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1. Einleitung 

1.1 Epidemiologie und Risikofaktoren des Mammakarzinoms 

Das Mammakarzinom ist in den USA mit über 200.000 Neuerkrankungen pro Jahr das bei 

Frauen am häufigsten diagnostizierte Karzinom. Das Lebenszeitrisiko wird auf 12% 

geschätzt. Innerhalb der Altersgruppe zwischen 20 und 59 Jahren ist das Mammakarzinom die 

am häufigsten zum Tode führende maligne Erkrankung bei Frauen [1]. Das Robert Koch 

Institut prognostizierte für das Jahr 2014 rund 75.000 Neuerkrankungen bei Frauen bezogen 

auf Deutschland. Die meisten Patientinnen erkranken in der Postmenopause, ungefähr 25% 

der Frauen sind bei Diagnosestellung jünger als 55 Jahre, ca. 10% jünger als 45 Jahre [2]. 

Neben einer familiären Belastung, welche z. T. durch eine Veränderung des Breast Cancer 

Gen 1 oder -2 (BRCA1 oder -2) bedingt ist, sind andere relevante Risikofaktoren u.a. 

Kinderlosigkeit, spätes Alter bei der ersten Geburt, frühe Menarche und späte Menopause 

[3,4]. 

 

1.2 Etablierte Therapiemöglichkeiten des Mammakarzinoms 

Die Resektion des Primärtumors ist weiterhin die relevanteste Methode innerhalb der 

Therapie des primären Mammakarzinoms. Die Empfehlungen zu den nötigen 

Sicherheitsabständen des Tumors zum Resektionsrand haben sich in den letzten Jahren 

verändert. Die aktuellen Leitlinien verzichten beim invasiven Karzinom auf die Angabe von 

Sicherheitsabständen und empfehlen ausschließlich tumorfreie Resektionsränder [5]. Des 

Weiteren erfolgt die Untersuchung des Sentinellymphknotens und in Abhängigkeit der 

Anzahl und Größe nodaler Metastasen die axilläre Lymphonodektomie. Soweit indiziert, 
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erfolgt in den meisten Fällen eine brusterhaltende Therapie, gefolgt von einer 

hypofraktionierten Bestrahlung der Brust zur Reduktion der lokoregionären Rezidivrate. Die 

Indikation zu einer adjuvanten Chemotherapie wird u.a. unter Einbeziehung des molekularen 

Subtyps (s. Kapitel 1.3), der Anzahl befallener Lymphknoten und der Tumorgröße sowie ggf. 

nach Durchführung eines Genexpressionstests gestellt [5-7]. 

Der Östrogenrezeptor (Östrogenrezeptor Alpha, ESR1) spielt eine relevante Rolle in der 

Karzinogenese des Mammakarzinoms [8]. Die endokrine Therapie mit Modulatoren des 

Östrogenrezeptors oder Aromataseinhibitoren gehörte zu einer der ersten gezielten Therapien 

des Mammakarzinoms, welche in Ergänzung zur operativen Therapie durchgeführt wurde und 

deutlich zur Prognoseverbesserung beigetragen hat [9]. Etwa 70% aller Mammakarzinome 

zeigen eine Expression des Östrogenrezeptors alpha [10]. Seit der Zulassung des 

Östrogenrezeptorantagonisten Tamoxifen 1970 gehört dieser zusammen mit den 

Aromataseinhibitoren zur Standardtherapie postmenopausaler Patientinnen mit 

Hormonrezeptor-positivem Mammakarzinom. Diese werden bei prämenopausalen 

Patientinnen durch Gonadotropin releasing hormone- (GnRH-) Agonisten, Ovarablation oder 

Radiatio ersetzt [11]. 

Der Humane Growth Factor Receptor 2 (HER2) gehört zu der Familie der Epidermalen 

Growth Factor Rezeptoren (EGFR). Ungefähr 20% aller Mammakarzinome weisen eine 

Überexpression von HER2 auf [12]. Diese Tumore zeigen ein deutlich aggressiveres 

Verhalten, das u.a. durch ein verkürztes Gesamtüberleben und eine höhere Rezidivrate 

charakterisiert wird [13]. Seit der Zulassung des monoklonalen Antikörpers Trastuzumab 

(Herceptin®; Roche, Basel, Schweiz) durch die Food and Drug Administration (FDA) 1998 

wurden weitere Medikamente im Rahmen einer gezielten anti-HER2-Therapie zugelassen 

[14]. 
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Im Rahmen der Behandlung des Mammakarzinoms gehören daher sowohl die 

immunhistochemische Bestimmung der Östrogen- und Progesteronrezeptoren, als auch die 

Bestimmung des HER2-Status zur vollständigen pathologischen Untersuchung und werden in 

verschiedenen Leitlinien empfohlen [5,15,16]. 

 

1.3 Molekulare Subtypen des Mammakarzinoms 

Das Mammakarzinom kann in verschiedene histologische Subtypen eingeteilt werden. Das 

invasive Karzinom of no special type (NST nach aktueller WHO, früher: invasiv duktales 

Karzinom) ist mit ca. 40-75% der häufigste Subtyp, gefolgt vom invasiv lobulären 

Mammakarzinom (5-15%). Weitere seltene histologische Subtypen sind z.B. muzinöse, 

metaplastische oder mikropapilläre Karzinome [17]. Die Arbeit von Perou et al. [18] eröffnete 

als erste eine neue Kategorisierung, basierend auf den molekularen Genexpressionsprofilen 

unter Verwendung der cDNA-Arrays. Darauf aufbauend werden Mammakarzinome in 

luminale Tumore, HER2-enriched, basal-like und normal-like Tumore eingeteilt. Ungefähr 

zwei Drittel aller Mammakarzinome ordnen sich in die luminalen Tumore ein. Innerhalb 

dieser Gruppe erfolgte eine weitere Unterteilung in Luminal A und Luminal B (geringere 

Hormonrezeptorexpression und höhere proliferative Aktivität im Vergleich zu Luminal A), 

wobei die aktuellen Empfehlungen von einer Differenzierung unter Einbeziehung des Ki67-

Index als Maß der proliferativen Aktivität absehen [19,5]. Die HER2-enriched Tumore weisen 

eine hohe Expression von HER2 auf und werden bei ca. 5-10% aller Mammakarzinome 

gefunden. Tumore, die sowohl luminale und HER2-assoziierte Gene aufweisen, werden in die 

Gruppe der Luminal B-Tumore eingeordnet. Die Gruppe der basal-like Tumore (Östrogen- 

und Progesteronrezeptor negativ, HER2 negativ, Expression basaler Zytokeratine) wurde in 

der Folge ebenfalls weiter unterteilt [20]. Diese machen ca. 15-20% aller Mammakarzinome 

aus. Frauen mit BRCA1-Mutation entwickeln überwiegend basal-like Tumore. Die meisten 
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basal-like Tumore besitzen jedoch einen sporadischen Ursprung. Der als letztes 

charakterisierte Subtyp innerhalb der triple-negativen (Hormonrezeptor-negativen, HER2-

negativen) Karzinome ist der Claudin-low Subtyp, welcher durch eine hohe Genexpression 

von Genen, die mit dem epithelialen-mesenchymalen Übergang assoziiert sind, 

gekennzeichnet ist [21]. Normal-like Tumore zeigen u.a. eine hohe Genexpression von 

basalen Epithel- und Fettzellen [18]. Da die Bestimmung dieser molekularen Subtypen primär 

an kryokonserviertem Frischgewebe erfolgte, basiert die Einteilung heute auf dem 

immunhistochemischen Expressionsprofil an Formalin fixierten, Paraffin eingebetteten 

(FFPE) Gewebe, auch wenn dies nicht vollständig identisch ist. Die drei klinisch relevanten 

Subtypen (luminal, HER2-positiv, triple negativ) sind entsprechend auch in den Leitlinien 

implementiert [5]. Die HER2-positive Subgruppe besteht hier aus Hormonrezeptor-positiven, 

HER2-positiven und Hormonrezeptor-negativen, HER2-positiven Mammakarzinomen und 

macht so ca. 15% aller Mammakarzinome aus. Aufbauend auf diesen „intrinsischen 

Subtypen“ wurden zuletzt Studien veröffentlicht, die Mutationsprofile oder andere 

genomische Aberrationen als potentielles Kategorisierungsmerkmal zugrunde legten, welche 

möglicherweise Erklärungen für die Interpretation des Therapieansprechens liefern können 

[22,23]. 

 

1.4 Neue Therapieansätze des Mammakarzinoms  

Trotz der etablierten Therapiemöglichkeiten (s. Kapitel 1.2) muss aufgrund der Progression 

der Erkrankung unter Therapie partiell eine Therapieänderung initiiert werden. Die Ursache 

für den Progress kann u.a. bei Hormonrezeptor-positiven Mammakarzinomen in einer 

endokrinen Resistenz liegen, welche z.B. durch Mutation im ESR1 Gen bedingt sein kann 

[24]. Auch bei der Therapie mit Trastuzumab sind Resistenzen beschrieben, welche u.a. auf 

einer Aktivierung des PIK3CA/AKT/mTOR- Signalweges oder dem Einfluss anderer HER- 
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Rezeptoren beruhen [25]. Trotz zahlreicher Studien in den vergangenen Jahren fehlt noch 

immer ein klar definiertes und medikamentös angreifbares Ziel in der Therapie von triple 

negativen Mammakarzinomen [26,27]. Aufgrund der Aggressivität dieser Tumore gibt es 

immer neue Forschungsansätze.  

Die Poly(Adenosin Diphosphat-Ribose) Polymerasen (PARP) gehören zu einer Familie von 

Enzymen, welche durch DNA-Strangbrüche aktiviert werden [28]. Die aktivierte PARP 

erleichtert u.a. die DNA-Reparatur, die zelluläre Proliferation und ist in verschiedene andere 

Signalwege involviert [29-31]. PARP-Inhibitoren zeigten speziell beim high grade serösen 

Ovarialkarzinom eine deutliche Verlängerung des rezidivfreien Überlebens, insbesondere bei 

Nachweis einer BRCA1/2 Mutation [32,33]. Der Einsatz des PARP-Inhibitors Olaparib ist 

aktuell beim rezidivierten platinsensitiven Ovarialkarzinom mit Nachweis einer BRCA1/2 

Mutation von der Europäischen Kommission zugelassen [34]. Auch bei anderen soliden 

Karzinomen wird der Einsatz von PARP-Inhibitoren in aktuellen Studien untersucht [34,35]. 

Speziell beim Mammakarzinom sind aktuell z.B. die weltweite OlympiA-Studie 

(NCT02032823, Start: April 2014; Hochrisiko-HER2-negatives Mammakarzinom mit 

BRCA1/2- Keimbahnmutation), die OlympiAD-Studie (NCT02000622; Start: März 2014; 

metastasiertes Mammakarzinom mit BRAC1/2- Keimbahnmutation) oder die Bravo-Studie 

(NCT01905592; Start: Oktober 2013; HER2-negative Mammakarzinome mit BRCA1/2-

Keimbahnmutation) für Studienteilnehmerinnen geöffnet. Weitere Studien mit PARP-

Inhibitoren sind aktuell in Planung, so z.B. die GeparOla-Studie der German Breast Group. 

Ein weiterer therapeutischer Angriffspunkt bietet sich im Phosphatidylinositol 3-kinase 

(PIK3CA)/Akt-Signalweg, in welchem Mutationen der PIK3CA im Mammakarzinom eine 

relevante Rolle einnehmen [36]. Darauf aufbauend gibt es aktuell mehrere Studien mit 

PIK3CA-Inhibitoren, u.a. zusammen mit einem mTOR-Inhibitor (NCT02077933; Start: Mai 

2014). Fabrice André untersuchte mittels CGH und Sequenzierung ein großes Kollektiv 
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metastasierter Mammakarzinompatientinnen, wobei die häufigsten medikamentös 

angreifbaren Ziele neben der PIK3CA Mutation eine Amplifikation von Cyclin D1 (CCND1) 

sowie eine Amplifikation vom Fibroblast growth factor receptor 1 (FGFR1) waren [37]. 

Insbesondere die Hemmung der Cyclin dependent Kinase 4/6 (CDK4/6) wird in aktuellen 

Studien bei Hormonrezeptor-positiven Mammakarzinomen unter Anwendung der CDK4/6-

Inhibitoren untersucht (z.B. PALOMA-4, NCT02297438, Start: März 2015; PENELOPE-B, 

NCT01864746, Start: November 2013). Ein anderer therapeutischer Ansatzpunkt wird derzeit 

im Rahmen der Immuntherapie in Studien erforscht, wobei insbesondere die medikamentöse 

Blockade von PD-1/PD-L1 erfolgversprechend erscheint [38]. Sabatier et al. zeigten eine 

erhöhte PDL1-mRNA-Expression in basalen Mammakarzinomen [39]. 

 

1.5 Ergänzende Prognoseeinschätzung durch Genexpressionstests mit 

quantifizierbaren Biomarkern 

Ergänzend zu den etablierten Prognosefaktoren des Mammakarzinoms wie Nodalstatus, 

Tumorgröße und histologische Differenzierung können molekulare Genexpressionstests 

ergänzende Informationen zur Prognoseabschätzung liefern [40-43]. Insbesondere für die 

Östrogenrezeptor-positiven, HER2-negativen Tumore mit höherer proliferativer Aktivität 

(„Luminal B“) erscheint diese Untersuchung sinnvoll und empfehlenswert [5]. Relevanz in 

der Praxis erlangten insbesondere der Oncotype DX® (Genomic Health; Redwood City, CA, 

United States of America), der EndoPredict®- Test (Sividon Diagnostics; Köln, Deutschland) 

und Pam50/Prosigna® (Nanostrings technologies; Seattle, WA, United States of America). 

Grundlage aller drei Tests ist die Bestimmung der Genexpression ausgewählter Gene im 

FFPE-Gewebe, wobei sowohl Anzahl, als auch Gene partiell differieren [40]. 

Filipits et al. [43] beschrieben 2011 erstmalig den EndoPredict®- Test als einen neuen Test 

zur Prädiktion von Fernmetastasen bei Patientinnen mit Östrogenrezeptor-positivem, HER2-
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negativem Mammakarzinom. Der Test untersucht die Expression von 8 Zielgenen (BIRC5, 

UBE2C, DHCR7, RBBP8, IL6ST, AZGP1, MGP und STC2), welche Hormonrezeptor 

assoziiert sind oder einen Einfluss auf die Proliferation haben. Ergänzend wird die Expression 

von 3 Referenzgenen (CALM2, OAZ1 und RPL37A) untersucht. Der EndoPredict®- Test 

gehört zu den Genexpressionstests der zweiten Generation, da zusätzlich zu dem molekularen 

Risiko (EPscore/EP class) unter Einbeziehung der postoperativ bestimmten Tumorgröße (pT) 

sowie des Nodalstatus (pN) der sog. EPclin score berechnet wird. Aus diesem ergeben sich 

abschließend die klinische Risikoklassifikation (EPclin class) und das abgeschätzte 

Rezidivrisiko unter alleiniger endokriner Therapie bezogen auf ein 10-Jahresintervall. Eigene 

Untersuchungen [44] haben gezeigt, dass entzündliche Veränderungen im Sinne einer 

Stanzbiopsie keinen Einfluss auf das Testergebnis haben. Weiterhin konnten wir zeigen, dass 

auch präoperative Stanzbiopsien für den EndoPredict®- Test geeignet sind [44]. 
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1.6 Zielsetzung 

Ziel dieser Habilitationsschrift war es, vorhandene Mammakarzinomproben u.a. aus 

klinischen Studien immunhistochemisch und molekularbiologisch hinsichtlich möglicher 

prognostischer und prädiktiver Faktoren zu untersuchen sowie deren Auswirkung auf die 

klinische Therapieentscheidung.  

Spezifische Ziele waren: 

- Die Untersuchung der immunhistochemischen Expression der PARP-1 in einem Kollektiv 

neoadjuvant vorbehandelter Mammakarzinompatientinnen hinsichtlich der Expression in 

einzelnen Subgruppen sowie in Bezug auf das Ansprechen auf die neoadjuvante Therapie. 

- Die Untersuchung der immunhistochemischen Expression der PARP-1 in einem Kollektiv 

von Mammakarzinompatientinnen mit erhöhtem familiären Risiko und bekanntem BRCA-

Mutationsstatus. 

- Die quantitative Bestimmung etablierter prädiktiver und prognostischer Faktoren 

(Östrogenrezeptor, Progesteronrezeptor, HER2) auf mRNA-Ebene mit Hilfe einer neuen, 

vollautomatischen RNA-Isolierungsmethode und die Korrelation dieser Ergebnisse mit den 

immunhistochemischen Expressionsprofilen. 

- Die Untersuchung der Reproduzierbarkeit dezentral bestimmter Genexpressionstests in 

Mammakarzinomen. 

- Die Analyse der Auswirkungen der Ergebnisse eines Genexpressionstests in der klinischen 

Praxis auf die Therapieentscheidung. 
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2. Eigene Arbeiten 

2.1 Die zytoplasmatische PARP-Expression ist prädiktiv und prognostisch bei 

neoadjuvant vorbehandelten Patientinnen 

Cytoplasmic poly(adenosine diphosphate-ribose) polymerase expression is predictive and 

prognostic in patients with breast cancer treated with neoadjuvant chemotherapy. 

Gunter von Minckwitz, Berit Maria Müller*, Sibylle Loibl, Jan Budczies, Claus Hanusch, Silvia Darb-

Esfahani, Jörn Hilfrich, Erich Weiss, Jens Huober, Jens Uwe Blohmer, Andreas du Bois, Dirk-Michael 

Zahm, Fariba Khandan, Gerald Hoffmann, Bernd Gerber, Holger Eidtmann, Falko Fend, Manfred 

Dietel, Keyur Mehta, Carsten Denkert 

* jetzt Berit Maria Pfitzner 

J Clin Oncol. 2011 Jun 1;29(16):2150-7. [45] 

http://dx.doi.org/10.1200/JCO.2010.31.9079 

Für diese Arbeit wurden prätherapeutische Stanzbiopsien von 638 Patientinnen der 

neoadjuvanten GeparTrio-Studie (NCT00544765) immunhistochemisch hinsichtlich der 

nukleären und zytoplasmatischen PARP1-Expression untersucht. Die Auswertung der tissue 

microarrays (TMA) erfolgte an den digitalisierten Schnittpräparaten unter Anwendung des 

VMscope Slide Explorer (VMscope, Berlin, Germany). 

Wir fanden eine starke zytoplasmatische Expression in 23.7% der Fälle. Diese war mit einer 

histologischen Entdifferenzierung (p < 0.001), einem positiven Nodalstatus (p = 0.049), 

einem negativen Hormonrezeptorstatus (p < 0.001) sowie einer nicht lobulären Morphologie 

(p < 0.001) assoziiert. Bezogen auf die molekularen Subtypen fanden wir eine starke 

Expression am häufigsten (35.5%) in triple negativen (Östrogen- und Progesteronrezeptor 

negativ, HER2 negativ) Tumoren (HER2-positive Tumore: 24.6%; Hormonrezeptor-positive 

HER2-negative Tumore: 18.0%; p < 0.001). Die Patientinnen mit Tumoren, welche eine 
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starke zytoplasmatische PARP-Expression gezeigt haben, hatten die größte Rate an 

pathologischen Komplettremissionen (pCR) nach vorangegangener neoadjuvanter 

Chemotherapie (26.5%; p < 0.001), verglichen mit Patientinnen mit intermediärer (19.1%) 

oder negativer (8.0%) Expression. Hinsichtlich des rezidivfreien und Gesamtüberlebens stellte 

sich eine starke zytoplasmatische PARP-Expression als ein negativer, jedoch kein 

unabhängiger prognostischer Faktor dar (rezidivfreies Überleben: p = 0.0025; 

Gesamtüberleben: p = 0.0022). Hinsichtlich der nukleären PARP-Expression fanden sich 

keine signifikanten Korrelationen.  

Aufgrund der für dieses Kollektiv nicht bekannten Korrelation zwischen der PARP- 

Expression und dem BRCA-Mutationsstatus haben wir dies im Folgenden an einem anderen 

Kollektiv untersucht. 
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2.2 Starke zytoplasmatische und nukleäre PARP-Expression im familiären 

Mammakarzinom 

Higher cytoplasmic and nuclear poly(ADP-ribose) polymerase expression in familial than in 

sporadic breast cancer 

Marie-Luise Klauke, Nicoline Hoogerbrugge, Jan Budczies, Peter Bult, Judith Prinzler, Cornelia 

Radke, J. Han J. M. van Krieken, Manfred Dietel, Carsten Denkert, Berit Maria Müller* 

* jetzt Berit Maria Pfitzner 

Virchows Arch (2012) 461:425–431. [46] 

http://dx.doi.org/10.1007/s00428-012-1311-2 

Aufgrund des fehlenden BRCA-Mutationsstatus in der vorangegangenen Arbeit war es hier 

das Ziel, die PARP-Expression in Bezug zum Mutationsstatus zu untersuchen. Die Grundlage 

dieser Untersuchung bildete ein Patientenkollektiv, welches sich aus FFPE-Gewebe von in 

Berlin diagnostizierten Patientinnen mit sporadischem Mammakarzinom und von 

Patientinnen mit erhöhtem familiären Risiko und überwiegend bekanntem BRCA-

Mutationsstatus unserer Kooperationspartner der Universität Nijmegen zusammengesetzt hat. 

Die Auswertung der immunhistochemischen Expression der zytoplasmatischen und nukleären 

Expression der PARP-1 erfolgte analog zur vorangegangenen Arbeit [45]. In familiären 

Mammakarzinomen war sowohl der Anteil an Tumoren mit stark exprimierter 

zytoplasmatischer, als auch nukleärer PARP-Expression signifikant höher im Vergleich zu 

den sporadischen Tumoren (zytoplasmatisch: p = 0.008; nukleär: p = 0.005). In 

Zusammenschau beider Expressionsmuster fanden wir in familiären Mammakarzinomen 

häufiger eine Kombination aus starker zytoplasmatischer und starker nukleärer PARP-

Expression (33%), wobei sporadische Karzinome überwiegend eine Kombination aus 

geringer zytoplasmatischer und intermediärer nukleärer PARP-Expression (39%) zeigten. 

Zusammenfassend unterstützt dies die Hypothese, dass die Patientinnen mit einem höheren 

familiären Risiko aufgrund der erhöhten PARP-Expression ein potentiell besseres Ansprechen 
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auf PARP-Inhibitoren haben könnten, was in weiteren prospektiven Studien untersucht 

werden sollte. 
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2.3 Quantitative Bestimmung des Östrogen- und Progesteronrezeptors und der HER2 

mRNA in FFPE-Gewebe 

Quantitative Determination of Estrogen Receptor, Progesterone Receptor, and HER2 mRNA in 

Formalin-fixed Paraffin-embedded Tissue-A New Option for Predictive Biomarker Assessment 

in Breast Cancer 

Berit Maria Müller*, Ralf Kronenwett, Guido Hennig, Heike Euting, Karsten Weber, Kerstin 

Bohmann, Wilko Weichert, Gabriela Altmann, Claudia Roth, Klaus-Jürgen Winzer, Glen Kristiansen, 

Christoph Petry, Manfred Dietel, Carsten Denkert 

* jetzt Berit Maria Pfitzner 

Diagn Mol Pathol. 2011 Mar;20(1):1-10. [47] 

http://dx.doi.org/10.1097/PDM.0b013e3181e3630c 

Der aktuelle Goldstandard in der Bestimmung des Östrogenrezeptors (ESR1), des 

Progesteronrezeptors und von HER2 als relevante prädiktive Marker im Mammakarzinom ist 

die Immunhistochemie [48]. Diese semiquantitative Methode offenbarte in zahlreichen 

Studien eine teils große Streuung zwischen verschiedenen Laboratorien [49,50]. Wir haben in 

dieser Arbeit eine neue, vollautomatische, roboterbasierte Methode zur RNA-Isolierung in bis 

zu 21 Jahre altem FFPE-Gewebe von 167 Mammakarzinomen untersucht. Daran anschließend 

führten wir eine Reverse Transkription kinetische Polymerasekettenreaktion (RT-kPCR) zur 

Analyse von ESR1, PGR und HER2 durch und korrelierten diese Ergebnisse mit der 

immunhistochemischen Expression. Die RNA Isolierung war in allen Proben erfolgreich. Wir 

fanden eine gute Konkordanz für ESR1 (Übereinstimmung 98.4%), PGR (84.4%) und HER2 

(89.8%). Damit konnten wir zeigen, dass auch sehr altes FFPE-Gewebe für diese 

standardisierte Hochdurchsatzmethode geeignet ist und vergleichbare Ergebnisse zum 

aktuellen Goldstandard erzielt. Weiter zukünftige Studien sind notwendig, um den Nutzen für 

klinische Entscheidungen prospektiv zu bestimmen. 
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2.4 Dezentrale Genexpressionsanalysen für Östrogenrezeptor-positive, HER2-negative 

Mammakarzinome am Bespiel des EndoPredict-Tests 

Decentral gene expression analysis for ER+/Her2- breast cancer: results of a proficiency testing 

program for the EndoPredict assay. 

Carsten Denkert, Ralf Kronenwett, Werner Schlake, Kerstin Bohmann, Roland Penzel, Karsten E. 

Weber, Heinz Höfler, Ulrich Lehmann, Peter Schirmacher, Katja Specht, Margaretha Rudas, Hans-

Heinrich Kreipe, Peter Schraml, Gudrun Schlake, Zsuzsanna Bago-Horvath, Frank Tiecke, Zsuzsanna 

Varga, Holger Moch, Marcus Schmidt, Judith Prinzler, Dontscho Kerjaschki, Bruno Valentin Sinn, 

Berit Maria Müller*, Martin Filipits, Christoph Petry, Manfred Dietel 

* jetzt Berit Maria Pfitzner 

Virchows Arch. 2012 Mar;460(3):251-9. [51] 

http://dx.doi.org/10.1007/s00428-012-1204-4 

Im Rahmen der individualisierten Tumortherapie wurde bisher die molekularpathologische 

Bestimmung von Biomarkern zur Therapieprädiktion insbesondere bei Karzinomen der Lunge 

und des Kolons aus FFPE-Gewebe in den letzten Jahren in der Routinediagnostik etabliert. 

Die Indikation für eine adjuvante Chemotherapie ist insbesondere beim luminalen 

Mammakarzinom oft schwierig. In diesem Fall bieten sich Genexpressionstests zur genaueren 

Risikobewertung des Tumors an. Die Variabilität eines solchen sollte in unterschiedlichen 

Laboratorien so gering wie möglich ausfallen. In dieser Arbeit wurden FFPE-Proben von 

verschiedenen Mammakarzinomen in sieben verschiedene molekulare pathologische Institute 

in Deutschland, Österreich und der Schweiz zur Bestimmung des EP versandt. Die Extraktion 

einer ausreichenden RNA-Menge war in allen Proben (100 %) möglich. Die in den einzelnen 

Instituten gemessenen EPscores zeigten eine hohe Konkordanz (Korrelationskoeffizient nach 

Pearson: 0.987 bis 0.999) mit den entsprechenden Referenzwerten, welche im Labor des 

Herstellers bestimmt wurden. Die dezentral bestimmten EPscores wichen nicht mehr als 1.0 

score Einheiten von den Referenzwerten ab. Somit wurden alle Proben in die richtige EP 
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Risikogruppe eingeordnet. Einige der bisher verfügbaren molekularen Genexpressionstests 

des Mammakarzinoms finden in Zentrallaboratorien in Europa oder den USA statt. Durch die 

dezentrale Bestimmung des EP-Tests kann im Vergleich mit der Untersuchung in einem 

Zentrallabor mit einem deutlich schneller verfügbaren Testergebnis gerechnet werden. 

Ergänzend ist auf diese Weise eine enge Abstimmung zwischen dem lokalen Pathologen und 

dem klinischen Kollegen möglich. 
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2.5 Der EndoPredict Genexpressionstest in der klinischen Praxis-Einfluss auf klinische 

Entscheidungen 

The EndoPredict Gene-Expression Assay in Clinical Practice-Performance and Impact on 

Clinical Decisions 

Berit Maria Müller*, Elke Keil, Annika Lehmann, Klaus-Jürgen Winzer, Christiane Richter-

Ehrenstein, Judith Prinzler, Nikola Bangemann, Angela Reles, Sylvia Stadie, Winfried Schoenegg, Jan 

Eucker, Marcus Schmidt, Frank Lippek, Korinna Jöhrens, Stefan Pahl, Bruno Valentin Sinn, Jan 

Budczies, Manfred Dietel, Carsten Denkert 

* jetzt Berit Maria Pfitzner 

PLoS One. 2013 Jun 27;8(6):e68252. [52] 

http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0068252 

Aufbauend auf der Untersuchung zur dezentralen Genexpressionsanalyse des EndoPredict-

Tests wird dieser seit 2011 routinemäßig in den molekularpathologischen Laboratorien 

eingesetzt. Die hier vorliegende Arbeit untersuchte die Auswirkung des Testergebnisses auf 

die klinische Therapieentscheidung. Zur Einschätzung des Risikopotentials von 

Mammakarzinomen und zur Optimierung der darauf aufbauenden Therapie erlangten 

Genexpressionsanalysen insbesondere bei Luminal B-Tumoren als diagnostisches Hilfsmittel 

in den letzten Jahren größere Relevanz. Grundlage der hier vorliegenden retrospektiven 

Untersuchung bildeten die Ergebnisse von 167 EndoPredict-Tests, welche wir zwischen 

August 2011 und Juli 2012 an unserem Institut durchgeführt haben. Wir versandten 

Fragebögen an alle Einsender hinsichtlich der Therapieentscheidung vor und nach 

Durchführung des EndoPredict-Tests. Ergänzend haben wir die therapeutisch relevanten 

Parameter aus den uns vorliegenden pathologischen Befundberichten (Tumorgröße, 

histologische Differenzierung, Lymphknotenstatus, Tumorproliferation) mit erfasst. Der 

EndoPredict-Test konnte in den Proben aller 167 Patientinnen durchgeführt werden. Der 

überwiegende Anteil aller Patientinnen hatte pT1c (40.7%) bzw. pT2-Tumore (40.1%), 
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welche überwiegend tumorfreie Lymphknoten (62.1%) aufwiesen. Ungefähr zwei Drittel 

(66.5%) aller Patientinnen hatten ein molekulares Hochrisikogenexpressionsprofil. Nach 

Integrierung der postoperativen Tumorgröße und des Nodalstatus zeigten 53.6% aller 

Patientinnen einen EPclin score im Hochrisikobereich. Von 130 der 167 Patientinnen (77.8%) 

erhielten wir Informationen über die Therapieentscheidung vor und nach Durchführung des 

EndoPredict-Tests. Hier zeigte sich eine Therapieveränderung bei 37.7% der Patientinnen 

nach Erhalt des Testergebnisses. Für 12.3% der Patientinnen wurde eine zusätzliche 

Chemotherapie beschlossen, bei ungefähr einem Viertel der Patientinnen (25.4%) wurde auf 

die ursprünglich empfohlene Chemotherapie aufgrund des Testergebnisses verzichtet. 

Zusammenfassend wurden durch den EndoPredict-Test zusätzliche relevante Informationen 

gewonnen, die bei mehr als einem Drittel der eingeschlossenen Patientinnen zu einer 

Therapieänderung führte und jede vierte Patientin vor einer Übertherapie bewahrte. 
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3. Diskussion 

3.1 Aktuelle Relevanz der PARP-1 in Bezug auf ihre therapeutische Beeinflussung 

PARP-Inhibitoren gehören zur Gruppe der sogenannten small molecule-Inhibitoren und 

inhibieren die Aktivität der PARP-Enzyme. Der aktuell am häufigsten eingesetzte Wirkstoff 

aus dieser Gruppe ist Olaparib. In Folge der ersten erfolgversprechenden Studien des 

Einsatzes von PARP-Inhibitoren gewannen diese immer mehr an Relevanz. Sonnenblick et al. 

geben ergänzend einen Überblick über die derzeit beim US National Cancer Institute (NCI) 

angemeldeten 127 Studien mit PARP-Inhibitoren [53]. Eine kürzlich veröffentlichte Arbeit 

von Bao et al. gibt in einer Metaanalyse von 126 Arbeiten einen Überblick über die Sicherheit 

und Wirksamkeit von PARP-Inhibitoren [54]. Ergänzend beschreiben Sonnenblick et al. [53] 

eine gute Verträglichkeit von einer Monotherapie mit Olaparib. Die molekularen 

Mechanismen der PARP-Inhibitoren im Rahmen von Kombinationstherapien mit anderen 

Chemotherapeutika sind aktuell noch Teil klinischer Forschung. Ergebnisse präklinischer 

Studien zeigten, dass PARP-Inhibitoren die Wirksamkeit von Chemotherapeutika erhöhen 

können. Benafif et al. [55] geben einen Überblick über aktuelle Studien hinsichtlich der 

Kombination von PARP-Inhibitoren mit verschiedenen Chemotherapeutika in 

unterschiedlichen Malignomen. 

Zellen mit BRCA-Mutation sind unfähig, Doppelstrangbrüche durch homologe 

Rekombination zu reparieren. Daher erscheint der Einsatz von PARP-Inhibitoren 

insbesondere bei Patienten mit BRCA-Mutation erfolgversprechend. Dieser simultane Ausfall 

von zwei zellulären Signalwegen mit konsekutivem Zelltod wird auch als „synthetische 

Letalität“ bezeichnet [56]. Auch wir konnten im Vergleich zu sporadischen 

Mammakarzinomen eine signifikant höhere nukleäre und zytoplasmatische PARP-Expression 

in BRCA-mutierten Mammakarzinomen nachweisen (siehe Kapitel 2.2). Basal-like triple 

negative Mammakarzinome haben ähnliche klinisch-pathologische Eigenschaften wie BRCA-
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mutierte Mammakarzinome, u. a. tumor protein 53 (tp53) Mutationen und Sensitivität auf 

platinhaltige Chemotherapeutika. Diese Charakteristika werden auch als „BRCAness“ 

bezeichnet. Domagala et al. [57] beschrieben eine höhere PARP-1 Expression in basal-like 

und triple negativen Mammakarzinomen. Dies unterstützt die Ergebnisse unserer Arbeit, in 

welcher auch wir eine starke PARP-Expression in triple negativen Mammakarzinomen 

beschrieben haben (siehe Kapitel 2.1). Ergänzend zu basal-like triple negativen 

Mammakarzinomen erscheinen auch Patienten mit PTEN-mutierten Mammakarzinomen ein 

höheres Ansprechen auf PARP-Inhibitoren zu haben [53]. Insbesondere aufgrund der 

potentiellen Relevanz der Assoziation zu BRCA-Mutationen erfolgten auch im 

Ovarialkarzinom weitere Untersuchungen. Hier fanden Godoy et al. eine 

immunhistochemische Überexpression der PARP in entdifferenzierten, weiter 

fortgeschrittenen Tumoren [58]. Nach der Zulassung des PARP-Inhibitoren LynparzaTM 

(Olaparib) beim rezidivierten, platinsensitiven high grade serösen Ovarialkarzinom, 

Eileiterkarzinom oder primären peritonealen Karzinom mit Nachweis einer BRCA-1/-2 

Mutation im Tumor (somatische Mutation) oder einer Keimbahnmutation ist dies eine 

häufiger gewählte Therapieoption. 

Die Expression der PARP-1 wurde ergänzend in verschiedenen anderen soliden Tumoren wie 

dem Prostatakarzinom untersucht. So beschrieben Salemi et al. eine höhere nukleäre PARP-1-

Expression im Prostatakarzinom verglichen mit Normalgewebe [59]. Ossovskaya et al. 

untersuchten ergänzend die mRNA-Expression der PARP-1 in verschiedenen humanen 

malignen Tumoren und fanden eine Hochregulierung in verschiedenen histologischen 

Entitäten [60]. Nichtsdestotrotz sind insbesondere die Ergebnisse der immunhistochemischen 

Arbeiten hinsichtlich der beobachteten PARP-Lokalisation (zytoplasmatisch vs. nukleär) 

uneinheitlich. Die Ursache hierfür ist u.a. in der Komplexität der PARP-Regulierung zu 

suchen [61]. Zum aktuellen Zeitpunkt ist jedoch weiterhin unklar, welche Patienten den 

größten Nutzen von einer Therapie mit PARP-Inhibitoren haben werden. Der Einfluss der 
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BRCA-Mutation ist dabei bisher am intensivsten untersucht worden. Scott et al. [34] 

beschreiben jedoch auch, dass nicht alle Patienten mit BRCA1- oder BRCA2-Mutation auf 

eine PARP-Inhibitor-Therapie ansprechen. Die Ursachen dafür können sehr vielfältig sein. 

Am relevantesten erscheinen nach bisherigem Wissensstand das Wiederherstellen der BRCA 

Proteinfunktion durch sekundäre BRCA-Mutationen, somatische Mutationen von tumor 

protein 53 binding protein 1 (TP53BP1) sowie erhöhter Medikamentenmetabolismus, welcher 

durch MDR1 vermittelt wird [34,53]. Im Gegensatz dazu scheinen auch andere epigenetische 

Alterationen, Expressionsveränderungen spezieller microRNAs oder Transkriptionsfaktoren 

die Sensitivität auf PARP-Inhibitoren zu erhöhen [34]. Um zukünftig Responder auf eine 

Therapie mit PARP-Inhibitoren gezielter zu identifizieren, sind weitere Studien nötig. Die 

ARIEL2 Studie (NCT01891344; Start: September 2013) untersucht den Einsatz von 

Rucaparib bei Patientinnen mit rezidiviertem platinsensitiven high grade Ovarialkarzinom, 

Tubenkarzinom oder peritonealem Karzinom. Ergänzend wird hier eine molekulare Signatur 

der defizienten homologen Rekombination in Abhängigkeit der Response auf den PARP-

Inhibitor erstellt. Im Rahmen der neoadjuvanten Studien der GBG ist aktuell die GeparOla- 

Studie in Planung, welche den neoadjuvanten Einsatz von Olaparib im Mammakarzinom 

untersuchen wird. Zusammenfassend erscheint die Rolle von PARP-1 im Rahmen der 

Tumorgenese auch für das Mammakarzinom ein interessanter Angriffspunkt für eine 

zielgerichtete Therapie zu sein. 

 

3.2 Genexpressionsuntersuchungen als diagnostische Ergänzung zur Vermeidung von 

Übertherapien 

Der Goldstandard der Bestimmung der prognostisch relevanten Hormonrezeptoren 

(Östrogenrezeptor, Progesteronrezeptor) im FFPE-Gewebe ist noch immer die 

Immunhistologie. Ergänzt wird diese bei der Bestimmung des HER2-Status ggf. durch eine in 
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situ Hybridisierung [62,63]. Nur diese Methoden wurden bisher in prospektiven Studien zur 

Charakterisierung von Mammakarzinomen validiert. Aufgrund der beschriebenen 

Abweichungen zwischen verschiedenen Laboratorien in der immunhistochemischen 

Bestimmung der Hormonrezeptoren [64,49] sowie der semiquantitativen Auswertung 

erscheint eine zusätzliche Methode interessant. Wir konnten in unserer Arbeit (s. Kapitel 2.3) 

zeigen, dass die Bestimmung des Östrogen- und Progesteronrezeptors sowie des HER2-Status 

mittels einer neuen, semiquantitativen Xylol-freien Methode in bis zu 21 Jahre altem FFPE-

Gewebe auf mRNA-Ebene möglich ist. Ferner fanden wir in unserer Kohorte eine gute 

Konkordanz mit der Immunhistochemie. Eine zusätzliche Validierung dieser Methode in 

prospektiven Studien ist jedoch nötig, da es z.B. für den Oncotype DX® von Dabbs et al. 

beschriebene Diskordanzen hinsichtlich des HER2-Status gibt [65].  

Die Indikation zur adjuvanten Chemotherapie richtet sich u. a. nach dem molekularen Subtyp. 

So ist eine adjuvante Chemotherapie bei HER2-positiven und triple negativen 

Mammakarzinomen nach aktuellen Leitlinien indiziert [5], wobei es für die Therapie bei 

luminalen Tumoren bisher keine einheitlichen Richtlinien gibt. Daher sind die 

Genexpressionstests zur weiteren Therapieentscheidung insbesondere für die luminalen 

Mammakarzinome relevant. Der erste kommerziell verfügbare Genexpressionstest war der 

70-Gen-Test Mammaprint® (Agendia, Amsterdam, Niederlande), welcher 2002 erstmals 

beschrieben wurde [66,42]. Bereits 2 Jahre später wurden erste Ergebnisse zum Oncotype 

DX® Test veröffentlicht [41], in welchem 21 Gene untersucht werden. Der EndoPredict®-Test 

ist erstmals 2011 beschrieben worden [43] und seitdem für die Diagnostik verfügbar. Wir 

haben die dezentrale Bestimmung des EndoPredict®-Test für Östrogenrezeptor-positive, 

HER2-negative Mammakarzinome untersucht (s. Kapitel 2.4). In unserer Arbeit zeigte sich 

eine hohe Konkordanz der Ergebnisse des EndoPredict®-Test aus verschiedenen 

pathologischen Instituten mit den zentral bestimmten Referenzwerten. Wir haben in einer 

weiteren Untersuchung (siehe Kapitel 2.5) dargestellt, dass das Ergebnis des EndoPredict®- 
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Testes bereits im ersten Jahr nach Etablierung in unserem Institut bei 37% der Patientinnen zu 

einer Therapieveränderung führte. Ähnliche Ergebnisse zum Einfluss auf 

Therapieentscheidungen durch den Oncotype DX® wurden unter anderem von Biroschak et 

al. [67] beschrieben, wo eine Veränderung der Therapieempfehlung nach Kenntnis des 

Recurrence Score in 36% und 18% der Fälle beschrieben wurde. 

Ein Großteil der bisher veröffentlichten Genexpressionsarbeiten sind retrospektive Analysen 

von teils prospektiv gesammeltem Studienmaterial [68]. Die TAILORx-Studie 

(NCT00310180) untersucht erstmals prospektiv den Einsatz eines Genexpressionstests bei 

Patientinnen mit Hormonrezeptor-positivem, HER2-negativem Mammakarzinom. Kürzlich 

wurden erste Ergebnisse dieser Studie veröffentlicht [69], welche bei Patientinnen mit 

geringem molekularen Risiko (low risk) des Oncotype DX® unter alleiniger endokriner 

Therapie innerhalb von 5 Jahren ein sehr geringes Rezidivrisiko zeigten. 

Als ein weiterer Kritikpunkt gilt die fehlende Vergleichbarkeit der Genexpressionstests 

untereinander [68]. So ergab ein Vergleich zwischen dem Oncotype DX® und dem 

EndoPredict®-Test nur eine moderate Korrelation [70]. Einschränkend muss man hier jedoch 

berücksichtigen, dass die Ergebnisse des Oncotype DX® in 3 Risikoklassen (low risk, 

intermediate risk, high risk), die Ergebnisse des EndoPredict®-Tests in 2 Risikoklassen (low 

risk, high risk) resultieren. Des Weiteren implementiert der EndoPredict®-Test als 

Genexpressionstest der zweiten Generation zusätzlich die Tumorgröße sowie den Nodalstatus, 

was eine zusätzliche Charakterisierung ermöglicht. 

Für den EndoPredict® Test und für PAM50/Prosigna® wurde in jeweils zwei Studien 

(EndoPredict®: ABCSG-6 und ABCSG-8; PAM50/Prosigna®: ABCSG-8 und ATAC) die 

Prädiktion der Spätmetastasierung gezeigt [71-73]. Dadurch ergibt sich eine zusätzliche 

Indikation, welche zur Identifikation der Patientinnen führt, die von einer verlängerten 

endokrinen Therapie profitieren könnten.  
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4. Zusammenfassung 

Die Therapie des Mammakarzinoms basiert in den letzten Jahren zunehmend auf den 

molekularen Subtypen (luminal, HER2-positiv, triple negativ). Trotz der multimodalen 

Therapiemöglichkeiten des Mammakarzinoms gibt es noch immer Patientinnen, welche auf 

die medikamentöse Therapie aus unterschiedlichen Ursachen einen Progress der Erkrankung 

entwickeln. Der Bedarf für neue, möglichst zielgerichtete Therapien besteht somit noch 

immer, insbesondere für die Subgruppe der triple negativen, evtl. zusätzlich BRCA-mutierten 

Mammakarzinome, welche durch einen besonders aggressiven Verlauf charakterisiert sind. 

Insbesondere bei luminalen Tumoren sollte man durch eine adäquate Risikostratifizierung 

eine Übertherapie vermeiden, um Patientinnen eine unnötige Chemotherapie zu ersparen. 

Wir haben für das Mammakarzinom in der hier vorliegenden Habilitationsschrift prädiktive 

und prognostische Marker sowohl auf Protein-, als auch auf mRNA-Ebene untersucht. Eine 

starke Expression der PARP-1 war signifikant mit einem aggressiveren Tumortyp assoziiert 

und war in unserem Kollektiv prädiktiv für das Ansprechen auf eine neoadjuvante 

Chemotherapie. Eine starke PARP-Expression stellte sich als negativer prognostischer Faktor 

bezogen auf das rezidivfreie Überleben und das Gesamtüberleben dar. Ferner war die PARP-

Expression bei Patientinnen mit BRCA-Mutation im Vergleich zu Patientinnen mit 

sporadischen Tumoren stärker, was die Hypothese der synthetischen Letalität der PARP-

Inhibitoren unterstützt. Diese Ergebnisse sind die Basis für weitere Studien mit PARP-

Inhibitoren im Mammakarzinom, u. a. für die geplante neoadjuvante GeparOla- Studie. 

Für eine quantitative Bestimmung der im Mammakarzinom prognostisch und prädiktiv 

relevanten Hormonrezeptoren (Östrogen- und Progesteronrezeptor) sowie von HER2 führten 

wir ergänzende Untersuchungen auf mRNA-Ebene mittels einer neuen, Xylol-freien 

roboterbasierten Methode durch. Hier konnten wir zeigen, dass die Bestimmung der 

Hormonrezeptoren und von HER2 auf mRNA-Ebene auch noch in 21 Jahre altem FFPE-
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Gewebe möglich ist sowie eine gute Konkordanz mit den immunhistochemischen 

Ergebnissen zeigt. Als Ergänzung zu den immunhistochemischen Untersuchungen haben 

Genexpressionstests zur Risikobewertung insbesondere bei den luminalen Tumoren in den 

letzten Jahren in der klinischen Praxis an Bedeutung gewonnen. Mit Hilfe der 

Genexpressionstests können durch Verzicht auf eine adjuvante Chemotherapie Übertherapien 

vermieden, andererseits jedoch auch besonders aggressive Tumore identifiziert und ergänzend 

therapiert werden. Wir konnten die hohe Konkordanz zwischen der dezentralen und zentralen 

Bestimmung der für den EndoPredict®-Test relevanten Genexpressionen zeigen. Alle an 

unserer Studie teilnehmenden verschiedenen pathologischen Institute ordneten die Proben der 

korrekten Risikogruppe zu. Ergänzend haben wir die Auswirkungen des EndoPredict®-Tests 

auf die Therapieentscheidung untersucht. Das Ergebnis dieses Genexpressionstests war in 

unserer Arbeit mit einem deutlichen Einfluss auf die Therapieentscheidung assoziiert. 

Zusammenfassend haben wir durch die immunhistochemischen Untersuchungen der PARP-1 

die Grundlage für neue Therapieansätze mit diesem Enzym erweitert. Weiterhin konnten wir 

mit Hilfe eines standardisierten Genexpressionstests die Auswirkungen dieser neuen Methode 

auf die Therapieentscheidung durch die bessere Risikostratifizierung aufzeigen. 
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