
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Abb. 26: Abhiingigkeit des Uberlebens von der Steroidrezeptorkombination im Tamoxifenkollektiv

Die geringste Haufigkeit eines Events (gemessen an dem Tod, lokalem Rezidiv
oder Fernmetastase) ergibt sich erstaunlicherweise fir die Rezeptorkonstellation
ER-/PR+. Hier ist die Haufigkeit des Events noch geringer als in der Untermenge
der Mammakarzinome mit der Konstellation ER+/PR-. In Abb. 26 ist das sehr

deutlich an den Uberlebenskurven der vier Rezeptorkombinationen zu erkennen.
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5.6 Kollinearitit des Ostrogenrezeptors

Diesem Abschnitt kann man auch die Frage zu Grunde legen, ob die Expression
des Ostrogenrezeptors mit anderen klinischen oder histopathologisch erfassten
Faktoren korreliert. Von den gepriften Variablen: dem Stadium, der Tumorgrolie,
dem nodalen Status, dem Grading, der Metastasierung, dem
Progesteronrezeptor und der Histologie stand nur das Grading mit dem
Ostrogenrezeptor in signifikanter Korrelation (p<0,0001, Chiz-Wert 157,2).
Schlecht differenzierten G3 Tumoren zeigten eine hoch signifikant verminderte
Ostrogenrezeptorexpression. Bei der histologischen Einteilung in invasiv-
ductales versus invasiv-lobulares Mammakarzinom deutete sich ein leichtes
Uberwiegen der lobuldren Karzinome in der Gruppe mit hoher
Ostrogenrezeptorexpression an, mit Chi?>= 8,374 und p=0,039. Weiter sind wir
der Frage nachgegangen, ob es zwischen pramenopausalen und
postmenopausalen Mammakarzinomen signifikante Unterschiede in der
Expression der Steroidrezeptoren gibt. Aus der Betrachtung der Tab. 43 zeigt
sich, dass bei der postmenopausalen Frau der Prozentsatz der ER positiven
Falle ansteigt.

Tab. 43: Zusammenhang zwischen Menopause und Ostrogenrezeptorexpression

Menopausenstatus
primenopausal postmenopausal
ER negativ 51 103
% 32,9 19,07
ER positiv 104 437
% 67,1 80,93

Chi? P

13,35314 0,00026

97



5.7 Kollinearitat des Progesteronrezeptors

In Analogie zur Vorgehensweise im Abschnitt 5.6, werden hier die Variablen
ermittelt, die mit der Expression des Progesteronrezeptors korrelieren. Es
ergeben sich hierbei dhnliche Verhaltnisse wie beim Ostrogenrezeptor.

Das Grading korreliert mit sehr hoher Signifikanz mit der Expression des
Progesteronrezeptors, jedoch in umgekehrter Relation (p<0,0001; Chi?=123,49).
Bei der Histologie zeigt sich, im Gegensatz zum Ostrogenrezeptor, keine
Korrelation mit der Progesteronrezeptorexpression.

Wir sind weiter der Frage nachgegangen, ob es zwischen pramenopausalen und
postmenopausalen Mammakarzinomen signifikante Unterschiede in der

Expression des Progesteronrezeptors gibt.

Tab. 44: Zusammenhang zwischen Menopause und Progesteronrezeptorexpression

Menopausenstatus
primenopausal postmenopausal
PR negativ 51 139
% 32,9 25,88
PR positiv 104 398
% 67,1 74,12

Chi? P

5,23288( 0,02216

Ahnlich wie beim Ostrogenrezeptor, zeigt sich in der Menopause eine Tendenz
zur positiven Progesteronrezeptorexpression, jedoch ist diese beim

Progesteronrezeptor geringfugiger ausgepragt.
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5.8 Univariate Modelle des Uberlebens

Wie in der Tab. 45 aufgefuhrt, sind folgende Variablen univariat mit der
Prognose verbunden: das Stadium, nodaler Status, Tumorgrolde,

Metastasierung, Grading, der Progesteronrezeptor, der cerb-B2 und das Alter.

Tab. 45: Prognose in Abhiingigkeit von klassischen Parametern

Variable Log rank p
Stadium 1 269,16 <0,0001
yi4
11l
v
N NO 170,11 <0,0001
N1
N2-N3
T T1 128,79 <0,0001
12
T3
T4
M Mo 207,74 <0,0001
MI
Grading Gl 27,59 <0,0001
G2
G3
ER ER - 1,35 0,2466
ER+ 5,41 0,02
(Breslow)
PR PR - 5,72 0,0168
PR+ 9,12 0,0025
(Breslow)
c-erb-B2 - 10,27 0,0013
+
invasiv ductal 1,55 0,67
invasiv lobulir
Sonderformen
Priimenopausal 2,73 0,099
Postmenopausal
Alter < Median 9,65 0,0019
>Median
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Beim Ostrogenrezeptor liegt lediglich eine grenzwertige Signifikanz vor, die sich
im Breslow-Test zeigt. Von den zahlreich untersuchten Grenzwerten, sowohl bei
denen des Ostrogenrezeptors als auch bei denen des Progesteronrezeptors,

zeigen sich folgende als signifikant:

= Ostrogenrezeptor bei Zulassung eines kontinuierlichen Spektrums von
biochemisch bestimmten Werten.

= Ostrogenrezeptoren bei Einteilung bei niedrigen Cut-off Werten fiir eine
binare Einteilung. Die Entscheidung welchen Cut-off Wert man dann als
optimal annimmt ware ja mehr oder weniger willkurlich. Unsere Arbeit
zeigt, dass der Cut-off von 1 ein ganz guter Prognosewert ist.

» Progesteronrezeptor als diskrete Variable bei Zulassung eines
kontinuierlichen Spektrums von biochemisch bestimmten Werten.

» Progesteronrezeptor bei Einteilung mit jedem niedrigem Cut-off Wert flr
eine binare Einteilung in positiv und negativ, obwohl der Cut-off Punkt 3
mit hochstem Chi?-Wert als optimal erscheint.

» Progesteronrezeptor bei Einteilung in 3 Gruppen.

Unsere Werte zeigen eine Reihe von Cut-off Punkten die sicherlich nicht

geeignet sind eine Prognose vorherzusagen.
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5.9 Multivariate Modelle des Uberlebens unter
Beriicksichtigung aller Prognosefaktoren

Die entscheidende Frage ist hierbei allerdings nicht, wie sich eine Variable im

univariaten, sondern im multivariaten Cox-Modell verhalt. Wenn man mit den

univariaten Prognosefaktoren ein multivariates Verfahren eingeht, so lasst sich

ermitteln, welcher der untersuchten Faktoren am ehesten fur die Vorhersage des

GesamtlUberlebens geeignet ist. Die Strategie bei Erstellung des Modells war die

Verwendung jeglicher univariater Prognosefaktoren. In das Cox-Modell wurden:
T, N, M, Grading, ER (Remmele Score), PR (Remmele Score) und das Stadium

eingegeben.

Die als multivariat noch bedeutungsvollen Variablen sind

hervorgehoben.

in Fettdruck

Tab. 46: Cox-Modell fiir das OS unter besonderer Beriicksichtigung der Steroidrezeptoren

Varaible |B SD Wald |p RR 95%
Konfidenzintervall
Stadium -0,195 0,238 -0,818 0,41 0,823 0,516 1,31
T 0,751 0,154 4,874 0,0000011 2,120 1,567 2,87
N 0,488 0,165 2,951 0,0032 1,629 1,178 2,25
M 2,375 0,435 5,462 0,000000047 | 10,752 | 4,58 25,21
Grading 0,283 0,217 1,302 0,19 1,327 0,867 2,03
ER -0,138 0,138 -1,001 0,32 0,871 0,665 1,14
(0-12)
PR -0,219 (0,123 -1,788 0,074 0,803 0,631 1,02
(0-12)

Weder der Progesteronrezeptor noch der Ostrogenrezeptor zeigen sich in dem

multivariaten Cox-Modell als signifikante Prognosefaktoren.
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Das vorgelegte Cox-Modell ergibt 3 multivariate Variablen fur einen tddlichen

Krankheitsausgang:

» der nodale Status,
» die Metastasierung und

» die Tumorgrolie.

Der Ostrogenrezeptor erreicht dabei den Status eines Trendfaktors fiir das gute
Uberleben nicht (p=0,32), wohingegen der PR eben das Signifikanzniveau knapp
verpasst (p=0,074). Der Log-rank Test lag flr dieses Modell bei 262 und der p-
Wert erreichte 0. Das Modell konnte nicht verbessert werden, auch wenn man
bei den ER und PR eine Einteilung in 3 Gruppen bzw. eine bindre Einteilung

vornahm.

Das gleiche Modell wurde auch fiir das rezidivfreie Uberleben errechnet.

Tab. 47: Cox Regressions-Model fiir das EFS

Variable | B SD Wald p RR 95%
Konfidenzintervall

Stadium |-0,0401 0,261 -0,154 0,88 0,961 0,576 1,60
T 0,7051 0,165 4,279 0,000019 | 2,024 1,465 2,80
N 0,4945 0,181 2,732 0,0063 1,640 1,150 2,34
M 1,3319  |0,475 2,803 0,0051 |3,788 1,493 9,61
Grading |0,3344 0,220 1,521 0,13 1,397 0,908 2,15
ER -0,2110 0,141 -1,502 0,13 0,810 0,615 1,07
(0-12)

PR -0,2001 0,124 -1,614 0,11 0,819 0,642 1,04
(0-12)

FUr das EFS im vorgelegten Cox-Modell ergeben sich drei multivariate Faktoren

fur einen ,event® im Krankheitsverlauf: T, N und M. Der Log-rank Test lag fur
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dieses Modell bei 167 und der p-Wert erreichte 0. Der Austausch des Remmele
Score gegen die Einteilung negativ (Score 0,1) versus positiv (Score>1) brachte
keine Verbesserung des Modells, ebenso wenig wie die Analyse der 3-Gruppen-
Einteilung. Das galt sowohl fiir den Ostrogenrezeptor als auch fir den

Progesteronrezeptor.
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6 Diskussion

6.1 Verlasslichkeit des Datenmaterials

6.1.1 Charakteristik der Studienpatientinnen und
Nachbeobachtungszeit

Vor dem Vergleich unserer Studienergebnisse mit der internationalen Literatur,
soll zunachst ein kurzer Uberblick Uber die Patientencharakteristiken erfolgen. In
der vorliegenden Arbeit wurde ein Gesamtkollektiv von 1139 Patientinnen in die
statistischen Auswertungen einbezogen, die im Zeitraum von 1986 bis 2001 an
einem Mammakarzinom erkrankten. Bei 783 Patientinnen wurden die
Steroidrezeptoren immunhistochemisch nachgewiesen, bei 343 Patientinnen
kam die biochemische Dextran-Coated-Charcoal Methode zur Anwendung. In
einer kleinen Schnittmenge lagen Doppelbestimmungen vor (N=13). Der
Altersmedian aller Patientinnen betrug 59,3 Jahre. Die jingste Patientin war zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung 28, die alteste 88 Jahre alt. Die Kurve der
Altersverteilung in unserem Patientenkollektiv ist nahezu normal verteilt mit
einem Erkrankungsgipfel um die 60 Jahre, was vergleichbar ist mit der
Altersverteilung von anderen, fur diese Arbeit bertcksichtigten, reprasentativen
und spater zitierten Studien. Im Menopausenstatus war die Verteilung wie folgt:
24,2% (255) der Frauen waren pramenopausal, 75,8% (798) der Frauen
befanden sich in der Postmenopause. Bei 86 Patientinnen gab es keine Angabe
zum Menopausenstatus. Der hdohere Anteil von postmenopausalen Patientinnen
ist in den meisten Studien Ublich.

In unserem Kollektiv dominieren die Stadium Il Patientinnen (54,9%). Hinsichtlich
TumorgroRe ergab sich folgende Verteilung: 35,3% pT1, 48,4% pT2, pT3 und
pT4 Tumoren machen zusammen 16,3% aller Tumoren (7,5% bzw. 8,8%) aus.
Die Mehrheit der Studienpatientinnen war zum Zeitpunkt der Primardiagnose
nodalnegativ (52,2%), 47,8% der Patientinnen wiesen befallene Lymphknoten
(N1 42,4% bzw. N2-N3 5,4%) auf.
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In der histopathologischen Differenzierung der entfernten Karzinome wurden die
meisten Patientinnen in die Gruppe der maRig differenzierten Mammakarzinome
zugeordnet (G2). Die G1 Gruppe war mit 7,5%, die G2 mit 71,5% und die G3
Gruppe mit 21,2% vertreten. Bei 14 Patientinnen wurden keine Angaben zum
Grading gefunden. Die invasiv-ductalen Karzinome dominieren im
Studienkollektiv (70,1%). Etwa 19,1% aller Falle sind der Gruppe der lobularen
Mammakarzinome und 10,8% den Sonderformen zuzuordnen. In der Datenbank,
sowie in den vorliegenden Unterlagen, die dieser Doktorarbeit zugrunde lagen,
konnte bei 686 Patientinnen keine Information Uber eine eindeutige
Tumorhistologie bzw. eine Einteilung invasiv-ductal oder invasiv-lobular gefunden
werden. Der relativ hohe Prozentsatz nicht histologisch definierter Falle ergibt
sich aus dem Umstand, dass von einem Teil der befundenden Pathologen nicht
die WHO Nomenklatur von 1986 benutzt wurde (etwa bis 1992).

Um eine bestmaogliche Vergleichbarkeit der Daten mit der zitierten nationalen und
internationalen Literatur zu erzielen, wurden beim Gesamtluberleben der
Patientinnen die 3-, 5- und 10-JahreslUberlebensraten berechnet.

Die Follow-up Daten ergeben eine mittlere Beobachtungszeit von 65,93 Monaten
(SD 43,76). Die langste Nachbeobachtungszeit belief sich auf fast 200 Monate.
FUr das Gesamtkollektiv betragt das Mediane Follow-up 53,85 Monate. Die
allgemeinen sowie klinisch-pathologischen Daten des untersuchten Kollektivs
spiegeln die Zusammensetzung ahnlicher, fur diese Arbeit bericksichtigter,

Datensammlungen bei primaren Mammakarzinomen in etwa wieder.
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6.1.2 Reproduzierbarkeit der immunhistochemischen
Bestimmungsmethode

Um die Verlasslichkeit der Ursprungsauswertung der Steroidrezeptoren zu
uberprifen, wurden mit Anwendung der linearen Regression die Formel der
Regressionsgraden, wie schon im Kapitel 4.9.2 beschrieben, errechnet. Es
wurde eine intraobserver und zwei interobserver Auswertungen durchgefuhrt. Fur
die intraobserver Auswertung des Ostrogenrezeptors ergab sich eine hohe
Signifikanz mit R=0,7567, p=0 und F=96,47.

Die Regression war auch bei der intraobserver Auswertung des
Progesteronrezeptors hoch signifikant mit R= 0,68, p=0 und F=63,08.

Die zwei interobserver Auswertungen des Ostrogenrezeptors zeigten hohe
Signifikanz der Regressionsgeraden mit R=0,7802, p=0 und F=113,5 sowie
R=0,7801, p=0 und F=111,9.

FUr den Progesteronrezeptor ergaben sich folgende Werte: R=0,8637, p=0 und
F=214,2 fur die erste interobserver Auswertung, sowie R=0,7307, p=0 und
F=83,62 fur die zweite interobserver Auswertung.

Die immunhistochemische Rezeptorbestimmung ist somit eine verlassliche und
reproduzierbare Methode, mit R-Werten im Mittel von 0,77 flr den
Ostrogenrezeptor und 0,76 fiir den Progesteronrezeptor. So ist offensichtlich die
Qualitat der Reproduzierbarkeit beider Rezeptoren fast identisch. Fischer et al.**
fanden fur den Ostrogenrezeptor eine 87%-ige interobserver Konkordanz, sowohl
fur die Anzahl der positiven (gefarbten) Zellen als auch fur die Intensitat der
Farbung. Fir den Progesteronrezeptor ergaben sich 84%, respektive 86%
Ubereinstimmende Werte. In gleicher Studie wurde bei der Dichotomisierung
(positiv/negativ) der Befunde fir den Ostrogenrezeptor in der interobserver
Auswertung eine 89%-ige und fur den Progesteronrezeptor eine 79%-ige
Ubereinstimmung gefunden. Die schwedische Untersuchergruppe von Chebil et
al.® evaluierte die interobserver Reproduzierbarkeit der ER- und PR-
Bestimmung mittels der immunhistochemischen Methode. Der Cut-off Wert flr
die Positivitat wurde bei >10% der gefarbten Zellen, unabgangig von der

Intensitat der Farbung, gesetzt. Die Konkordanzrate war sehr hoch, mit dem
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Kappa-Wert von 0,78 fir den Ostrogenrezeptor und 0,72 fiir den

1.% wurden 102 Falle des

Progesteronrezeptor. In der Arbeit von Biesterfeld et a
primaren Mammakarzinoms von zwei unabhangigen Pathologen mittels der
immunhistochemischen Methode bestimmt. Die interobserver Ubereinstimmung
fur die Dichotomisierung, Positivitat versus Negativitat, betrug flr den
Ostrogenrezeptor 89% und fiir den Progesteronrezeptor 93%. Bei Betrachtung
der Ubereinstimmung des Remmele-Wertes, im Kollektiv der von zwei
Untersuchern als positiv eingestuften Tumoren, fand sich eine 54%-ige
Konkordanz fiir den Ostrogen- und eine 57%-ige Konkordanz fir den
Progesteronrezeptor. Eine sterreichische Arbeitsgruppe von Regitning et al.”’
untersuchte die interobserver Variabilitdt der Steroidrezeptorbestimmung mit
einer Cut-off Grenze von <10%. So konnte fiir den Ostrogen- sowie fiir den
Progesteronrezeptor nur eine moderate Ubereinstimmung beobachtet werden
(Kappa-Wert fir ER 0,57 und fiir den PR 0,53). Rhodes et al.?® Gberpriiften in
200 teilnehmenden Laboratorien die Varianz der ER-Bestimmung mittels
Immunhistochemie. Eine hohe interobserver Ubereinstimmungsrate konnte bei
starker sowie maRiger Ostrogenrezeptorexpression demonstriert werden, jedoch
bei niedriger Expression verzeichneten sich 30-60% falsch negative Ergebnisse.
Ausgehend vom heutigen Kenntnisstand, dass sogar Tumoren mit niedrigen
Ostrogenrezeptorlevels von einer endokrinen Therapie profitieren kénnen, wird
die Wichtigkeit der verbesserten Sensitivitdt einer immunhistochemischen
Bestimmungsmethode deutlich. Die Faktoren wie z.B. Gewebsfixation (der Typ
der Fixation sowie die Lange der Fixation), Antikorperauswahl sowie die
Trennsetzung der Grenze fur die Interpretation der Positivitat kbnnen mafigeblich
die Genauigkeit und die Reproduzierbarkeit der immunhistochemischen Methode
beeinflussen.”® Zusammenfassend ergeben unsere Untersuchungen zur
Reproduzierbarkeit des immunhistochemischen Rezeptornachweises, dass es

sich um eine verlassliche Methode handelt.
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6.2 Univariate Analyse des Uberlebens in
Abhéngigkeit von klassischen
Prognoseparametern

Prognosefaktoren sollen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung helfen, eine
Vorhersage Uber das zu erwartende, individuelle krankheitsfreie Uberleben sowie
uber das Gesamtuberleben in Abwesenheit jeglicher Therapie treffen zu konnen.
Diese individuelle Prognose hangt von der Interaktion verschiedener
tumorbezogener Faktoren ab. Fur die klinische Routine werden folgende,
klassische = Prognoseparameter  einbezogen: die  TumorgroRe, der
Lymphknotenstatus, das Grading, das Alter bzw. der Menopausenstatus, der
Ostrogen- und Progesteronrezeptorstatus sowie, laut der St. Gallen-Konferenz
von 2005, der HER-2/neu-Status und die peritumorale Lymph- und
BlutgefalRinvasion. Diese Einschatzung des Krankheitsrisikos erlaubt eine
risikoadaptierte Therapie des Mammakarzinoms.

Berucksichtigt man das Gesamtuberleben der Patientinnen in Abhangigkeit vom
Menopausenstatus, so ergab sich zwischen pra/perimenopausalen und
postmenopausalen Frauen in unserer Datenlage kein signifikanter Unterschied
im Gesamtuberleben.

Der errechnete p-Wert von 0,099 in der Kaplan-Meier Statistik zeigt, dass der
Menopausenstatus die Prognose des primaren Mammakarzinoms in unserer
Studiensituation nicht beeinflusst. Im vorliegenden Fall war demnach die
Nullhypothese gultig.

Es besteht aber ein gewisser Trend fur eine schlechte Prognose im hdheren
Alter. In Gesamtbetrachtung der berlcksichtigten Studien zum Thema
Uberlebensprognose in Abhangigkeit vom Alter, kommen die verschiedenen
Autoren zum Teil doch zu deutlichen Unterschieden in ihren jeweiligen
Beobachtungen. Wahrend einige Untersucher, wie z.B. Bonnier et al.'®, Kurzt et
al.’® sowie Recht et al."® eine schlechtere Prognose fiir jiingere Patientinnen
voraussagten, zeigten Holli et al.'® einen signifikanten Zusammenhang zwischen
héherem Alter und Prognoseverschlechterung. Crowe et al.'® wiederum,

konnten keine Abhangigkeit der Uberlebenswahrscheinlichkeit vom Alter
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bestatigen. Wir konnten den negativen Einfluss des Alters auf den
Krankheitsverlauf demonstrieren. Fir die Bewertung des Alters als
Prognosefaktor muss man berucksichtigen, dass die Sterblichkeit unter
Betrachtung aller anderen Todesursachen, die nicht mit einem Mammakarzinom
zusammenhangen, mit dem Lebensalter zunimmt. Es sind daher verbesserte
statistische Methoden erforderlich, um die ,natlrliche Sterblichkeit* von der
tumorbedingter Mortalitat abzutrennen.

Ein Grund fur die diskrepanten Ergebnisse kdonnte dadurch erklart werden, dass
bei unseren Patienten in der Mehrzahl keine exakte Ermittlung der Todesursache
erfolgte. Da bei fehlenden Obduktionsberichten und einer insgesamt niedrigen
Obduktionsfrequenz in Deutschland eine verlassliche Todesursache haufig nicht
anzugeben war, wurde jeder Todesfall aus unbekannter Ursache als
tumorbedingt gewertet. Lediglich die 2,3% der Todesfalle, die sicher nicht dem
Tumorleiden zuzurechnen sind, konnen als ,censored” gewertet werden.

Ein Teil der Differenz bei den Ergebnissen kann auch durch die in den jeweiligen
Studien unterschiedlichen Patientenkollektive erklart werden, vor allem wenn der

Anteil an Patientinnen die unter 40 bzw. 35 Jahre alt sind niedrig ist.

Aus unserem Datenmaterial konnte ein hoch signifikanter Zusammenhang
zwischen TumorgroRe und Gesamtiberleben gezeigt werden, mit deutlicher
Verschlechterung des Uberlebens mit zunehmender TumorgréRe (Log-rank Wert
von 128,79 und p-Wert<0,0001), was in Analogie zur vorliegenden Literatur'®
steht. Nicht nur, dass zwischen Tumorgrole und der Anzahl befallener
Lymphknoten eine Korrelation besteht, sondern auch fur Patientinnen ohne
Lymphknotenbefall ist die Tumorgrofde einer der wichtigsten Prognosefaktoren.
So zeigte die Studie von Carter und Mitarbeitern'®, dass bei nodalnegativen
Patientinnen und TumorgroRe <1 cm das 5-Jahres Gesamtuberleben fast 99%
betrug, verglichen mit 89% Gesamtuberleben bei einer Tumorgrof3e von 1-3 cm
und 86% Gesamtuberleben bei einer TumorgréRe von 3-5 cm. Diese Korrelation
ist nach 20 Jahren fortwahrend, wie es in der Arbeit von Rosen et al.'’ dargelegt
wird. Dass die Uberlebensrate mit zunehmender Tumorgrofke und unabhangig

vom Lymphknotenstatus sinkt, zeigte auch die Arbeit von Gamet et al'®.
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Neben dem Einfluss der TumorgréRe auf das Uberleben, wird die mediane Zeit
bis zur Entwicklung von Metastasen mit zunehmender Tumorgrélie deutlich
verkiirzt."®'%° So entsprechen unsere Ergebnisse in vielfacher Hinsicht den
Erkenntnissen aus zahlreichen, national und international publizierten und fir
diese Arbeit bertcksichtigten Studien, die zunehmende TumorgréfRe wirkt sich

signifikant negativ auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patientinnen aus.

Beim Lymphknotenstatus zeigte sich in unserer Studie eine signifikante
Prognoseverschlechterung hinsichtlich des Gesamtlberlebens bei steigender
Anzahl der befallenen Lymphknoten. Die Mehrheit der durchgefiihrten klinischen
Studien'01"""112113 am ebenfalls zu dem Ergebnis, dass das AusmaR des
axillaren Lymphknotenbefalls umgekehrt proportional zu der Uberlebenszeit
korreliert. So konnten Fischer et al.""* die 5-Jahres Uberlebensrate von 82,8%
bei der NO Situation zeigen, verglichen mit 73% bei 1-3 befallenen LK, 45,7% bei
4-12 positiven LK und 28,4% bei Befall vom mehr als 12 LK. Die Wertigkeit des
Lymphknotenstatus als sichere und unabhangige Variable in Hinblick auf das
Uberleben bleibt unumstritten.

Ein weiteres Beispiel aus der Gruppe der klassischen und unabhangigen
Prognosefaktoren ist die histologische Differenzierung, welche in unserem
Untersuchungsgut univariat hoch signifikante Uberlebensunterschiede zwischen

18-116-117 wird eine Starke

den drei Gradingstufen ergibt. In der Literatur
Korrelation zwischen  Tumordifferenzierungsgrad und Gesamtiberleben
beschrieben. Beispielsweise zeigten nodalpositive G3-Tumoren im Vergleich zu

t. 118-119 In

einem nodalnegativen G1-Tumor eine ca. 9-fach hohere Mortalita
unserem Kollektiv nahm die Uberlebenswahrscheinlichkeit beim schlechteren
Differenzierungsgrad ab, was sich als statistisch signifikant (p<0,0001) erwies
und im Einklang mit zitierter Literatur steht.

Bei der univariaten Analyse des Gesamtuberlebens in Abhangigkeit von der
Histologie konnte, anders als bei einigen Verdffentlichungen'®'?! der letzten
Jahrzehnte, in unserer Datenlage keine signifikante Korrelation bestatigt werden.
So zeigte z.B. die Arbeit von Fisher et al.'??, dass die Histologie, neben dem Alter

und der Anzahl der befallenen Lymphknoten sowie dem Grading, die
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prognostische Diskriminante fur das Uberleben 8, 10 oder 15 Jahren nach
Diagnosestellung ist. Es bedarf der nochmaligen Erwahnung, dass in unserer
Arbeit die hohe Fehlzahl der Angaben zur Histologie, eher als ungunstig zu
berlcksichtigen ist, sodass man bei retrospektiver Analyse eigentlich keine
verlasslichen Aussagen zum Einfluss der Histologie machen kann.

Ohne hier tiefer auf die kontrovers diskutierte Frage einzugehen, ob Ostrogen-
und Progesteronrezeptor als gute univariate Prognosefaktoren anzusehen sind,
und falls ja, ab welchen Cut-off Punkt, wurde des Weiteren der Zusammenhang
zwischen Steroidrezeptoren und dem Gesamtuberleben untersucht, unabhangig
davon welche Steroidrezeptor-Bestimmungsmethode zur Anwendung kam. In
unserem Gesamtkollektiv war bei 71,4% der Falle der Ostrogenrezeptor als
positiv angegeben. Eine Positivitat des Progesteronrezeptors lag in 63,7% der
Falle vor. In der Arbeit von McGuire'? beispielsweise waren 73% der Karzinome
ER positiv und 58% zeigten einen positiven PR-Status. 79% der Patientinnen in
der Arbeit von Harvey et al.'** waren ER positiv. In der noch oft zitierten Arbeit
von Dowsett'?® waren 76% der Karzinome ER positiv und 58% PR positiv. Somit
ist unser Kollektiv, angesichts der Steroidrezeptorverteilung, mit grof3en Studien
vergleichbar. Anhand der Log-rank- sowie Breslow-Werte lie3 sich flr das
langfristige OS im unseren Gesamtkollektiv zeigen, dass dem ER im Gegensatz
zum PR keine signifikante Bedeutung zukam. Das kurzfristige 3- und 5-Jahres
Uberleben hangt sowohl vom ER als auch vom PR Status ab, was sich im
Breslow-Test gut darstellen lies. Dies gilt bei einer binaren Analyse beider
Rezeptoren mit dem Cut-off Punkt, der fur den immunhistochemischen Nachweis
bei 2 lag und im Charcoal-Dextran Verfahren 15 bzw. 20 fmol/mg Protein betrug.
Die Ergebnisse aus unserem Datenmaterial sind vergleichbar mit Angaben in der
internationalen Literatur. Die Untersuchungsergebnisse der Early Breast Cancer
Trialists” Collaborative Group'? zeigten, dass ER positive Tumoren eine bessere
Prognose in den ersten Jahren nach der Diagnosestellung haben, was zum Teil
durch die langsamere Proliferation dieser Tumoren erklart werden konnte. Beim
Vergleich des rezidivfreien Uberlebens zeigte die gleiche Untersuchergruppe
eine Annaherung der Uberlebenskurven nach 15 Jahren, was sich in unserer

Studie bereits nach 10 Jahren andeutete. Hier stellt sich die Frage nach der Rolle
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des Ostrogenrezeptors fir die Entstehung der Mikrometastasen vor dem
Zeitpunkt der Diagnosestellung. Hilsenbeck et al."” demonstrierten nur in den
ersten drei Follow-up Jahren eine bessere Prognose bei einem positiven
Ostrogenrezeptorstatus. Um nur die prognostische Rolle der Steroidrezeptoren
zu beurteilen, durfte eigentlich in der Studiensituation keine endokrine Therapie
erlaubt werden, was zugegebenermalien bei gleichzeitiger Kenntnis der positiven
therapeutischen Konsequenz des Tamoxifens, aus unserem heutigen
Erfahrungsgegenstand ethisch nicht umsetzbar ist. Eine solche, bereits vor
mehreren Jahren initiierte Arbeit, ist die NSABP B-06 Studie'®. In diese Studie
wurden Patientinnen eingeschlossen, bei denen entweder die Mastektomie, die
Lumpektomie oder die Lumpektomie mit anschlieRender Bestrahlung und jeweils
ohne Verabreichung jeglicher systemischer adjuvanter Therapie durchgefuhrt
wurde. Frauen mit Ostrogenrezeptor positivem Tumor hatten 5-Jahres DFS von
74% und OS von 92%, wahrend in der Gruppe mit negativem Ostrogenrezeptor
diese Werte 66% und 82% betrugen. Dowsett et al.’® zeigten die prognostische
Wertigkeit der Steroidrezeptoren, neben der Tumorgrofde und nodalem Status.
Alter und Menopause hatten in der univariaten Analyse keine statistisch
relevante prognostische Bedeutung.

Zusammenfassend kommt unsere Untersuchung im Gesamtkollektiv, ohne
Berucksichtigung der Bestimmungsmethode der Steroidrezeptoren, zu
folgendem  Ergebnis: Betrachtet man unter Berlcksichtigung des
Gesamtliberlebens das gesamte Kollektiv (Patientinnen bei denen
Steroidrezeptoren  biochemisch und Patientinnen bei denen diese
immunhistochemisch bestimmt wurden), so zeigen sich als prognostisch univariat
signifikant nur die Variablen: Stadium, T, N, M, Grading, PR und Alter. Nicht
signifikant waren die Variablen: der menopausale Status sowie die Histologie
(invasiv-lobulares oder ductales Karzinom). Bei den Steroidrezeptoren muss hier

aber auf die nachfolgende Diskussion des Cut-off Punktes verwiesen werden.
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6.3 Vergleich der beiden Verfahren zum
Steroidrezeptornachweis

Eine der Fragen dieser Arbeit war, welche Steroidrezeptorbestimmungs-
methode, die heute Ubliche immunhistochemische oder die biochemische
Charcoal Dextran Methode, besser geeignet ist, um eine Prognose des
Mammakarzinoms vorherzusagen und wo der Trennwert zwischen Positivitat und
Negativitdt der Rezeptoren gesetzt werden soll. Die Ubereinstimmung zwischen
diesen beiden Methoden war auch von Interesse bei dieser Arbeit und wird in
den folgenden Kapiteln ausfuhrlich diskutiert.

Schon vor 30 Jahren wurde der Nachweis von Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren in menschlichen Mammakarzinomen als Indikator fur eine
eventuell  vorhandene  Hormonabhangigkeit  herangezogen.'®  Der
Hormonrezeptorstatus zahlt zu den wichtigsten unabhangigen Parametern fur die
Prognose des Mammakarzinoms und stellt zugleich ein Selektionskriterium fur
die Planung einer endokrinen Therapie dar, obwohl, wie schon oben diskutiert,
sich diese prognostische Rolle wahrend des Krankheitsverlaufs verliert. Wahrend
mehrerer Jahre wurden am Institut fir Pathologie des RBK zwei verschiedene
Methoden zur Bestimmung der Hormonrezeptoren an Mammakarzinomgewebe
angewendet. Der immunhistologische Nachweis von Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren an Gefrier- oder Paraffinschnitten sowie die
biochemische, quantitative Analyse der Rezeptoren an Homogenaten von
Frischgewebe mit der Dextran—Coated Charcoal (DCC) Methode. Die meisten
Daten Uber die klinische Wertigkeit der Steroidrezeptoren wurden mit der
Anwendung der biochemischen Methoden gesammelt.”® Die in der Literatur
zumeist angefihrten Nachteile der DCC-Methode sind einerseits die hohe
technische Aufwandigkeit und die damit verbundenen Kosten und andererseits
die Anwendung von radioaktivem Reagens als auch die grolkere Menge an
bendtigtem frischem Gewebe. Bei letzterem Mangel ist ein weiterer Kritikpunkt
angeknupft. Da das Gewebe homogenisiert wird, ist dadurch die Moglichkeit der

Zelldifferenzierung in der Probe nicht mehr vorhanden und somit ist die
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Kontamination mit steroidrezeptorpositiven, aber benignen Zellen, nicht
auszuschlielen. Mit der Entwicklung von spezifischen monoklonalen Antikérpern
und der immunhistochemischen Bestimmungsmethode konnten die Nachteile der
biochemischen Methode zum Teill Uberwunden werden. Die
immunhistochemische Methode hat einige Vorteile, vor allem die einfachere
technische Durchfiihrung, geringere Kosten, hohere Sicherheit, Anwendbarkeit
an unterschiedlichen Proben sowie hohere Sensitivitdt und Spezifitat in den
Proben wo nur wenige Tumorzellen vorhanden. Gleichzeitig kdnnen durch die
Visualisierung die falsch positiven Befunde bei der Kontamination durch benigne
rezeptorpositive Zellen vermieden werden.

Bei den 13 Fallen mit Doppelbestimmungen in unserer Studie lagen sowohl der
immunhistochemisch als auch der biochemisch bestimmte Steroidrezeptor-Wert
vor. Aus den linearen Regressionsanalysen zwischen immunhistochemischen
und biochemischen Verfahren in unserer Analyse ergab sich eine
Ubereinstimmung mit den Korrelationskoeffizienten von 0,586 (p<0,0001) fiir den
Ostrogenrezeptor und 0,813 (p<0,0001) fiir den Progesteronrezeptor. Somit zeigt
sich eine maRige Korrelation diesen zwei Bestimmungsmethoden des
Ostrogenrezeptors. Im Gegensatz zum Sachverhalt beim Ostrogenrezeptor ist
die Korrelation der beiden Bestimmungsmethoden des Progesteronrezeptors
deutlich besser. Wenn man die Analysen der Steroidrezeptoren mit beiden
Bestimmungsverfahren nur auf Ubereinstimmung positiv/negativ
zusammenfasste, so war die Korrelation vollstandig. Trotz einigen
Beschrankungen der DCC-Methode haben zahlreiche Studien eine gute

£.130-131-132 1y der Literatur®®

Korrelation zwischen den beiden Methoden gezeig
wird eine Diskonkordanzrate im Durchschnitt von 10-30%, sowohl fir Ostrogen-
als auch fur den Progesteronrezeptor, angegeben. In einer Studie von Allred et
all.”*® konnte sogar 91% Konkordanz erreicht werden. In der Arbeit von Louis P.
Pertschuk und Mitarbeitern'* wurden beide Methoden verglichen, 600 Fille des
Ostrogenrezeptors und 449 des Progesteronrezeptors. Bei der DCC-Methode
wurde die Trenngrenze zwischen negativ und positiv im Falle des ER bei 10
fmol/mg Protein und bei PR bei 5 fmol/mg Protein gesetzt. Die Rezeptorpositivitat

bei der IHC-Methode wurde bei >10% Farbung definiert. So zeigten sich in dieser
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Studie  ahnliche Ergebnisse wie in unserer Arbeit, wobei der
Korrelationskoeffizient fiir den Ostrogenrezeptor 0.565 (p< 0.001) und fir den
Progesteronrezeptor 0.423 (p< 0.001) betrug. Der Unterschied war jedoch, dass
in der zitierten Studie die Ubereinstimmung zwischen beiden Methoden fiir den
Ostrogenrezeptor besser war als fiir den Progesteronrezeptor. Ein Studie mit 299
Patientinnen aus dem Hanusch Medical Center Wien'' demonstrierte eine
statistisch signifikante Korrelation der beiden Methoden mit 84,2% Konkordanz
fur den Ostrogenrezeptor und 61,3% fiir den Progesteronrezeptor, bei der
Trenngrenze >10 fmol/mg Protein fur die biochemische DCC-Methode und bei
IRS>1 fur die immunhistochemische Methode. Molino et al.’*® fanden 81,5%
Konkordanz zwischen beiden Methoden, wobei die Cut-off Grenze fur die IHC-
Methode bei 45% Farbung und fur die DCC-Methode bei =210 fmol/mg Protein fur
den Ostrogenrezeptor und bei =215 fmol/mg Protein fiir den Progesteronrezeptor
gesetzt wurde. Die angeflihrten Beispiele veranschaulichen die Problematik der
Cut-off Punkte. Die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zwischen einer Vielzahl von
Studien, die sich mit dem Thema der Bestimmungsmethoden der
Steroidrezeptoren befasst haben, ist aufgrund der unterschiedlich gesetzten Cut-
off Kriterien fir die Trennung zwischen Positivitat und Negativitat erschwert. In

einer Studie von Layfield"®

wurden 45 Pathologieinstitute Uber die
angewendeten Kriterien der Bestimmung von Steroidrezeptoren mit der
immunhistochemischen Methode befragt. 62% der befragten Institute hat die
Tumorpositivitdt bei  5-10% der positiven (gefarbten) Zellen ohne
Berucksichtigung der Intensitat der Farbung definiert. Einige Institute haben bei
jeglichem Nachweis der Farbung den Tumor als rezeptorpositiv eingestuft,
wahrend andere Institute die Kombination aus der Anzahl der positiven Zellen
und der Farbeintensitat umgerechnet in verschiedene Scores angewendet
haben. Um die Ubereinstimmung der Methoden Uberpriifen zu kdnnen, bedarf es
eine einheitliche Definition der Rezeptorpositivitat oder deren Negativitat. Laut
der St. Gallen Empfehlung ist bei 10% der positiven Zellen der Tumor als
Steroidrezeptor positiv einzustufen.’> Sogar wenn alle diese Empfehlung
ubernehmen wirden, bliebe trotzdem eine gewisse Dosis Subjektivitat bei der

Praparatbeurteilung. Sowohl unsere Untersuchungen, als auch die angefuhrten

115



anderen Arbeiten, haben insgesamt eine gute Korrelation zwischen der
immunhistochemischen und der DCC-Methode bestatigt, jedoch konnte eine
perfekte Ubereinstimmung nicht gefunden werden. Dies Iasst sich zum Teil durch
die unterschiedlichen Charaktere beider Methoden erklaren. Wahrend mit der
DCC-Methde der monomerisierte zytosolische Rezeptor bestimmt wird, erfasst
die IHC-Methode den dimerisierten Kernrezeptor. Ein wesentlicher Grund fur die
unvollkommene Ubereinstimmung beider Methoden dirfte sein, dass bei der
DCC-Methode auch die Steroidrezeptoren aus gesundem Brustdrisengewebe
miterfasst werden. Zusammenfassend kann man aus unseren Ergebnissen
ableiten, dass in Ubereinstimmung mit zahlreichen friiheren Arbeiten die

immunhistochemische und biochemische Methode gut korrelieren.

6.4 Steroidrezeptoren als Prognosefaktoren

Wahrend die pradiktive Bedeutung der Steroidrezeptoren in der Mehrheit der

durchgefilhrten Studien bestdtigt zu sein scheint™®

, wird die Frage der
prognostischen Aussage kontrovers diskutiert'*"'*°. Hiermit werden wir uns zu
einem spateren Zeitpunkt befassen. Hunderte durchgeflhrter Studien haben sich
die Ermittlung des Zusammenhangs zwischen Ostrogenrezeptorstatus und
dessen prognostischer Rolle als Untersuchungsziel gesetzt. Wahrend einige

Untersucher diesen Zusammenhang demonstrierten’'*2 kamen andere

143'144, vor allem in der

Studien zu einem eher negativen Ergebnis
Langzeitbeobachtung. Die Mehrheit der Untersucher ist der Meinung, dass die
Anwesenheit des Ostrogenrezeptors als vorteilhafter Prognosefaktor
angenommen werden kann, obwohl die prognostische Starke niedrig ist und sich
im Krankheitsverlauf verliert. In der bereits diskutierten Frage der prognostischen
Bedeutung der Steroidrezeptoren in der univariaten Analyse einer binaren
Einteilung (positiv=20 fmol/mg Protein), konnten wir eine maRige und nur
kurzfristige Rolle des Ostrogenrezeptors, und eine deutlich bessere und fiir das
Langzeitiberleben bedeutendere Rolle des Progesteronrezeptors,
demonstrieren. In der multivariaten Analyse zeigten weder der Ostrogen- noch

der Progesteronrezeptor signifikanten Einfluss auf das Gesamtiberleben. Diese
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Ergebnisse bezogen sich auf das Gesamtkollektiv. Wir sind weiter der Frage
nachgegangen, welche Bestimmungsmethode mehr Information flr die
Beurteilung der Prognose ergibt, die biochemische oder die
immunhistochemische Methode. Gleichzeitig gingen wir das Problem der
Kriterien, wo der Trennwert gesetzt werden soll, an. Bei der biochemischen DCC-
Methode haben wir die 9-Gruppen-Einteilung einer 2-Gruppen-Einteilung bei
varilerendem Cut-off Punkt gegenubergestellt und gleichzeitig den Vergleich der
binaren Einteilung mit der 3-Gruppen-Einteilung vorgenommen.

Bei der immunhistochemischen Methode wurde die Feinunterteilung nach
Remmele mit binarer Einteilung und unterschiedlichen Cut-off Punkten
verglichen, um diese danach der 3-Gruppen-Einteilung (niedrige oder fehlende
Expression/mafige Expression/ hohe Expression) gegenuberzustellen.

Sowohl der Vergleich unserer Ergebnisse mit der Literatur, als auch der
Vergleich einzelner Literaturangaben untereinander, ist aufgrund verschiedener
Ursachen problematisch. In internationalen Studien werden Uberlebensdaten oft
in absoluten Haufigkeiten aufgefuhrt, wahrend oftmals keine kumulativen
Inzidenzen angegeben werden. Aufgrund der unterschiedlichen
Zusammensetzung der Bezugskollektive, Ungleichheiten in den
Nachbeobachtungszeitraumen und vor allem uneinheitlich definierten Cut-off
Punkten, ist eine definitive Vergleichbarkeit nicht moglich.

Auf eine vergleichende tabellarische Darstellung wurde daher verzichtet. Im
Folgenden werden nun die Ergebnisse der verschiedenen Studien einzeln

aufgefuhrt.
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6.4.1 Ostrogenrezeptor als Prognosefaktor bei Anwendung
der DCC-Methode

Wir haben gesehen, dass im Gesamtkollektiv der prognostische
Informationsgehalt des  Ostrogenrezeptors maRig ausfallt und die
Uberlebensunterschiede zwischen Patientinnen mit positivem und Patientinnen
mit negativem Ostrogenrezeptor nur im kurzfristigen Uberleben statistische
Relevanz erreichen. Fur die weitere Diskussion der prognostischen bzw.
pradiktiven Bedeutung der Steroidrezeptoren wurden diese separat fur die
jeweilige Methode betrachtet. Das hier auftretende Problem ist, ob die
biochemische Ermittlung des Ostrogenrezeptors eine Vorhersage der Prognose
erlaubt und wie der Cut-off Punkt zu wahlen ist. Die Frage die sich hier stellt
lautet also, ob der biochemisch bestimmte Ostrogenrezeptor eher eine klinische
Bedeutung hat, wenn man den Cut-off Punkt bei 20 fmol/mg Protein setzt, als bei
40 fmol/mg Protein, oder ob eine Einteilung in 9-Gruppen (siehe Tab. 21),
gewahlt werden sollte.

Bei der Einteilung des Ostrogenrezeptors in 9-Gruppen ergab sich der Chi%- Wert
von 2,2 mit dem p-Wert 0,974, womit keine relevante Signifikanz im Uberleben
zwischen 9 Patientengruppen nachgewiesen werden konnte. Bei einer binaren
Einteilung in positiv/negativ und einem Cut-off Punkt von 40 fmol/mg Protein,
konnte ebenfalls kein prognostischer Unterschied zwischen ER positiven und ER
negativen primaren Mammakarzinomen bestatigt werden. Bei der Wahl eines
Cut-off Punktes bei 15 fmol/mg Protein kamen wir zu einem ahnlichen Ergebnis
(Chi?2=0,05; p=0.8254). Bei der Ubertragung der Daten zum Gesamtliberleben in
die Uberlebenskurven und einer Trennsetzung zwischen Rezeptorpositivitat- und
negativitat bei 20 fmol/mg Protein (Abb. 16), konnte fast 100 Monate kein
Uberlebensunterschied beobachtet werden. Erst nach dieser Zeit kam es zur
Divergenz der Kurvenschar und tberraschender Weise zu einem leicht besseren
Uberleben der Gruppe mit negativem Ostrogenrezeptor (<20 fmol/mg Protein).
Zusammenfassend kamen wir zu dem Ergebnis, dass es keinen Unterschied
macht ob der Cut-off Punkt bei 15, 20 oder bei 40 fmol/mg Protein gesetzt ist,
oder eine Einteilung in 9 Klassen gewahlt wird. Der biochemisch bestimmte Wert

des Ostrogenrezeptors in unserem Kollektiv ist ohne klinische Bedeutung

118



hinsichtlich des Gesamtlberlebens (OS). Eine log Transformation der Messwerte
ergab bei einer Einteilung in 9 Untergruppen ebenfalls keine Verbesserung der
klinischen Relevanz der biochemisch ermittelten Ostrogenrezeptor-Werte
(Chi?=4,9, p=0,773). Lediglich bei der Betrachtung des Ostrogenrezeptors als
diskrete Variable, also als kontinuierliches Spektrum von biochemisch
bestimmten Werten, wird der Zusammenhang zwischen dem Ostrogenrezeptor in
fmol/mg Protein und Lange der Uberlebenszeit statistisch signifikant (p<0,0001).
Ein solches Vorgehen ist jedoch klinisch nicht umsetzbar. In Zusammenschau
der bericksichtigten Studien kommen die verschiedenen Autoren zum Teil zu
deutlichen Unterschieden in den jeweiligen Beobachtungen. Die Danische
Untersuchergruppe’®® konnte nach 3 Beobachtungsjahren ein statistisch
signifikant besseres DFS und OS der ER-DCC positiven Gruppe im Vergleich zur
negativen Gruppe feststellen (Cut-off 10 fmol/mg Protein). In prognostischer
Starke haben sich biochemische und immunhistochemische Methode nicht
unterschieden. Fischer et al.** konnten beim Cut-off Punkt >11 fmol/mg Protein
beste und statistisch  signifikante  Uberlebensunterschiede  zwischen
Ostrogenrezeptor positiver und negativer Patientengruppe demonstrieren, jedoch
nur hinsichtlich des Gesamtlberlebens. Fir das rezidivfreie Uberleben konnte
keine statistische Relevanz erzielt werden. Zu ahnlichem Ergebnis ist die

Arbeitsgruppe um Chrapusta'®

gekommen. Um den optimalen Cut-off Punkt fur
eine Definition der Positivitdt zu eruieren, haben die Untersucher das OS in
Relation zum Ostrogenlevel, gemessen mit der DCC-Methode (aber auch IHC-
Methode, sowohl fur ER als auch fur PR, siehe spater) gesetzt. Aufgrund des
gréRten Unterschieds im Uberleben und kleinstem p-Wert wurde der optimale
Cut-off Punkt fur den ER-DCC bei 10 fmol/mg Protein postuliert. Die mehrfach
zitierte Untersuchung von Coradini et al.”®® zeigte keine prognostische
Bedeutung des Ostrogenrezeptors in den ersten 36 Monaten bei einer Cut-off
Grenze von 1 fmol/mg Protein. Nach 72 Monaten konnte wiederum ein erhohtes
Rezidivrisiko bei Ostrogenrezeptor-Positivitdt beobachtet werden. Diese Aussage
korreliert mit einem angedeutet besseren Uberleben der ER negativen im
Vergleich zur ER positiven Subgruppe unserer Studienlage nach ca. 100 Follow-

up Monaten.
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6.4.2 Ostrogenrezeptor als Prognosefaktor bei Anwendung
der immunhistochemischen Methode

Die gleiche Vorgehensweise wie im biochemischen Kollektiv wurde fur die
Betrachtung des immunhistochemischen Kollektivs herangezogen. Welcher Cut-
off Punkt soll bei der immunhistochemischen Bestimmung des ER gewahlt
werden oder anders ausgedrickt: Ab wann sollte ein primares Mammakarzinom
als Ostrogenrezeptorpositiv eingestuft werden? Um diese Frage beantworten zu
konnen, wurde die Feinunterteilung nach Remmele einer binaren Unterteilung bei
variierendem Cut-off Punkt gegenuberstellt und ein direkter Vergleich dieser mit
einer 3-Gruppen-Einteilung angestellt.

Die derzeitig Ubliche Einteilung in einen Score mit den Elementen 0, 1, 2, 3, 4, 6,
8, 9 und 12, ist die feinste Unterteilung.

Bei Vergleich der Ostrogenrezeptorpositiven und 6strogenrezeptornegativen
primaren invasiven Mammakarzinomen bei einem Cut-off Punkt von 2, betrug in
unserem Kollektiv der maximale prozentuale Vorteil im Gesamttberleben 10,3%
und wurde nach 3 Follow-up Jahren beobachtet, wobei es nach 10 Jahren wieder
zu einem Angleichen der Absterbekurven kam. Nach 10 Jahren hatte das
rezeptornegative Kollektiv ein ca. 2% besseres Uberleben. Fir die Abhangigkeit
des Uberlebens vom positiven Nachweis am Ostrogenrezeptor konnte ein
statistisch signifikanter Zusammenhang eruiert werden. Demnach kann der
Ostrogenrezeptor, wenn dieser mit der immunhistochemischen Methode
bestimmt wurde, als Prognosefaktor gewahlt werden. Dies gilt jedoch nur bei
bestimmten Cut-off Werten, sofern eine binare Auswertung als negativ und
positiv benutzt wurde. Dies lasst sich mit Hilfe der

Tab. 23 demonstrieren. Wenn die entsprechenden Kaplan-Meier Kurven fur alle
moglichen Cut-off Grenzziehungen berechnet wurden, zeigten sich signifikante
Uberlebensunterschiede zwischen positiven und negativen Félle bei der Wahl
der Cut-off Punkte von 1, 2 oder 3. Dabei wurde der hochste Chi>-Wert beim Cut-
off Punkt von 1 erreicht. Somit zeigt der Cut-off Punkt 1 die optimalen
Eigenschaften fur eine prognostische Trennung zwischen positivem und
negativem Rezeptorstatus. Aber auch der Cut-off Punkt von 2, wie ihn der OSP
Stuttgart festgelegt hat, ergibt einen hohen Chi2-Wert mit p=0,04. Bei dem Cut-off
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Punkt 1 haben wir die Uberlebenskurven des rezeptornegativen Kollektivs denen
des rezeptorpositiven Kollektivs gegenubergestellt (Abb. 19). So zeigte sich,
dass Patientinnen mit ER-IRS: 0 ein deutlich schlechteres Uberleben hatten als
Patientinnen mir ER-IRS: 1-12. Dieser Uberlebensvorteil hielt ca. 10 Jahre an,
und war in den Folgejahren zunehmend unwesentlich. In der schon zitierten

6 wurde die Relation zwischen Ostrogenlevel und

Studie von Chrapusta
Gesamtuberleben betrachtet und der optimale Cut-off Punkt fir die Definition der
Ostrogenrezeptor-Positivitat bei IRS22 statistisch berechnet (Score=PP+SI; 0-6).
Da unsere Untersuchungen zeigten, dass die Feinunterteilung des
Ostrogenrezeptors keine zusatzliche Information Uber eine bindre erbringen
konnte, wurde auch der Fragestellung nachgegangen, ob die 3-Gruppen-
Einteilung eine bessere Vorhersage erbringen wurde, als die rein binare. So zeigt
sich anhand p=0,023 im Breslow-Test und p=0,105 im Chi*>-Test deutlich, dass

bei einer Unterteilung der Ostrogenrezeptorexpression in 3 Gruppen:

o Gruppe mit niedriger oder fehlender Expression (IRS 0 - 1),
o Gruppe mit maRiger Expression (IRS 2 - 6),
o Gruppe mit hoher Expression (IRS 8 - 12)

ein zusatzlicher Informationsgewinn nicht zu erzielen war. Nur im Breslow-Test
konnte die Signifikanz erreicht werden, was sich auch im Verlauf der
Uberlebenskurven der 3 Subgruppen demonstrieren lieR (Abb. 20). Zwischen
dem 70. und 100. Follow-up Monat kam es jedoch zur Angleichung der
Kurvenschar und fir den weiteren Krankheitsverlauf blieb die 3-Gruppen-
Einteilung ohne statistische Relevanz. In der Zusammenschau der Ergebnisse
der Vielzahl von durchgefihrten Studien zum Thema der prognostischen Rolle
des Ostrogenrezeptors konnte ein eher maBiger Vorteil des positiven
Ostrogenrezeptorstatus, im Durchschnitt ein ca. 10%-iger Benefit im DFS
und/oder OS im Kollektiv ohne jegliche Systemtherapie, verzeichnet
werden.”™”"'*® Um eine Aussage iiber den prospektiven Krankheitsverlauf zu
treffen, wird der Ostrogenrezeptor herangezogen, wobei fiir das langfristige
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Uberleben andere Prognosefaktoren mehr Einfluss haben. Kinsel et a zeigten
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nach 5 Follow-up Jahren ein besseres Uberleben fiir dstrogenrezeptorpositive
Patientinnen, gleichgultig ob die Bestimmung biochemisch  oder
immunhistochemisch durchgefuhrt wurde. Nach 10 Jahren konnte die
prognostische Rolle der DCC-Methode fir den Ostrogenrezeptor nicht mehr
statistisch nachgewiesen werden, wenngleich die Vorhersage der besseren
Prognose mit der immunhistochemischen Methode noch maoglich war. Robertson

|_150

et a sowie Querzoli et al."®' demonstrierten eine Tendenz zur besseren

Prognosevorhersage mit der IHC-Methode im Vergleich zur DCC-Methode der

.72 sowie Beck et al.'®®

Ostrogenrezeptorbestimmung. Reiner et a zeigten eine
statistisch signifikant bessere prognostische Aussagekraft der
immunhistochemischen Methode der Ostrogenbestimmung. Dabei wurde der
Remmele Score mit dem DCC-Score bei einem Cut-off von 20 fmol/mg Protein
verglichen. In der schon zitierten Arbeit von Fischer et al.** wurde ein statistisch
signifikant besseres Gesamtlberleben bei dem Cut-off Punkt 21 und fur das DFS
bei dem Cut-off Punkt >2 berechnet. Die gleiche Studie konnte mit der DCC-
Methode bei der ER-Bestimmung eine gute Prognose fur das Gesamtiberleben
zeigen, jedoch nicht fir das rezidivfreie Uberleben. Dass die
immunhistochemische ER-Bestimmungsmethode besser fir die prognostische
Einschatzung des Gesamt- sowie rezidivfreien Uberlebens ist als die
biochemische Methode, wird ebenfalls von Allred et all.*°, Hanna et all."®* und
Fernd et all.™® bestéatigt. Die Ergebnisse aus unserer Datenanalyse und den
zitierten Studien zeigen somit, dass die wissenschaftliche Entwicklung von der
DCC-Methode zum immunhistochemischen Bestimmungsverfahren, richtig war.
Ebenso zeigen unsere Ergebnisse, in Ubereinstimmung mit der Literatur, die
Richtigkeit der Cut-off Festlegung fur die Trennung zwischen positiv und negativ
bei IRS 1 oder 2. Weiterhin bestatigen unsere Untersuchungen, dass die Wahl
des Cut-off Punktes bei 2 im Remmele Score durch den Stuttgarter OSP eine

richtige Entscheidung war.
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6.4.3 Progesteronrezeptor als Prognosefaktor, Bestimmung
mit der DCC-Methode

Bei der univariaten Analyse des Gesamtiberlebens im Studienkollektiv konnten
wir zeigen, dass der Progesteronrezeptor im Gegensatz zum Ostrogenrezeptor
als univariater Prognosefaktor die statistische Relevanz erreichen konnte.
Weiterhin wurde die gleiche Frage wie im vorgehenden Kapitel angegangen,
namlich ob der biochemisch bestimmte Progesteronrezeptor eine klinische
Bedeutung hat und ob der prognostische Informationsgewinn héher ist, wenn der
Cut-off Punkt bei 20 fmol/mg Protein gesetzt wird als bei 40 fmol/mg Protein,
oder bringt eine Einteilung in 9 Untergruppen eine bessere Unterscheidung
zwischen Patienten mit gutem Uberleben.

Wenn die gleichen Berechnungen fir den Progesteronrezeptor angestellt
wurden, so ergab sich bei einer Einteilung in 9 Gruppen ein Chi?=7,7 mit einem
p-Wert von 0,461. Diese Werte deuten auf eine fehlende Signifikanz hin.

Bei der Wahl des Cut-off Punkts bei 20 fmol/mg Protein fur die Entscheidung
progesteronrezeptornegativ oder progesteronrezeptorpositiv ergab sich Chi?=0,4
mit einem p-Wert von 0,159. Die Herabsetzung des Cut-off Punktes auf 15
fmol/mg Protein anderte an dieser Beurteilung nichts (Chi?=0,5; p=0,493).
Gleiches qilt bei einer Heraufsetzung des Cut-off Wertes auf 40 fmol/mg Protein.
Bei einem Cut-off Punkt von 40 fmol/mg Protein wurde ein Chi?= 0,9 sowie ein p-
Wert von 0,34 errechnet. Bei der Betrachtung der Uberlebenskurven zweier
Patientengruppen mit dem Cut-off Punkt 40 fmol/mg Protein (Abb. 17) konnte
fast 6 Jahre kein Uberlebensvorteil registriert werden. Erst danach divergieren
die Kurven auseinander mit einem geringfiigig besseren Uberleben der Gruppe
mit PR>40 fmol/mg Protein. Lediglich bei der Auftragung des PR in fmol/mg
Protein als diskrete Variable gegen die Uberlebenszeit ergab sich ein hoch
signifikanter Wert von p<0.0001, in ganz ahnlicher Weise wie beim ER.
Zusammenfassend ergaben weder die biochemischen Auswerteverfahren des
Ostrogen- noch die des Progesteronrezeptors eine zusatzliche Information
hinsichtlich des  Uberlebens. Die biochemische Bestimmung der
Steroidrezeptoren stratifiziert daher bei keinem der untersuchten Cut-off Werte

zwischen Patienten mit gutem und schlechtem Uberleben.
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Wahrend der letzten zwei Dekaden wurde die prognostische Rolle der
Steroidrezeptoren Thematik vieler Publikationen. Die Unklarheit bzw.
Uneinheitlichkeit Uber den prognostischen Wert, vor allem in der
Langzeitbeobachtung, leitet sich vor allem aus der Problematik der
Vergleichbarkeit der Ergebnisse ab. Die Arbeit von Fischer et all.** ist zu einem
anderen Ergebnis gekommen als wir; bei dem Cut-off Punkt 41 fmol/mg Protein
fanden sich statistisch signifikante Unterschiede im Gesamtuberleben zwischen
PR positiver und PR negativer Patientengruppe. Fir das DFS wurde die
Signifikanz bei Cut-off >8 fmol/mg Protein angegeben. In der schon zitierten

Studie von Chrapusta'®

wurde der optimale Cut-off Punkt fir die Definition der
PR-Positivitat bei 5 fmol/mg Protein gesetzt (fur ER 10 fmol/mg Protein).
Wahrend sich der prognostische Vorteil des positiven Ostrogenrezeptors nach 5
Jahren minimierte, hatte die PR-positive Patientengruppe sogar nach 10 Jahren
ein statistisch besseres Gesamtiiberleben. Die Ostrogenrezeptor- sowie
Progesteronrezeptor-Positivitat, bestimmt durch die biochemische DCC-Methode
in der schon genannten Arbeit von Biesterfeld®, hat einen positiven Einfluss auf
das Uberleben, wobei nur fir den Progesteronrezeptor die statistische

al.’® untersuchten die

Signifikanz erreicht werden konnte. Costa et
prognostische,  zeitabhangige  Wertigkeit der  Steroidrezeptoren im
Patientenkollektiv ohne adjuvante Therapie. In der univariaten Analyse hatten
sowohl der Progesteronrezeptor als auch der Ostrogenrezeptor eine signifikante
Prognoseaussagekraft hinsichtlich des Gesamtiberlebens bei Cut-off Werten
von 10, 20 oder 100 fmol/mg Protein. Der signifikante Uberlebensunterschied
konnte in den ersten 5 Jahren verzeichnet werden und blieb Uber die restliche
Follow-up Zeit unverandert. In der multivariaten Analyse hatte wiederum nur der
Progesteronrezeptor statistische Bedeutung flir das Gesamtiberleben (PR=20
fmol/mg Protein p=0,036; PR=100 fmol/mg Protein p=0,01). In dem
nodalnegativen Kollektiv, im Unterschied zum Ostrogenrezeptor, war der
Progesteronrezeptor bei dem Cut-off Punkt =100 fmol/mg Protein ein
unabhangiger Prognosefaktor in der Langzeitbeobachtung. Wenn aber das
untersuchte Kollektiv in Altersgruppen <50 oder >50 Jahre unterteilt wurde,

erreichte der Progesteronrezeptor nur bei Patientinnen die jinger als 51 Jahre
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waren und bei einem Cut-off Punkt 2100 fmol/mg Protein statistisch relevante
prognostische Bedeutung, die nur wahrend der ersten 5 Follow-up Jahre anhielt.
Obwohl unsere Ergebnisse dies nicht bestatigen, wird die prognostische Rolle
des Progesteronrezeptors, bestimmt mit der DCC-Methode, von der Mehrheit der
Untersucher als positiv. angenommen, jedoch bleibt die Frage der
Langzeitwertigkeit sowie des optimalen Cut-off Wertes ungeklart. Weiterhin
ergeben sich weder aus der Literatur noch aus unseren eigenen Unersuchungen
Hinweise darauf, dass die biochemische Bestimmung des PR der

immunhistochemischen Bestimmungsmethode vorzuziehen ware.

6.4.4 Progesteronrezeptor als Prognosefaktor, Bestimmung
mit der immunhistochemischen Methode

In gleicher Weise wie fiir den Ostrogenrezeptor wurde der Progesteronrezeptor
analysiert. Auch hier wurde die Frage gestellt, ab wann ein primares
Mammakarzinom als progesteronrezeptorpositiv einzustufen ist.

Wieder zeigt sich bei Betrachtung der Uberlebenskurven, dass die Unterschiede
in den ersten Behandlungsjahren sehr viel deutlicher sind als im spateren
Krankheitsverlauf. Dies spiegelt sich im Breslow-Wert wieder, aber anders als
beim Ostrogenrezeptor, ist der Benefit eines progesteronrezeptorpositiven Status
beim primaren Mammakarzinom auch noch im Langzeit-Follow-up
nachzuweisen. Jedoch auch hier ist eine Annaherung der Kurvenscharen nach
10 Jahren zu beobachten. Generell ist dabei eine wesentlich bessere Vorhersage
der Prognose als beim Ostrogenrezeptor zu verzeichnen. Es zeigt sich in den
Verlaufskurven mit und ohne Progesteronrezeptor, und einem Cut-off Punkt von
3, der deutlichste Unterschied zwischen PR positiven und PR negativen
Primartumoren. Diese Aussage belegt auch Tab. 26. Berechnet man fur alle
moglichen Grenzziehungen entsprechende Kaplan-Meier Kurven, so zeigten die
Werte der Tab. 26 die hochsten Chi?- und Breslow-Werte bei dem Cut-off Punkt 3
mit gleichzeitig niedrigsten p-Werten (p<0,001). Besonders bemerkenswert ist,
dass sich der Unterschied zwischen den Krankheitsverlaufen mit zunehmender

Krankheitsdauer nicht verliert, wie das fiir den Ostrogenrezeptor der Fall ist.
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Der maximale prozentuale Vorteil im Gesamtlberleben bei Vergleich der PR
negativen und PR positiven primaren invasiven Mammakarzinomen (mit einem
Cut-off Punkt von 2) lag im unseren Kollektiv bei 5 Jahren mit 11,8%
Uberlebensdifferenz zu Gunsten der PR positiven Falle. Der Progesteronrezeptor
ist somit ein verlasslicherer (aber univariater) Prognosefaktor als der
Ostrogenrezeptor. Bei einer bindren Einteilung mit variierenden Cut-off Punkten
zeigte der Cut-off Punkt 3 die gunstigsten Eigenschaften als Trennwert zwischen
positivem und negativem Rezeptorstatus, zwischen guter und schlechter
Uberlebensprognose, obwohl die Cut-off Punkte 2, 4 und 6 ebenfalls gute
prognostische Qualitaten besitzen. Beim Progesteronrezeptor zeigt die Einteilung
in 3 Gruppen eindeutig, sowohl im Breslow-Test mit p=0,0002 als auch im Chi?-
Test mit  p=0,0491, dass ein signifikanter ~ Unterschied der
Uberlebenswahrscheinlichkeit in Abhangigkeit der Rezeptorexpression besteht.
Die Betrachtung der Uberlebenskurven in Abb. 23 zeigt jedoch deutlich, dass die
Unterscheidung in fehlende bis geringe, maRige und hohe Expression keinen
zusatzlichen Informationswert erbrachte und eher geringere Signifikanzniveaus
erreichte, als eine rein binére Einteilung. Die Uberlebenskurven der Gruppe mir
hoher Progesteronrezeptorexpression (PR-IRS: 8-12) und der Gruppe mit
maliger Rezeptorexpression (PR-IRS: 2-6) fast synchron verlaufen. Die
Angleichung der Uberlebenskurve der Gruppe mit negativem Rezeptorstatus
(PR-IRS 0-1) an die mit positivem Progesteronrezeptor geschieht hier,
gewissermaflen wie beim Ostrogenrezeptor, nur zu einem deutlich spateren
Zeitpunkt. In der bereits erwahnten Studie’™® der Universitat Mainz konnte
zwischen beiden Methoden der Rezeptorbestimmung eine fast 72%-ige
Ubereinstimmung gezeigt werden. Gleichzeitig zeigte die immunhistochemische
Methode eine bessere Diskriminierung flr eine gute Prognose als die
biochemische, obwohl in unserer Studie die Zuordnung in eine der 9 Remmele
Subgruppen keinen zusatzlichen prognostischen Informationsgewinn einbrachte.
Die gleiche Studie zeigte auch, dass der Nachweis des Progesteronrezeptors,
wenn er immunhistochemisch bestimmt wurde, eine bessere Prognose leisten
konnte als der Ostrogenrezeptor. Reiner et al.'® haben in ihrer Studie eine

statistisch hdhere prognostische (univariate) Bedeutung der IHC-Methode (fur
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PR als auch fir ER), im Vergleich zur DCC-Methode zeigen kénnen, ohne dass
die Anzahl der gefarbten Zellen oder die Intensitat der Farbung Einfluss auf die
Prognose hatten. Fischer et al.®* fanden es fiir die Vorhersage des
Gesamtuberlebens optimal den Cut-off Punkt fur den Progesteronrezeptor bei >1
zu wahlen. Fur die Vorhersage des DFS hatte die immunhistochemische
Bestimmungsmethode des Progesteronrezeptors, im Gegensatz zum
Ostrogenrezeptor, keinen prognostischen Einfluss.

Die Ergebnisse aus unserer Datenanalyse und den bereits zitierten Studien
zeigen, dass die immunhistochemische PR-Bestimmungsmethode besser fur die
prognostische Einschatzung des Gesamt- sowie rezidivfreien Uberlebens
geeignet ist als die biochemische Methode und somit die Entscheidung, den
Progesteronrezeptor bevorzugt immunhistochemisch zu bestimmen, richtig war.
Ebenso zeigen unsere Ergebnisse in Ubereinstimmung mit der Literatur die
Richtigkeit der Cut-off Festlegung fur die Trennung zwischen positiv und negativ
bei niedrigen IRS Werten (1, 2 oder 3).

6.4.5 Prognose bei der Kombinationsanalyse beider
Steroidrezeptoren

Etwa 75% der primaren Mammakarzinome sind 6strogenrezeptorpositiv, und
mehr als die Halfte von diesen sind auch progesteronrezeptorpositiv.’®” In
unserem Gesamtkollektiv wurde bei 71,4% der Falle ein positiver
Ostrogenrezeptorstatus nachgewiesen, 63,7% der Patientinnen waren
Progesteronrezeptor positiv. Etwa % der flr unsere Studie untersuchten Falle
primarer Mammakarzinome waren Ostrogen- und Progesteronrezeptor positiv.
Fir die Kombinationsanalyse beider Steroidrezeptoren wurde das
immunhistochemische Kollektiv als Basis benutzt. Bei einem Cut-off Punkt =2
waren 55% der Tumoren flr beide Rezeptoren positiv, 19% hatten einen
negativen Rezeptorstatus, 16% waren ER+/ PR- und bei 9% der Falle waren ER-
/PR+. Die Tatsache, dass die ER+/PR+ Falle starker vertreten sind als die

ER+/PR- entspricht der Verteilung in der angewendeten Literatur. Beim Vergleich
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8 eine hohere Inzidenz der

der Rezeptorkombinationen wird in der Literatur'
ER+/PR- als der ER+/PR+ Mammakarzinome bei alteren Frauen angegeben.
Die Mdoglichkeit, dass die Kombination des ER und PR mehr Information liefert
als die alleinige Analyse des einzelnen Steroidrezeptors, wird bereits in Ansatzen
durch das Cox-Modell fur EFS und OS nahe gelegt (Tab. 46, Tab. 47).
Hinsichtlich der Uberlebenszeitberechnung in Abhangigkeit einer Kombination
der Steroidrezeptoren wurden zuerst in der 3-Gruppen-Einteilung:

o Beide Rezeptoren positiv

o Einer der Rezeptoren positiv

o Beide Rezeptoren negativ

und danach in der 4-Gruppen-Einteilung:

e ER-/PR-
e ER+/PR-
o ER-/PR+
e ER+/PR+,

univariate und anschliel3end multivariate Analysen durchgefihrt.

Bei der univariaten Analyse der 3-Gruppen-Einteilung konnte nur im Breslow-
Test ein Signifikanzunterschied im Uberleben gezeigt werden. Bei Hinzunahme
beider Einteilungen in das Cox-Modell ergab fur die Einteilung in 3 Gruppen
einen Wald-Test von 2,543 (p=0,011) und damit einen signifikanten Beitrag zur
Vorhersage des OS. Bei einer Einteilung in 4 Gruppen wurde der p-Wert von
0,0072 errechnet, wobei man eigentlich erwartet hatte, dass ER+/PR+ Gruppe
eine gute Prognose, die Gruppen ER+/PR- und ER-/PR+ eine mafige Prognose
und die Gruppe ER-/PR- eine schlechte Prognose hat.

Die Uberlebensunterschiede sind signifikant, aber eben nicht so eindeutig wie
angenommen, wie in Tab. 28 verdeutlicht wird. Die Gruppe mit beiden positiven
Rezeptoren hat eine 10-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit von 62,7%, die
Gruppe mit beiden negativen Rezeptoren von 58,8%. Es zeigt sich ein
Uberlebensvorteil von ,nur‘ 3,9%. Nach 5 Jahren lag der Uberlebensvorteil der
Gruppe beider positiven Rezeptoren zur rezeptornegativen Gruppe noch bei
11,2%. Auffallend ist, dass nach 5 oder 10 Jahren die Patientinnen bessere

Uberlebensaussichten haben, die Progesteronrezeptor positiv sind gegeniiber
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denen, die einen negativen Progesteronrezeptor aufweisen, unabhangig davon
ob der Ostrogenrezeptor positiv oder negativ ist. Was auch auffallt ist, dass nach
5 Jahren die Gruppe mit negativem Ostrogenrezeptor und positivem
Progesteronrezeptor ein prozentual besseres Uberleben hat, als die Gruppe mit
positivem Ostrogenrezeptor und negativem Progesteronrezeptor. Dieser Vorteil
liegt nach 5 Jahren bei 7,9% und wird nach 10 Beobachtungsjahren noch
deutlicher mit einem Uberlebensvorteil von 11,9% zu Gunsten der Gruppe mit
der ER-/PR+ Kombination. Zu ahnlichem Ergebnis ist die Untersuchergruppe um

h'™ gekommen, deren bestes Uberleben, ausgedriickt in

Alexieva-Figusc
relativen Sterberaten, die ER+/PR+ Gruppe hatte (relative Sterberate 0,42),
gefolgt von ER-/PR+ (0,66) und ER+/PR- (0,79) verglichen mit ER-/PR- (relative
Sterberate per Definition 1).

Unbeantwortet bleibt die Frage, welcher biologische Grund hier vorliegt.

Bei der Literaturrecherche sind wir auf das Problem der Vergleichbarkeit von
Studienergebnissen zum Thema Prognose der Steroidrezeptoren aufgestol3en,
da haufig, so wie in unserer Studie, in die statistische Analyse auch das Kollektiv
mit endokriner Therapie eingelassen wurde. So ist eine scharfe Trennung
zwischen prognostischer und pradiktiver Rolle der Steroidrezeptoren nicht

1.’  haben in einem Kollektiv  der

gegeben. Bardou et al
Mammakarzinompatientinnen ohne systemische Therapie die
Kombinationsanalyse beider Rezeptoren durchgefuhrt und gezeigt, dass
Patientinnen mit ER+/PR+, ER+/PR- und ER-/PR+ Kombination eine statistisch
signifikant bessere Prognose in Anbetracht des Rezidivrisikos und des
Gesamtluberlebens haben, als die Patientinnen mit ER-/PR- Status.

Die Steroidrezeptorkombination ER+/PR- hat die Tendenz zu einer schlechteren
Prognose als die des ER+/PR+, ohne dass die statistische Relevanz erreicht
werden konnte. Thorpe et al.’® zeigten in einem &hnlichen Kollektiv ohne
systemische adjuvante Therapie, dass ER+/PR- Patientinnen ein niedrigeres
Rezidivrisiko haben als die ER-/PR-. Die prognostische Relevanz wurde bei der
Cut-off Grenze 5 fiir den Ostrogenrezeptor, bzw. bei 10 fmol/mg Protein fiir den
Progesteronrezeptor erreicht. In der univariaten Analyse hat der positive

Ostrogenrezeptorstatus eine tendenzielle aber statistisch nicht signifikante
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prognostische Wertigkeit, wahrend der positive PR-Status mit p=0,02 die
Signifikanz erreichte (in der multivariaten Analyse wurde die Signifikanz knapp
verpasst p=0,065).

Zusammenfassend ergibt sich somit, dass die Gruppe der Mammakarzinome mit
der Rezeptorkombination ER-/PR+ ein relativ giinstiges Uberleben aufweist,
welches in unseren eigenen Untersuchungen sogar das der ER+/PR+
Mammakarzinome leicht Ubertrifft. Zugleich muss diese Aussage relativiert
werden, da der Einfluss einer adjuvanten Chemotherapie bzw. unterschiedlicher

Therapieansatze in unseren Untersuchungen nicht herausgerechnet wurde.
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6.5 Steroidrezeptoren als Therapieprédiktoren

Pradiktive  Faktoren verweisen auf Beeinflussungsmoglichkeiten des
Krankheitsverlaufes durch therapeutische Malknahmen. Die Weiterentwicklung
des Rezeptornachweises zur Routineanalyse erbrachte den Ansatzpunkt, die
Steroidrezeptoren als pradiktive Parameter im Rahmen der Therapieplanung mit
einzubeziehen.'® Seit Beginn der siebziger Jahre wurde der Ostrogenrezeptor
als unmittelbares Ziel einer antiostrogenen Therapie genutzt. Dieser
Behandlungsansatz bezog sich anfangs auf das metastasierte Mammakarzinom,
lie® sich jedoch spater erfolgreich im kurativen, adjuvanten Therapiefeld
einsetzen. Zirka 60-75% der primaren Mammakarzinome sind Ostrogenrezeptor
positiv und ca. % der positiven Mammakarzinome sprechen auf die antidstrogene

'3 Wie auch immer, der positive Ostrogenrezeptorstatus ist kein

Therapie an.
Garant fur einen Therapieerfolg, bei einem Drittel der Patientinnen wird ein
Versagen der endokrinen Therapie beobachtet. Ziel der Forschung ist es, die
Marker zu identifizieren welche ein gutes bzw. ein schlechtes
Therapieansprechen vorhersagen kénnen. So wurde von uns die Hypothese
Uberpruft, ob die Hohe der Rezeptordichte ein Hinweis in dem Sinne ist, dass
eine hohe Expression ein besseres Ansprechen der Tamoxifentherapie
vorhersagen konnte. Des Weiteren wollten wir wissen, ob eine Feinunterteilung
der Steroidrezeptoren einer binaren oder einer 3-Gruppen-Einteilung der

Steroidrezeptorexpression:

o Gruppe mit niedriger oder fehlender Expression (IRS 0 — 1)
o Gruppe mit maRiger Expression (IRS 2 - 6)
o Gruppe mit hoher Expression (IRS 8 - 12)

in Pradiktion Uberlegen ist. Fur die zusatzliche Pradiktion des Tamoxifen-
ansprechens haben wir in dieser Studie die Kombination beider
Steroidrezeptoren herangezogen.

Schwierigkeiten macht beim Vergleich der Ergebnisse die Tatsache, dass fur die

Bestimmung der Steroidrezeptoren unterschiedliche Methoden verwendet
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werden. Ferner variieren einerseits die semiquantitativen Scoresysteme und
anderseits wird nicht immer einheitlich innerhalb eines Systems von einem
rezeptorpositiven Befund ausgegangen, wobei wiederum die Problematik der
Cut-off Punkte deutlich wird. Auf eine vergleichende tabellarische Darstellung
wurde daher verzichtet. Im Folgenden werden die Ergebnisse der verschiedenen

Studien einzeln aufgefihrt.

6.5.1 Ostrogenrezeptor als pradiktiver Faktor

Die Wirksamkeit einer Tamoxifentherapie kann entweder am EFS (Tod und jede
Art von Rezidiv; Fernmetastase oder lokales Rezidiv) oder nur am Todesereignis
gemessen werden. Fur die Beantwortung dieser Fragestellung wurde die
Untermenge von Mammakarzinomen untersucht, bei denen eine
Tamoxifentherapie zur Anwendung kam. Es wurde dabei sowohl die adjuvante
wie auch die palliative Tamoxifentherapie als Einschlusskriterium zugelassen.
Der Anteil von Sterbefdllen in dieser Gruppe betrug 19,93%. Bei den 34
Patienten, welchen entgegen der Konsensusempfehlung oder bei Wunsch der
Patientin im Zuge einer fehlenden Alternative Tamoxifen bei negativem Nachweis
des Ostrogenrezeptors gegeben wurde, lag der Prozentsatz von Sterbefallen bei
29,4% und im ubrigen Kollektiv bei 18,9%.

Fir die Feineinteilung des ER im Remmele Score errechneten wir einen Chi?-
Wert von 17,2 und einen p-Wert von 0,028 fir den Zusammenhang zwischen
dem Uberleben und der Héhe der Ostrogenrezeptorexpression. Bei einer rein
binaren Einteilung mit variierendem Cut-off Punkt wird der deutlichste
Unterschied im 5-Jahres Uberleben von 30% zu Gunsten der rezeptorpositiven
Gruppe bei einem Cut-off Punkt von 1 beobachtet (p=0,00142). Die Einteilung in
negativ und positiv mit einem Cut-off Punkt von 2 (ER 0-1=negativ; ER 2-
12=positiv) ergibt Chi*=3,6 mit p=0,057 und hat somit das Signifikanzniveau
knapp verpasst. Deutlicher wird der Zusammenhang zwischen Uberleben und
Cut-off Punkt in der Gegenulberstellung der 3- und 5-Jahresiberlebenszeiten

(siehe Tab. 33). Der hdchste prozentuale Uberlebensbenefit nach 3 und 5
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Follow-up Jahren wird erzielt bei dem Cut-off Punkt 1 mit 26,4%
Uberlebensvorteil nach 3, respektive 30% nach 5 Jahren. Die Trennsetzung
zwischen Negativitat und Positivitat bei dem Cut-off Punkt 2 zeigt ebenfalls ein
besseres Uberleben (etwa 18%) der Gruppe mit ER-IRS: 2-12 im Vergleich zu
Gruppe mir ER-IRS: 0-1. Somit zeigt sich, dass die Cut-off Werte von 1 und 2 als
optimal fur die Vorhersage eines moglichen Therapieversagens erscheinen.
Wenn man das EFS anstelle des OS einsetzte, ergaben sich fur eine
Feineinteilung im Remmele Score von 1-12 ein Chi?>-Wert von 15,8 mit p=0,0452.
In unserer Untersuchung war eine signifikante  Pradiktion des
Tamoxifenansprechens durch die Ostrogenrezeptordichte bei 3-Gruppen-
Enteilung nicht moglich, jedoch eine geringe, nicht signifikante Reduktion der
Rezidivwahrscheinlichkeit ist eingetreten, wenn man die Gruppe mit mittlerer
gegen die Gruppe mit hoher ER Expression verglich. Bei einem Chi-Wert von
5,7521 wird die Signifikanzgrenze von p=0,05 knapp verfehlt (p=0,0711).

Wenn als ,event” nur der Tod betrachtet wurde, ergab sich bei einer Einteilung
des Ostrogenrezeptors in 3 Gruppen der Chi>-Wert von 4,5 mit entsprechendem
p-Wert von 0,105.

Harvey und Mitarbeiter'® kamen zu einem vergleichbaren Ergebnis. In der
Patientengruppe mit adjuvanter endokriner Therapie, sowohl mit als auch ohne
Chemotherapie, bestand eine statistisch hohe Signifikanz zwischen ER-Status
und DFS. In dieser Studie kam das folgende Scoresystem zur Anwendung:

IRS entstand als Summenscore des Prozent der positiven Zellen (O=keine
Farbung, 1= <1%, 2= 1-10%, 3= 11-33%, 4= 34-66%, 5= mehr als 2/3 positiven
Zellen) sowie der Intensitat der Farbung (O=keine, 1= schwache, 2= mallige, 3=
starke) und konnte somit Werte zwischen 0-8 annehmen. Fir die Berechnung
des optimalen Cut-off Punktes fur die pradiktive Wertigkeit des ER wurden die
Uberlebenskurven fiir alle moglichen Grenzziehungen Uberprift. Die optimale
Trennsetzung lag bei Cut-off >2.

Ogawa et al.'® kamen zu einem &hnlichen Befund; die signifikantesten
Unterschiede im DFS wurden beim Cut-off Punkt 10%-1/3 der positiven Zellen
sowohl fur den Ostrogen- als auch fir den Progesteronrezeptor (PS 3 Allred-

Score) verzeichnet.
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Eine Feinunterteilung in Remmele Score oder eine Einteilung in 3 Gruppen
konnte die Pradiktion im Vergleich zur binaren Einteilung in unserer Studie nicht
verbessern und zeigte, dass die Wahrscheinlichkeit des ,events” nicht zwingend
von der Hoéhe der Ostrogenrezeptorexpression abhangt. In der Literatur
Uberwiegt die Meinung, dass die Anwesenheit des Ostrogenrezeptors einen
pradiktiven Charakter hat, jedoch finden sich im Hinblick auf die Bedeutung der
Hohe einer Ostrogenexpression fiir die Effektivitat der Tamoxifentherapie
widerspriichliche Angaben. Wihrend Elledge et al.’®, Shek et al.'®®, Floiras et
al.’® in ihren Studien zu statistisch signifikanten Zusammenhangen zwischen
hoher Ostrogenexpression und besserem Tamoxifenansprechen kamen, konnten

| 168 | 169

dies Dowsett et a sowie Osborne et a wiederum nicht bestatigen.

1.7 wurde das

In der im April 2008 veroffentlichten Arbeit von Kennecke et a
rezidivfreie Uberleben der Patientinnen untersucht die bei der Diagnosestellung

des friihen Mammakarzinoms:

- 250 Jahre alt waren,
- Ostrogenrezeptor positiv waren und

- 5 Jahre mit Tamoxifen behandelt wurden.

Das hohe Risiko fur ein frihes Rezidiv (innerhalb der ersten 2,5 Jahre nach der
Diagnose) hatten nodalpositive oder Patientinnen mit entdifferenziertem Grading.
Niedrige aber immer noch positive Ostrogenrezeptorlevels (10-20% der
gefarbten Zellen gemessen mit der IHC-Methode sowie 10-49 fmol/mg Protein
mit der DCC-Methode) wiesen in der univariaten Analyse auf ein hoheres
Rezidivrisiko  hin. In  der multivariaten  Analyse waren niedrige
Ostrogenrezeptorlevels sowie der positive Nodalstatus mit dem Risiko fir ein
fruhes Rezidiv (innerhalb der ersten 2,5 Jahre nach der Diagnose) verbunden.

Zusammenfassend und im Einklang mit der Literatur sprechen unsere Werte
dafiir, dass die Bestimmung des Ostrogenrezeptors ein Pradiktor des
Tamoxifenansprechens ist, bei einer binaren Einteilung mit Cut-off Punkt 1 oder
2. Eine Korrelation mit der H6he der Ostrogenrezeptorauspragung konnte nicht

nachgewiesen werden.
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6.5.2 Progesteronrezeptor als pradiktiver Faktor

In gleicher Weise wie bei Punkt 0 wurde die Wertigkeit der Progesteronrezeptor-
Bestimmung flur die Vorhersage der Tamoxifenwirksamkeit beurteilt.

Um RuUckschlisse darUber ziehen zu konnen, wurde die Untermenge der
Mammakarzinome untersucht, bei denen eine Tamoxifentherapie zur
Anwendung kam. Es wurde dabei sowohl die adjuvante wie auch die palliative
Tamoxifentherapie als Einschlusskriterium zugelassen. Der Anteil von
Sterbefallen in dieser Gruppe betrug 19,9%.

Betrachtet man zunachst das Uberleben als ,event* (OS), so ergeben sich fir
den Zusammenhang zwischen Remmele Feinscore und Uberleben ein Chi2-Wert
von 18,2 mit p-Wert von 0,0194 und flr eine Einteilung in 3 Gruppen ein Chi*-
Wert von 5,9 mit p-Wert von 0,0514. Den hoéchsten Chi2-Wert von 8,8 mit
entsprechendem p-Minimum von 0,003 fur eine Einteilung in zwei Gruppen
zeigte der Cut-off von 3. Fir das EFS ergeben sich dagegen Werte von
Chi?=15,0 mit p=0,0595 fur die Feineinteilung des Progesteronrezeptors, sowie
ein Chi>-Wert von 5 mit p=0,0819 flir eine Einteilung in 3 Gruppen. Bei einer
binaren Einteilung zeigt der Cut-off Punkt von 3 mit Chi*=7,9 und p=0,00495
optimalen Vorhersagecharakter fur eine Tamoxifentherapie. Fir die Cut-off
Punkte 2, 4 und 6 wurden ebenfalls statistisch hoch signifikante Vorteile sowie im
EFS als auch im OS errechnet. Zusammenfassend ist es beim Progesteron-, wie
beim Ostrogenrezeptor so, dass dessen Vorkommen ein Tamoxifenansprechen
vorhersagt, sogar tendenziell besser als der Ostrogenrezeptor, aber die
Feineinteilung in den Remmele Score oder in 3 Gruppen ist nicht besser als eine
einfache binare Einteilung. Wenn man den Informationsgewinn durch
Betrachtung der 5-Jahres EFS- und OS-Uberlebensraten sowie des
Gesamtuberlebens zusammenfasst (Tab. 37 und Tab. 38) so zeigt sich, dass die
Cut-off Werte von 3 und 4 die Vorhersage eines moglichen Therapieversagens
optimal ankundigen. Es scheint sich auch hier zu bewahrheiten, ahnlich wie beim
Ostrogenrezeptor, dass die Steroidrezeptoren als Marker fiir das Ansprechen auf

eine antihormonelle Therapie geeignet sind, jedoch die Wahrscheinlichkeit des
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Tamoxifenversagens nicht unbedingt von der H6he der Rezeptorexpression
abhangig ist.

In einer Studie von Regan et al."" aus dem Jahr 2006 mit einer rein endokrinen
Therapiesituation, konnte dem Progesteronrezeptor eine gute, statistisch
signifikante Vorhersage fiir das rezidivfreie Uberleben zugeschrieben werden.
Lamy et all."”? untersuchten die pradiktive Bedeutung des Progesteronrezeptors
im Tamoxifenkollektiv. Bei der 3-Gruppen-Progesteronrezeptoreinteilung und 8-
Follow up Jahren betrug das EFS 39%, 66% respektive 81%. Eine bessere
Effektivitat der Tamoxifentherapie, bei hoheren Progesteronlevels, konnte auch
in der multivariaten Analyse eine statistische Bedeutsamkeit erreichen. In der
Arbeit von Panzone et al.'”
Charakteristika und Uberlebensunterschiede zwischen ER+/PR+ und ER+/PR-

Steroidrezeptorkombination unter Einfluss einer endokrinen Therapie mit

wurde besonderes Augenmerk auf die

Tamoxifen oder Aromatasehemmer gelegt. Fir diese Arbeit kam die
immunhistochemische Bestimmungsmethode, mit Definition der Positivitat bei >
1% der gefarbten Zellen, zur Anwendung. So erwies sich der negative
Progesteronrezeptorstatus, sowohl univariat als auch multivariat, als
unabhangiger Pradiktor fiir das Rezidivgeschehen. MacGrogan et al."™* kamen
zu dem Ergebnis, dass der Progesteronrezeptor, bestimmt mit der IHC-Methode,
signifikanter und alleiniger Pradiktor fur das Gesamtuberleben in der
multivariaten  Analyse ist.  Gleichzeitig korrelierte die Hohe der
Rezeptorexpression mit dem Uberleben. Dowsett et al.'”
der im Jahr 2008 veroffentlichten Arbeit, dass die Hohe der

Progesteronrezeptorauspragung nicht unbedingt den Einfluss auf das

zeigten wiederum in

Gesamtluberleben hat. Wurde aber die Expression des Progesteronrezeptors in
Subgruppen untersucht, so zeigte sich eine deutlich niedrigere Rezidivrate nach
5 Jahren endokriner Therapie in der Gruppe mit hoher, im Vergleich zur Gruppe
mit niedriger Progesteronexpression (2,6% vs. 13,2%). Fur die Arbeit von
Dowsett wurden die Uberlebensdaten aus der ATAC-Studie (Arimidex,
Tamoxifen Alone or in Combination) iGbernommen, aber die Tumorblocke wurden
retrospektiv gesammelt und die Steroidrezeptoren in einem Zentrallabor neu

bestimmt. Nach der Neuauswertung konnte kein Uberlebensunterschied
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zwischen dem Kollektiv mit Tamoxifentherapie im Vergleich zum Kollektiv mit
Anastrazoltherapie identifiziert werden, was aus den vorherigen Auswertungen
der gleichen Studie (ohne Neubestimmung der Steroidrezeptoren) nachgewiesen
worden war.

In der Zusammenschau der Literaturangaben und unserer eigenen Untersuchung
kann bei geeigneter Wahl eines Cut-off Wertes (von etwa 2) davon ausgegangen
werden, dass die Falle  von Mammakarzinomen mit  hoher
Ansprechwahrscheinlichkeit fir Tamoxifen ausgewahlt werden. Bisher lasst sich
weder an unseren eigenen Ergebnissen noch an denen der Literatur zweifelsfrei
belegen, dass die Haufigkeit des Therapieversagens mit der Hohe der

Rezeptorexpression abnimmt.
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6.6 Kombinationsanalyse zwischen Ostrogen- und
Progesteronrezeptor als Therapiepradiktoren

Eine weitere Uberlegung war, ob eine Verbesserung der Pradiktion des
Tamoxifenansprechens durch die Kombination beider Steroidrezeptoren zu
erzielen ware. Die Ergebnisse, zusammengestellt in Form des 3- und 5-Jahres
Uberleben beim Bezugskollektiv der Patientinnen mit Tamoxifentherapie zeigen,
sowohl bei der Einteilung in 3 Gruppen (ER+/PR+ versus ein Rezeptor positiv
versus beide Rezeptoren negativ) als auch bei der Einteilung in 4 Gruppen (siehe
Tab. 42), statistisch signifikante Werte mit Chi*=10,9 und 15,3 sowie p-Werte von
0,0042 und 0,0161 in der univariaten Auswertung.

Wenn bei der Analyse der 4 moglichen Kombinationen der Steroidrezeptoren
nicht die 3- und 5-Jahres Uberlebenswahrscheinlichkeiten, sondern die
Wabhrscheinlichkeit fur das Auftreten des ,events® (Rezidiv, Metastase oder Tod)
berechnet wurde zeigte sich, dass lediglich die Information, dass die
Steroidrezeptoren negativ sind, eine signifikant negative Aussagekraft
hinsichtlich des Ansprechens auf Tamoxifen ergibt (Chi*>-Wert von 7,2 mit einem
p-Wert von 0,0664). Das Vorhandensein der Steroidrezeptoren im Tumorgewebe
bedeutete fur die Patientinnen eine geringere Gefahr an den Folgen des
Tumorleidens zu versterben.

Bemerkenswert ist der Umstand, dass die Wahrscheinlichkeit des Events in der
ER+/PR+ Gruppe grofRer ist als in der ER-/PR+ Gruppe. Die Feststellung dass
Patientinnen mit ER+/PR+ bessere Uberlebenschancen als Patientinnen mit ER-
/IPR- Rezeptorkombination haben, sowie ein Anzeichen der Tendenz fir ein
besseres Ansprechen auf eine Hormontherapie bei Patientinnen mit der
Konstellation ER+/PR+ in Vergleich zu Patientinnen mit ER+/PR- (welche aber
keine signifikante Relevanz erreichen konnte), ist mit vorhandenen
Literaturangaben konkordant.

Einige Studien haben gezeigt, dass sich der Ostrogen- und Progesteronstatus im
Verlauf der Erkrankung sowie unter einer Therapie andern kann. So wurde in der

Studie von Hull und Mitarbeitern'® eine leichte Minderung des
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Ostrogenrezeptorlevels in den sequentiellen Stanzbiopsien des
Mammakarzinoms wahrend einer endokrinen Therapie demonstriert. Eine
Alteration von ER positiv zu ER negativ war in der Studie nicht zu beobachten.

Die ahnlich aufgebaute Studie um Gross'”’

zeigte eine starker ausgepragte
Anderung des Progesteronrezeptorlevels unter der Tamoxifentherapie mit einem
bis zu 50%-igen Ubergang von PR positiv zu PR negativ bei Entwicklung einer
Tamoxifenresistenz. Diese Entwicklung stellt eine aggressivere Erkrankung mit
schlechterem ,overall survival“ dar."®

Klinische Daten haben ein besseres Tamoxifenansprechen in der Gruppe ER
positiv/PR positiv als in der Gruppe ER positiv/PR negativ bestatigt, unabhangig
davon, ob eine adjuvante oder palliative Therapiesituation vorhanden war."”®1%
Die ATAC-Studie zeigt, dass ER positive/ PR-negative Karzinome, ahnlich wie
Karzinome mit Her-2/neu Uberexpression, auf Aromatasehemmer besser
ansprechen als auf Tamoxifen.’®" Die bereits zitierte und bei ASCO 2008
prasentierte Arbeit von Dowsett'® konnte, nach Neuauswertung der
Steroidrezeptoren, diesen therapeutischen Vorteil der Aromatasehemmer aber
nicht bestdtigen. Einige klinische Studien®?'884  postulierten  einen
Zusammenhang zwischen der aktivierten GF (growth factor)-Signalkaskade und
inhibierter Expression des Progesteronrezeptors. Einige Arbeitsgruppen's®-'8®
stellten fest, dass ER+/PR- Mammakarzinome sich besonders proliferativ mit
ausgepragter Tamoxifenresistenz verhalten. Diese Tumoren zeichnen sich
zudem durch eine starke Uberexpression an GF-Rezeptoren wie HER-1 oder
HER-2 aus. Zu ahnlichen Ergebnissen kam die Studie um Arpino et al.’’. Laut
der zitierten Studien konnte die fehlende Progesteronexpression in
Ostrogenrezeptorpositiven Mammakarzinomen, welche gleichzeitig mit einer Her-
2/neu Uberexpression einhergeht, als Surrogat-Marker fiir eine evtl.
Tamoxifenresistenz herangezogen werden. Dies unterstreicht nochmals die Rolle
des Progesteronrezeptors fur die klinische Praxis.

In der Literatur'®®18°

wird daher mehrfach die Kombinationsanalyse der
Steroidrezeptoren als Faktor flr eine bessere Pradiktion vorgeschlagen.
Wahrend bei konkordantem Rezeptorstatus (ER+/PR+, ER-/PR-) eine generelle

Ubereinstimung hinsichtlich der Uberlebensunterschiede besteht, ist dies bei
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diskonkordanter Kombination nicht der Fall. Wenger et al.'®® zeigten eine
steigende S-Phase-Fraktion (die mit schlechterer Prognose einhergeht) in der
Reihenfolge ER+/PR+, ER+/PR-, ER-/PR+, ER-/PR-. Die ,Early Breast Cancer

Trialaists” Collaborativ Group“’®

beobachtete eine Verschlechterung des
Uberlebens im adjuvanten Tamoxifenkollektiv in gleicher Abfolge.
Den gleichen biologischen Gradient, ER+/PR+ — ER+/PR- — ER-/PR+ — ER-

/PR-, demonstrierten Anderson et al.'®’

. In unserer Datensammlung nach 5
Follow-up Jahren gab es nicht gentigend ER positive/PR negativ Falle um eine
fundierte Statistik durchzufiihren. Eine zunehmende Verschlechterung des
Uberlebens wurde in der Reihenfolge ER+/PR+ — ER+/PR- — ER-/PR-
beobachtet.

In der im Jahr 2006 verdffentlichten Arbeit von Dowsett et al.'®®

wurden die Daten
aus zwei grof3en randomisierten Studien zum Teil neu ausgewertet und die
Steroidrezeptoren mit der immunhistochemischen Methode neu bestimmt. Die
Datensammlung der ,Nolvadex Adjuvant Trials Organisation sowie des ,CRC
Adjuvant Breast Trial® sind fur die statistische Berechnung ideal, da sie als
Vergleich zum behandeltem Kollektiv auch ein entsprechendes, nicht
behandeltes Kollektiv beinhalten. So konnte bei der Kombinationsanalyse der
Steroidrezeptoren gezeigt werden, dass im ER positivem Kollektiv mit
Tamoxifentherapie, der Progesteronstatus keinen Einfluss auf den
Tamoxifeneffekt hatte. Im ER negativen Tamoxifenkollektiv hingegen, hatte der
Progesteronrezeptorstatus Einfluss auf das Uberleben. Wahrend die ER-/PR-
Gruppe keinen Benefit der Tamoxifentherapie hatte, zeigte die ER-/PR+ Gruppe
eine Tendenz zur Reduktion des Rezidivrisikos. Bei Vergleich des Uberlebens
zwischen dem Tamoxifenkollektiv und den unbehandelten Patientinnen mit der
Rezeptorkombination ER+ und/oder PR+ zeigte sich ein Benefit einer
Tamoxifentherapie. Die ,overview" Analyse der ,Early Breast Cancer Trialaists’
Collaborativ Group* aus dem Jahr 2005'% zeigte in der ER schwach positiven
Subgruppe nach 1-2 Jahren Tamoxifentherapie eine Rezidivrisikoreduktion von
ca. 11%. Nach 5 Jahren konnte keine statistische Signifikanz mehr
nachgewiesen werden (ca. 4%). Nachdem die Untersucher diese Subgruppe in

Abhangigkeit vom Progesteronrezeptor weiter untergliedert haben, zeigte sich
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die Prasenz des Progesteronrezeptors als wichtiger Zusatzmarker fur ein
besseres Ansprechen auf die Tamoxifentherapie.

In unserer Studie hatten die Patientinnen mit dem ER+/PR+ Brustkrebs bessere
Uberlebenschancen als Patientinnen mit dem ER-/PR- Rezeptorstatus. Weiterhin
zeigte sich die Tendenz flur ein besseres Ansprechen auf eine Hormontherapie
bei Patientinnen mit dem ER+/PR+ in Vergleich zu Patientinnen mit dem
ER+/PR- Tumor. Diese Beobachtung findet Ubereinstimmung in der zitierten
Literatur. Hier wird die Wichtigkeit und Wertigkeit der Bestimmung beider
Rezeptoren, des Progesteron- und Ostrogenrezeptors (was leider nicht in allen

Landern der EU Standard ist) noch deutlicher.
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6.7 Kollinearitat der Steroidrezeptoren

Bei der Ermittlung der Variablen, die mit der Expression des Steroidrezeptors
korrelieren, wurde Folgendes gepruft: das Grading, der nodale Status, die
TumorgroRe, Metastasierung, Histologie und der Menopausenstatus. Es ergab
sich ein hoch signifikanter Zusammenhang zwischen Grading und Expression
des Ostrogenrezeptors. Die schlecht differenzierten G3 Tumoren zeigten eine
signifikant verminderte Auspragung des Ostrogenrezeptors. Gleichzeitig bestand
die gleiche Relation zwischen Expression des Progesteronrezeptors und dem
Grading. Stierer'' kam zu dhnlichem Ergebnis. Goluh et al.’®? fanden eine stark
negative Korrelation zwischen Steroidrezeptor-Positivitat und Tumorgrading
heraus, unabhangig davon ob die biochemische DCC-Methode oder die
immunhistochemische Methode zur Anwendung kam. Wir konnten keine
Kollinearitat der Steroidrezeptoren, weder zur TumorgréRe noch zum
Nodalstatus herausfinden. Zu diesem Thema stellen sich widerspruchliche
Literaturangaben ein. Wahrend Neumann'® {iber niedrigere PR-Werte bei

' zum Befund einer

steigender TumorgroRe berichten konnte, kam Thorpe'®
Korrelation zwischen ER (mit Anwendung der DCC-Methode) und Tumorgrofie.
Die Untersuchergruppe um Reiner'®® fand eine statistisch signifikante, negative
Korrelation zwischen TumorgréRe und positivem Ostrogenrezeptorstatus (mit
Anwendung der IHC-Methode) heraus. Die Untersuchung von Berger et al.'®
konnte wiederum keine statistisch signifikante Korrelation der Steroidrezeptoren
und TumorgrolRe demonstrieren. Bei der Histologie zeigte sich in unserer
Untersuchung ein leichtes Uberwiegen der lobuldren Karzinome in der Gruppe
der Ostrogenrezeptorpositiven Tumoren. Dies steht im Einklang mit
Beobachtungen anderer Untersucher'®®"'*®. Diese Korrelation konnte jedoch im
Gegensatz zum Ostrogenrezeptor beim Progesteronrezeptor nicht demonstriert
werden. Golouh et al.’ zeigten ein Uberwiegen der PR+ Fille in der Gruppe der
lobularen sowie mucinésen Tumoren. Die Osterreichische Arbeitsgruppe um
Stierer’™ hat keine statistisch  signifikante  Assoziation  zwischen
Steroidrezeptoren und Histologie gefunden, unabhangig davon, ob die

biochemische oder immunhistochemische Methode angewendet wurde.
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Die gleiche Gruppe sowie Clark et al.’’, Alexieva-Figusch et al.”®® haben keine
Korrelation zwischen Menopause und Progesteronrezeptor zeigen konnen bei
gleichzeitigem Befund einer Korrelation zwischen Menopause und
Ostrogenrezeptorstatus. Aus unserer Datenlage geht hervor, dass bei der
postmenopausalen Frau der Prozentsatz der ER positiven Falle ansteigt
(Chiz=13,35 und p=0,00026). Coradini et al."®® berichten (iber niedrige bis
maRige Ostrogenrezeptorexpression bei jingeren Frauen sowie hdhere Levels

bei alteren Frauen. Golouh et al.'®

zeigten eine Konkordanz zwischen der
Ostrogenrezeptorexpression und dem Alter. Das Uberwiegen der ER positiven
Falle bei alteren Frauen konnte gleichermalen mit DCC sowie mit der
immunhistochemischen Methode demonstriert werden. Ahnlich wie beim
Ostrogenrezeptor zeigt sich in unserer Studie eine Tendenz zur positiven
Progesteronrezeptorexpression in der Menopause (Chi?=5,23 und p=0,022).
Clark et al' konnten wiederum hoéhere Progesteronlevels bei
praemenopausalen Frauen messen. Rhodes et al.'”® zeigten die hdchste
Proportion der ER positiven Tumoren in der Patientengruppe >65 Jahre und flr
den PR in der Altersgruppe zwischen 41-50 Lebensjahr. Die Ergebnisse der
Mehrzahl der hier zitierten internationalen Studien sind im Einklang mit unseren
Ergebnissen. Man kann demnach sagen, dass die Inzidenz der Ostrogen- und

Progesteronrezeptor positiven Mammakarzinome mit dem Alter ansteigt.
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6.8 Multivariate Modelle des Uberlebens

Die univariaten Prognosefaktoren beim Mammakarzinom wurden bereits
diskutiert. Die entscheidende Frage ist allerdings ob die Variable im multivariaten
Cox-Modell ihre Bedeutung beibehalt. Wenn man mit den univariaten
Prognosefaktoren in ein multivariates Verfahren eingeht, so lasst sich ermitteln,
welcher der untersuchten Faktoren am ehesten fur die Vorhersage des OS
geeignet ist. In das Cox Modell wurden eingegeben: T, N, M, Grading, ER
(Feinunterteilung nach Remmele), PR (Feinunterteilung nach Remmele) und das
Stadium. Weder der Progesteronrezeptor noch der Ostrogenrezeptor zeigen sich
in dem multivariaten Cox-Modell als Prognosefaktoren. Das vorgelegte Cox-
Modell ergab 3 multivariate Pradiktoren fur einen tédlichen Krankheitsausgang:
M, T und N. Der Ostrogenrezeptor erreicht dabei den Status eines Trendfaktors
fur das gute Uberleben nicht (p=0,32), wohingegen der PR eben das
Signifikanzniveau knapp verpasst (p=0,074). Das Modell konnte nicht verbessert
werden, auch wenn man bei den ER und PR eine Einteilung in 3 Gruppen bzw.
eine binare Einteilung vorgenommen wurde. Fir das EFS erwiesen sich
dieselben Variablen als signifikant wie im Cox’schen Regressionsmodell. Der
Austausch des Remmele Score gegen die Einteilung negativ (Score 0,1) gegen
positiv (Score>1) brachte keine Verbesserung des Modells, ebenso wenig wie
die Analyse in 3 Gruppen. Das galt sowohl fiir den Ostrogenrezeptor sowie fiir
den Progesteronrezeptor. Die Arbeitsgruppe um Banerjee200 an der University of
Michigan hat bei 1055 Patientinnen 15 prognostische Parameter in Bezug auf ein
rezidivfreies Uberleben untersucht. In der univariaten Analyse zeigten acht
Parameter statistisch  signifikante Uberlebensvorteile: das Alter, die
Rassenzugehorigkeit, der soziobkonomische Status, die TumorgrofRe, der
Lymphknotenstatus, der Tumordifferenzierungsgrad sowie der Ostrogen- und
Progesteronrezeptorstatus. In dem multivariaten Cox-Modell hatten nur noch der
Lymphknotenstatus (p<0,0001), die Tumorgréfde (p=0,005) und das Grading
(p=0,01) eine prognostische Signifikanz. Der Steroidrezeptorstatus hatte keine
prognostische Bedeutung im multivariaten Modell. Die gleiche Gruppe

untersuchte weiterhin den Zusammenhang der einzelnen Parameter.
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So zeigte sich in der Gruppe mit mindestens 4 befallenen LK ein deutlich
besseres Uberleben wenn gleichzeitig der Progesteronrezeptor positiv war. In

1.'3" erwiesen sich in der univariaten

der bereits zitierten Studie von Stierer et a
Analyse des Gesamtuberlebens die TumorgroRe, der nodale Status, das
Grading, der Ostrogenrezeptor immunhistochemisch sowie biochemisch ermittelt
als prognostisch signifikant. In der multivariaten Analyse verblieben nur die
TumorgroRe und der nodale Status. Bei der Evaluation des Zusammenhangs
zwischen Ostrogenrezeptorstatus und klinischem Outcome der Patientinnen mit

Mammakarzinom, konnten nur wenige Studien'®®"">*

in der multivariaten Analyse
die statistische Signifikanz nachweisen. In der bereits erwahnten Arbeit von
Panzone et al."® erwiesen sich als signifikante EinflussgréRen im Hinblick auf
das tumorspezifische Uberleben in der univariaten Analyse die Abwesenheit des
Progesteronrezeptors, der nodale Status, die TumorgroRe, die Her-2/neu
Uberexpression sowie das Grading. In der multivariaten Analyse des Uberlebens
hingegen, behielten nur noch der negative Progesteronrezeptorstatus, die
TumorgroRe sowie der nodale Status die prognostische Signifikanz. In der
multivariaten Analyse von Coradini et al.’®® zeigten eine prognostische Wertigkeit
der Ostrogen- und der Progesteronrezeptor, das Alter, die TumorgréRe sowie die
Histologie. Debled®’ hat in der im Jahr 2007 verdffentlichten Arbeit nur das
postmenopausale, hormonrezeptorpositive und mit Tamoxifen behandelte
Kollektiv eingeschlossen. So zeigte sich in der univariaten Analyse als Pradiktor
fur das frihe Rezidiv die TumorgréfRe, der positive Lymphknoten-Status, das
Grading die peritumorale Lymphgefallinvasion sowie der Mitoseindex. In der
multivariaten Analyse verblieb nur das Grading als statistisch signifikanter
Pradiktor. Zusammenfassend zeigt sich deutlich, dass die an unserem
Tamoxifenkollektiv ermittelten multivariaten Prognosefaktoren weitgehend im
Einklang mit den Literaturangaben sind. Der Ostrogen- sowie der
Progesteronrezeptor sind beide keine oder nur grenzwertige Prognosefaktoren.
Vor allem liegen zahlreiche Literaturbeobachtungen vor, die eine
Kurvenangleichung des Uberlebens der ER positiven und ER negativen

Mammakarzinome, die wir demonstrieren konnten, bestatigen.
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6.9 Klinische Konsequenzen der vorgelegten
Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war unter anderem zu zeigen, ob eine feine Abstimmung des
Steroidrezeptorgehalts einen prognostischen und pradiktiven Informationsgewinn
erbringen wirde, was somit zu einem besseren Krankheitsmanagement
beitragen konnte.

Unsere Ergebnisse haben folgende praktische klinische Konsequenzen, sofern
sie verallgemeinert werden kdnnen:

e Ostrogen- und Progesteronrezeptorbestimmung ist
immunhistochemisch durchzufihren. Die DCC-Methode ist der
immunhistochemischen Methode unterlegen, obwohl beide
Bestimmungsmethoden  korrelieren  (R=0,586 fur den
Ostrogenrezeptor und R=0,813 fir den Progesteronrezeptor).

e Eine Einteilung in Rezeptor negativ und positiv ist fir die
klinischen Belange ausreichend. Eine feinere Einteilung in 3
Gruppen oder 9 Remmelegruppen bringt keinen oder nur einen
sehr geringen zusatzlichen Informationsgewinn im Vergleich zu
einer binaren Einordnung.

e Der immunhistochemische Nachweis des Ostrogen- und
Progesteronrezeptors ist ein pradiktiver Faktor fur die
Tamoxifentherapie, wobei auch hier eine binare Unterscheidung
in positiv oder negativ ausreichen ist.

e Der optimale Cut-off Punkt bei einer binaren Einteilung in positiv
und negativ liegt, sowohl beim Ostrogenrezeptor wie auch beim
Progesteronrezeptor, im Bereich des Remmele Score von 1, 2
oder 3.

e In der Kernaussage stimmen unsere Untersuchungen mit den
meisten Veroffentlichungen Uberein, wonach die prognostische
Rolle der Steroidrezeptoren zumindest in der

Langzeitbeobachtung zweifelhaft ist.
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6.10 Neu aufgeworfene Fragestellungen

In der klinischen Praxis, um die Entscheidungsfindung zu vereinfachen, ist die
Dichotomie des Rezeptorstatus erwtnscht. Die Positivitat oder Negativitat dieser
Variablen tragt die Mitentscheidung Uber das therapeutische Vorgehen. Diese
Arbeit konnte keinen zusatzlichen Informationsgewinn einer Feinunterteilung des
Rezeptorstatus zu bindren Unterteilung, angesichts des Uberlebens, zeigen.
Allerdings lasst das Informationsergebnis dieser Doktorarbeit zur Rolle der
Steroidrezeptoren in Prognose und Pradiktion des Mammakarzinoms noch eine
Vielzahl an Fragen offen, unter anderem die Frage der Auswertemodalitaten.
Konnen wir die Klassifikation des Rezeptorstatus soweit vereinfachen, dass nur
die Information positiv oder negativ ubrig bleibt ohne zu divergieren, wie viele
Neoplasmazellen und mit welcher Auspragung die Steroidrezeptoren
exprimieren?

Mit Weiterentwicklung unserer Kenntnis Uber die Biologie der Steroidrezeptoren
sowie dem Verstandnis komplexer Interaktionen zwischen biologischen Targets
(uns bis jetzt bekannten und unbekannten) ist zu erwarten, dass der Cut-off Wert
sowie einzelne Variablen der Auswertungs-Scores (Anzahl der positiven Zellen
sowie Farbeintensitat) bei Hinzunahme einer weiteren Therapieentwicklung,
mehr Informationsgehalt in sich birgt, als dies heute der Fall ist.

Wie hoch ist die Fraktion der rezeptorpositiven Mammakarzinome in der Gruppe
der Mammakarzinome bei denen es zum Versagen einer endokrinen Therapie
kommt, die im Verlauf der Erkrankung ihre Rezeptorexpression verlieren, sowie
die Frage welche therapeutische Konsequenz das nach sich zieht, bleibt noch zu
beantworten.

Die Ho6he der ER- und PR-Auspragung ist offenkundig, wenn eine
Mindestexpression beider Steroidrezeptoren erreicht ist, ohne weitere Bedeutung
fur den Therapieerfolg. Die naheliegende Annahme, dass sehr hohe ER und/oder
PR Expressionen ein besonders gunstiges Tamoxifenansprechen vorhersagen,
konnte durch unsere Untersuchungsergebnisse nicht bestatigt worden. Es
scheint sogar so, dass die Remmele Score Werte von 8, 9 und 12 eher ein etwas

schlechteres Ansprechen auf Tamoxifen vorhersagen als die mittleren Score
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Werte von 2-6. Ahnliche Untersuchungsergebnisse fanden wir auch fiir den
Zusammenhang zwischen der PR-Expression und dem Tamoxifenansprechen.
Erstaunlicherweise fanden wir auch, dass Mammakarzinome mit dem
Steroidrezeptorprofil ER-/PR+ etwas besser laufen als die Mammakarzinome mit
dem Rezeptorprofil ER+/PR+. Insgesamt ist die Bedeutung ER+/PR- und ER-
/PR+ weiter unklar.
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7 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden die Verlaufe von 1139 Patientinnen
untersucht, die an einem Mammakarzinom erkrankten. Das Auswahlkriterium war
die Verfiuigbarkeit von Ostrogen- und Progesteronrezeptoren. Bei 343
Patientinnen wurden die Steroidrezeptoren mit der biochemischen DCC-
Nachweismethode (Dextran-Coated-Charcol Methode) bestimmt. In einer
grolReren Anzahl der Falle (N=783) erfolgte die Steroidrezeptorbestimmung mit
der immunhistochemischen Methode. In einer kleinen Schnittmenge lagen
Doppelbestimmungen vor (N=13).

Die DCC-Methode ist der immunhistochemischen Methode unterlegen, obwohl
beide Bestimmungsmethoden korrelieren (R=0,586 fiir den Ostrogenrezeptor
und R=0,813 fir den Progesteronrezeptor sind Ostrogen- und
Progesteronrezeptor immunhistochemisch durchzufahren.

Aus unseren Untersuchungen geht hervor, dass es richtig ist, den Cut-off Punkt
fur die binare Einteilung rezeptorpositiv oder rezeptornegativ, sowohl bei dem
Ostrogenrezeptor wie auch beim Progesteronrezeptor im Bereich des Remmele
Score 1, 2 oder 3 zu setzen.

Bei der univariaten Analyse erwiesen sich im Hinblick auf das Gesamtiberleben
das Stadium, der Lymphknotenstatus, die Tumorgréfie, die Metastasierung, das
Grading, der Progesteronrezeptor, das Her-2/neu Onkogen und das Alter als
signifikante  EinflussgroRen. Beim Ostrogenrezeptor lag lediglich eine
grenzwertige Signifikanz vor, die sich im Breslow-Test darlegte. Ein positiver
Ostrogenrezeptorstatus signalisierte vor allem fir die ersten Beobachtungsjahre
eine gunstige Prognose. Er verliert aber seine prognostische Aussagekraft mit
fortschreitendem Zeitabstand. Ein positiver Progesteronrezeptorstatus geht
wesentlich enger mit einer gunstigen Prognose einher. Von den zahlreich
untersuchten Grenzwerten, sowohl denen des Ostrogenrezeptors als auch denen
des Progesteronrezeptors, zeigten sich nachfolgende als prognostisch

signifikant:
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= Ostrogen- und Progesteronrezeptor bei Zulassung eines kontinuierlichen
Spektrums von biochemisch bestimmten Werten.

= Ostrogenrezeptoren bei Einteilung bei niedrigen Cut-off Werten fir eine
binare Einteilung. Die Entscheidung welchen Cut-off Wert man dann als
optimal annimmt ware ja mehr oder weniger willkirlich. Unsere Arbeit
zeigt, dass der Cut-off von 1 ein ganz guter Prognosewert ist.

» Progesteronrezeptor bei Einteilung mit jedem niedrigem Cut-off Wert fur
eine binare Einteilung in positiv und negativ, obwohl der Cut-off Punkt 3
mit hdchstem Chi?-Wert als optimal erscheint.

» Progesteronrezeptor bei Einteilung in 3 Gruppen.

Zusammenfassend ist die Einteilung in Rezeptor negativ oder positiv fur die
klinischen Belange ausreichend. Eine feinere Einteilung in 3 Gruppen oder 9
Remmelegruppen bringt keinen oder nur einen sehr geringen zusatzlichen
Informationsgewinn. Der immunhistochemische Nachweis des Ostrogen- und
Progesteronrezeptors ist ein pradiktiver Faktor fur die Tamoxifentherapie, wobei
auch hier eine binare Unterscheidung in negativ oder positiv ausreichen ist.

In der Gesamtbetrachtung der Ergebnisse aller bertcksichtigten Studien und im
Vergleich mit unseren Daten, kann die Trennsetzung des Cut-off Punktes sowohl
fur den Ostrogenrezeptor als auch fiir den Progesteronrezeptor bei niedrig
positiven Werten (Cut-off 1, 2 oder 3) als optimal fur die pradiktive Aussage des
Erfolgs der endokrinen Therapie bezeichnet werden.

Die Hohe der Rezeptordichte ist aber derzeit kein Hinweis in dem Sinne, dass
eine hohe Expression ein besseres Ansprechen vorhersagen wurde.

Fur die zusatzliche Pradiktion des Tamoxifenansprechens haben wir in dieser
Studie die Kombination beider Steroidrezeptoren herangezogen. Es zeigte sich
bei der Analyse der 4 Kombinationsmaoglichkeiten der Steroidrezeptoren (ER-
/IPR-, ER+/PR-, ER-/PR+, ER+/PR+), dass lediglich die Information Uber die
Negativitdt der Steroidrezeptoren, eine Vorhersage des Versagens einer

Tamoxifentherapie in sich birgt.
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