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Halle an der Saale, im April 2015 Eva Kantelhardt und Martina Vetter
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Geleitwort

Der klinische Fortschritt bei Diagnostik und Therapie des Mammakarzinoms ist heute mit dem Anspruch
der Patientinnen auf eine personalisierte Medizin eng verbunden. Auf kaum einem anderen Gebiet wird
dies sichtbarer als auf dem der Tumorbiologie und Biomarker. Neue vielversprechende zielgerichtete Me-
dikamente erfordern den Nachweis von Zielstrukturen am Tumorgewebe. Immer neuere und kostengün-
stigere Methoden erlauben die detaillierte Analyse des Tumorgewebes in immer kürzerer Zeit; kommer-
zielle Anbieter drängen auf den Markt.

Doch dieser technische Fortschritt birgt auch Gefahren: Nicht alles methodisch Messbare ist auch klinisch
sinnvoll. Ein unzureichend validierter Biomarkertest ist für Patientinnen genauso gefährlich wie ein un-
zureichend erprobtes Medikament. Aufgrund der einfacheren Verfügbarkeit ist die Hemmschwelle beim
Einsatz von Biomarkern oft erschreckend niedrig. Hier ist enorme Sachkenntnis der Kliniker gefragt, um
nur methodisch und klinisch validierte Tests für die Therapieentscheidung im klinischen Alltag einzuset-
zen.

Dieses Buch hilft interessierten Laien, Lernenden in Studium und Ausbildung, jungen Berufsanfängern
und sicher auch erfahrenen Pflegenden und Klinikern den so wichtigen Überblick auf dem sich rasch wei-
ter entwickelnden Gebiet der Tumorbiologie zu gewinnen und zu bewahren. Den Herausgeberinnen ist es
gelungen, erfahrene Autoren für die einzelnen Unterkapitel zu finden, die die anspruchsvolle Thematik
anschaulich darstellen. Dafür gebührt ihnen und den Autoren Dank und Anerkennung.

München, im November 2014 Prof. Dr. med. Nadia Harbeck
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Immer wieder sind wir begeistert über das unermüdliche Engagement und den Wissensdurst vieler Men-
schen aus Forschung und Klinik, das Krankheitsbild der Brustkrebserkrankung zu hinterfragen und bes-
ser zu verstehen. Die Fragestellungen sind so vielfältig wie die Erkrankung selber: Wie entsteht ein Tumor?
Warum wachsen manche Tumoren schnell und manche langsamer? Warum sind mache Tumoren so ag-
gressiv und andere wieder nicht? Was bestimmt diese Eigenschaften?

Nach der Diagnose Brustkrebs stürzen so viele Entscheidungen auf die Patientin ein, die sie verstehen
möchte und sie möchte auch am Entscheidungsprozess der Behandlung teilnehmen. Als Patientinnen-
Initiative begleiten wir betroffene Frauen und ihre Familien und informieren über das Krankheitsbild.
Aber auch die Forschung liegt uns am Herzen und wo wir auch können, möchten wir alle Aktiven in den
Laboren, Kliniken, Praxen und Sekretariaten unterstützen und ermuntern, hartnäckig das Wissen um die
Entstehung und Behandlung des Brustkrebses zu erweitern und zu veröffentlichen, damit alle Zugang
dazu haben.

Das vorliegende Buch ist ein weiterer Beitrag, gemeinsam Verantwortung für den Fortschritt im Kampf
gegen Brustkrebs zu tragen. Bedanken möchten wir uns bei jeder Autorin und jedem Autor für die exzel-
lente Darstellung komplexer Zusammenhänge und bei Eva Kantelhardt und Martina Vetter für die Her-
ausgabe des Buches.

Augsburg, im November 2014 Dr. med. Petra Stieber und Ursula Goldmann-Posch
Vorstandsmitglieder

mamazone - Frauen und Forschung gegen Brustkrebs e.V.
www.mamazone.de



Korrekturabzug.
© UNI-MED Verlag AG, Bremen
Alle Rechte vorbehalten.

Autoren

Dr. rer. nat. habil. Frank Bartel
Institut für Pathologie
Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg
Magdeburger Str. 14
06097 Halle (Saale)
Email: frank.bartel@medizin.uni-halle.de

Kap. 2.

Dr. rer. nat. John C. Castle
TRON – Translationale Onkologie an der Universitätsmedizin der Johannes Gutenberg-Universität
Mainz gGmbH
Building 708
Langenbeckstr. 1
55131 Mainz
Email: john.castle@tron-mainz.de

Kap. 9.

Dr. med. Oleg Gluz
Brustzentrum Niederrhein
Evangelisches Krankenhaus Bethesda Mönchengladbach GmbH
Ludwig-Weber-Straße 15
41061 Mönchengladbach
Email: gluz@bethesda-mg.de
oleg.gluz@wsg-online.com

Kap. 3.

Dr. med. Eva Kantelhardt
Klinik und Poliklinik für Gynäkologie am Universitätsklinikum Halle (Saale)
Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg
Ernst-Grube-Str. 40
06120 Halle (Saale)
Email: eva.kantelhardt@medizin.uni-halle.de

Kap. 1.

Priv.-Doz. Dr. rer. nat. Thomas Karn
Klinik für Gynäkologie und Geburtshilfe
Universitätsklinikum Frankfurt
Goethe-Universität
Theodor-Stern-Kai 7
60590 Frankfurt am Main
Email: t.karn@em.uni-frankfurt.de

Kap. 3.



Korrekturabzug.
© UNI-MED Verlag AG, Bremen
Alle Rechte vorbehalten.

Dr. rer. nat. Anthony Kong
TRON – Translationale Onkologie an der Universitätsmedizin der Johannes Gutenberg-Universität
Mainz gGmbH
Building 708
Langenbeckstr. 1
55131 Mainz
Email: anthony.kong@tron-mainz.de

Kap. 9.

Univ.-Prof. Dr. med. Hans Kreipe
Institut für Pathologie
Medizinische Hochschule Hannover
Carl-Neuberg-Str. 1
30625 Hannover
Email: kreipe.hans@mh-hannover.de

Kap. 5.

Priv.-Doz. Dr. med. Cornelia Liedtke
Klinik für Frauenheilkunde und Geburtshilfe
Universitätsklinikum Schleswig-Holstein
Universität zu Lübeck
Ratzeburger Allee 160
23538 Lübeck
Email: cornelia.liedtke@uksh.de

Kap. 8.

Prof. Dr. med. Volkmar Müller
Klinik und Poliklinik für Gynäkologie
Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf
Martinistraße 52
20246 Hamburg
Email: vmueller@uke.de

Kap. 7.

Univ.-Prof. Dr. med. Klaus Pantel
Institut für Tumorbiologie
Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf
Martinistraße 52
20246 Hamburg
Email: pantel@uke.de

Kap. 7.



Korrekturabzug.
© UNI-MED Verlag AG, Bremen
Alle Rechte vorbehalten.

Priv.-Doz. Dr. med. Brigitte Rack
Klinik und Poliklinik für Frauenheilkunde und Geburtshilfe
Klinikum Innenstadt Ludwig-Maximilians-Universität
Maistrasse 11
80337 München
Email: Brigitte.Rack@med.uni-muenchen.de

Kap. 8.

Priv.-Doz. Dr. rer. nat. Sabine Riethdorf
Institut für Tumorbiologie
Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf
Martinistraße 52
20246 Hamburg
Email: s.riethdorf@uke.de

Kap. 7.

Prof. Dr. med. Claus M. Schlotter
FA für Gynäkologie und Geburtshilfe
Gynäkologische Onkologie
European Laboratory Association
Roggenkampstraße 12
49477 Ibbenbüren
Email: cschlotter@t-online.de

Kap. 6.

Univ.-Prof. Dr. med. Marcus Schmidt
Klinik und Poliklinik für Geburtshilfe und Frauenkrankheiten
Universitätsmedizin
Johannes Gutenberg-Universität
Langenbeckstr. 1
55131 Mainz
Email: marcus.schmidt@unimedizin-mainz.de

Kap. 4., 9.

Univ.-Prof. Dr. med. Christoph Thomssen
Klinik und Poliklinik für Gynäkologie am Universitätsklinikum Halle (Saale)
Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg
Ernst-Grube-Str. 40
06120 Halle (Saale)
Email: christoph.thomssen@medizin.uni-halle.de

Kap. 4.



Korrekturabzug.
© UNI-MED Verlag AG, Bremen
Alle Rechte vorbehalten.

Dr. rer. nat. Martina Vetter
Klinik und Poliklinik für Gynäkologie am Universitätsklinikum Halle (Saale)
Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg
Ernst-Grube-Str. 40
06120 Halle (Saale)
Email: martina.vetter@medizin.uni-halle.de

Kap. 1., 2., 4., 6.

Univ.-Prof. Dr. med. Claudia Wickenhauser
Institut für Pathologie
Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg
Magdeburger Str. 14
06097 Halle (Saale)

Kap. 2.

Priv.-Doz. Dr. med. Isabell Witzel
Universitätsklinik Hamburg-Eppendorf
Martinistraße 52
20246 Hamburg
Email: i.witzel@uke.de

Kap. 6.



Korrekturabzug.
© UNI-MED Verlag AG, Bremen
Alle Rechte vorbehalten.

Inhaltsverzeichnis

1. Einführung und Grundlagen 18
1.1. Mammographiescreening. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18

1.2. Leitlinien in Deutschland. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18

1.3. Tumorgewebe und Markerbestimmung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18

1.4. Literatur . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 20

2. Molekulare Diagnostik beim Mammakarzinom 22
2.1. Veränderte Signalwege in Tumorzellen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23

2.2. Expressionsarrays . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 24

2.3. Detektion von Mutationen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25

2.4. Literatur . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28

3. Genexpressionsprofile zur Risikoabschätzung und Prädiktion des
Therapieansprechens beim Mammakarzinom 30

3.1. Molekulare Subtypen des Mammakarzinoms . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30

3.2. Gezielte Entwicklung von Gensignaturen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31

3.3. Prognostische Multigentests . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 32

3.4. Prädiktive Gensignaturen für das Ansprechen auf Chemo- oder Hormontherapie . . . . . . . . . . 35

3.5. Zukünftige Entwicklungen und “Second Generation” Signaturen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 35

3.6. Literatur . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 38

4. uPA/PAI-1-Test zur Risikoabschätzung bei nodal-negativen
Mammakarzinom-Patientinnen 44

4.1. Rationale der Risikoabschätzung beim nodal-negativen Mammakarzinom. . . . . . . . . . . . . . . . . 44

4.2. Grundlagen von Invasion und Metastasierung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 45

4.3. uPA/PAI-1 als Prognosefaktor beim Mammakarzinom – der Beginn. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46

4.4. Entwicklung von Biomarkern beim Mammakarzinom . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47

4.5. uPA/PAI-1 als Prognosefaktor beim Mammakarzinom – die Weiterentwicklung . . . . . . . . . . 48

4.6. uPA/PAI-1 in der Einschätzung der Fachgesellschaften . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 50

4.7. Literatur . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 50

5. Pathologie: Histologische Sicherung des Mammakarzinoms und Biomarker
für die Prognose und Prädiktion 54

5.1. Einleitung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 54

5.2. Histologische Typisierung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 56

5.3. TNM-Klassifikation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 56

5.4. Histopathologisches Grading . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 58

5.5. Hormonrezeptoren . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 58

5.6. Ki-67 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 60

5.7. HER2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 61

5.8. Tripel-Negativität . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 63

5.9. Molekulare Expressionsprofile . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 64

5.10. Literatur . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 65

Inhaltsverzeichnis 13



Korrekturabzug.
© UNI-MED Verlag AG, Bremen
Alle Rechte vorbehalten.

6. HER2 – Stellenwert in der Diagnostik und Therapie für das
Gesamtbehandlungskonzept beim Mammakarzinom 70

6.1. Einleitung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 70
6.1.1. Das HER2-Onkogen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 70
6.1.2. Klinischer Stellenwert von HER2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 71
6.1.3. Prädiktiver Wert . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 71

6.2. Stellenwert in der Diagnostik . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 71
6.2.1. HER2-Genamplifikation. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 72
6.2.1.1. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 72
6.2.1.2. Chromogene in-situ-Hybridisierung (CISH) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 72
6.2.1.3. Silver-enhanced in-situ hybridization (SISH) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 72

6.2.2. Überexpression des HER2-Proteins. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 72
6.2.3. Definition der HER2-Positivität . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 73
6.2.4. Intratumorale Heterogenität – low level HER2-Status . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 73
6.2.5. Extrazelluläre Domäne von HER2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 74

6.3. Anti-HER2-gerichtete Therapieansätze. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 74
6.3.1. Trastuzumab . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 74
6.3.2. Lapatinib. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 75
6.3.3. Pertuzumab. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 77
6.3.4. Antikörper-Wirkstoff-Konjugat T-DM1 (Trastuzumab Emtansine) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 77
6.3.5. Vakzinierung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 78

6.4. Neoadjuvante Therapieansätze. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 78

6.5. Adjuvante Therapieansätze . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 79

6.6. Metastasierte Situation. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 79
6.6.1. Trastuzumab . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 79
6.6.2. Lapatinib. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 79
6.6.3. Pertuzumab. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 80
6.6.4. Trastuzumab-DM1 (T-DM1) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 80

6.7. Klinische Probleme bei HER2-Positivität . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 80

6.8. Literatur . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 81

7. Disseminierte und zirkulierende Tumorzellen, zirkulierende DNA und
RNA im Blut – Biomarker beim Mammakarzinom? 84

7.1. Hintergrund . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 84

7.2. Nachweis disseminierter Tumorzellen im Knochenmark . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 84
7.2.1. Methodische Aspekte des Nachweises . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 84
7.2.2. Prognostische Relevanz zum Zeitpunkt der Primärdiagnose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 84
7.2.3. Prognostische Relevanz nach Abschluss der adjuvanten Therapie. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 85

7.3. Nachweis von zirkulierenden Tumorzellen im Blut . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 86
7.3.1. Methodische Aspekte . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 86
7.3.2. Bedeutung des Nachweises von CTC in der metastasierten Situation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 86
7.3.2.1. CTC als prognostischer Faktor. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 86
7.3.2.2. CTC im Rahmen des Therapiemonitorings. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 86
7.3.2.3. CTC zur Optimierung der Therapie durch Identifikation von Targets für therapeutische Ansätze . . . . . . . 87

7.4. Bedeutung des Nachweises von CTC in der adjuvanten Situation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 87

7.5. Zirkulierende DNA und RNA im Blut . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 88
7.5.1. Methoden zum Nachweis. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 88
7.5.2. Datenlage. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 88

7.6. Literatur . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 89

14 Inhaltsverzeichnis



Korrekturabzug.
© UNI-MED Verlag AG, Bremen
Alle Rechte vorbehalten.

8. Tumorbiologische Diagnostik und Testverfahren beim
Mammakarzinom – Praktische Anwendung und Studien 94

8.1. Stellenwert tumorbiologischer Testverfahren in der Klinik . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 94

8.2. Intrinsische Subtypen des Mammakarzinoms . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 94

8.3. uPA/PAI-1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 95

8.4. Zirkulierende Tumorzellen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 95

8.5. Hereditäres Mammakarzinom . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 96

8.6. Aktuelle Studien mit tumorbiologischem Schwerpunkt . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 96

8.7. Literatur . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 102

9. Application of Next Generation Sequencing to Breast Cancer 104
9.1. Introduction. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 104

9.2. The technology platform. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 104

9.3. Genomic landscape of breast tumors . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 108

9.4. Clinical use . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 111

9.5. References . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 113

10. Anhang 118

Index 121

Inhaltsverzeichnis 15



Korrekturabzug.
© UNI-MED Verlag AG, Bremen
Alle Rechte vorbehalten.



Korrekturabzug.
© UNI-MED Verlag AG, Bremen
Alle Rechte vorbehalten.

17

Einführung und
Grundlagen



Korrekturabzug.
© UNI-MED Verlag AG, Bremen
Alle Rechte vorbehalten.

1. Einführung und Grundlagen
In den letzten Jahren wurde eine steigende Inzi-
denz für das Mammakarzinom in Deutschland
festgestellt, die wahrscheinlich auf verbesserte
Früherkennungsmaßnahmen und konsequente-
rer Dokumentation zurückzuführen ist. Nach An-
gaben der Weltgesundheitsorganisation (WHO)
wird sich die Zahl der Krebserkrankungen welt-
weit bis 2030 fast verdoppeln [1]. Für das Mamma-
karzinom schätzt man in Deutschland ca. 70.000
Neuerkrankungen pro Jahr. Obwohl die Inzidenz
seit den 1980er Jahren steigt, so sinkt doch seit Mit-
te der 1990er Jahren die Mortalität der an Brust-
krebs erkrankten Frauen. Dennoch versterben
weltweit jährlich etwa 18.000 Mammakarzinom-
Patientinnen in Folge ihrer Erkrankung [2].

1.1. Mammographiescreening
Die onkologische Versorgung hat besonderen Stel-
lenwert im Gesundheitswesen unserer Gesell-
schaft, so wurde 2013 das Gesetz zur Weiterent-
wicklung der Krebsfrüherkennung und zur Quali-
tätssicherung durch klinische Krebsregister verab-
schiedet. Das Mammographiescreening wurde in
die gesetzliche Krebsfrüherkennung aufgenom-
men und erfolgt über schriftliche Einladungen an
Frauen im Alter von 50 bis 69 Jahren, 2013 lag die
Teilnahmerate bei 54 %. Will man einen Einfluss
auf die Senkung der Morbidität und Mortalität
nachweisen, ist aber eine Teilnahmerate an Scree-
ning-Programmen von über 75 % notwendig. Die
Kosten für die gesetzliche Krebsfrüherkennung
werden von den Krankenkassen bezahlt, der An-
spruch ist im Sozialgesetzbuch verankert.

In der präoperativen Diagnostik ergänzen die ver-
schiedenen Bildgebungsverfahren (Mammogra-
phie, Mammasonographie) die klinische Untersu-
chung der Patientin. Eine Magnetresonanztomo-
graphie (MRT) ist nur in Ausnahmefällen bei spe-
ziellen Indikationen (z.B. Verdacht auf Narbenre-
zidiv) indiziert. Es werden wohl häufiger zusätzli-
che Herde diagnostiziert, was mit einer erhöhten
Mastektomierate einhergeht, aber leider nicht zu
einer Reduktion der Lokalrezidive in den letzten
Jahren geführt hat.

Mit der Bildgebung stehen qualitätsgesicherte ap-
parative Untersuchungen zur Verfügung, die ent-
weder im Screening, als Früherkennung oder zur

Abklärung eines Tastbefundes sowie zur Kontrolle
der Gegenseite durchgeführt werden.

1.2. Leitlinien in Deutschland
Herausgeber der interdisziplinären S3- Leitlinie als
Leitlinienprogramm Onkologie für die Diagnose,
Therapie und Nachsorge des Mammakarzinoms
ist die Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen
Medizinischen Fachgesellschaften e.V. (AWMF),
die Deutsche Krebsgesellschaft e.V. (DKG) und die
Deutsche Krebshilfe e.V. unter Beteiligung vieler
Aktiver, Autoren, Koordinatoren und Sprecher.
Sie wird seit 2004 alle vier Jahre aktualisiert [3]. Er-
gänzend hierzu werden im jährlichen Rhythmus
die Empfehlungen der Kommission Mamma der
Arbeitsgemeinschaft für Gynäkologische Onkolo-
gie (AGO e.V.) unter Berücksichtigung der Er-
kenntnisse aus Wissenschaft und klinischer For-
schung für die praxisnahe Umsetzung aktualisiert
(www.ago-online.de). Ziel ist die Etablierung von
Standards zur Diagnostik und Therapie von
Krebserkrankungen, um Sicherheit in der Behand-
lung und Betreuung der Patienten zu gewährlei-
sten.

1.3. Tumorgewebe und
Markerbestimmung
Die Empfehlungen für Therapieentscheidungen
nach der histologisch gesicherten Diagnose Mam-
makarzinom werden in den interdisziplinär be-
setzten Tumorboards der zertifizierten Brustzen-
tren ausgesprochen. Klinische Merkmale (Alter,
Menopausenstatus, Geschlecht) und pathologi-
sche Faktoren des Tumors (☞ auch Kap. 5.) wer-
den zusammengefasst und in Hinblick auf die Pro-
gnose der Patientin und die Prädiktion einzelner
Marker bezüglich des Therapieansprechens be-
wertet. Dies kann zielgerichtete Therapien betref-
fen (z.B. anti-HER2-Therapien) aber auch die Prä-
diktion für den Einsatz von Zytostatika. In den
letzten Jahren haben ergänzende molekularbiolo-
gische Laboruntersuchungen am Tumorgewebe
immer mehr an Bedeutung gewonnen, besonders
in Fällen, in denen der Verlauf der Erkrankung mit
den zur Verfügung stehenden klinischen und pa-
thologischen Daten nicht zufriedenstellend vor-
hergesagt werden kann. Diese Patientinnen haben
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ein mittleres Rezidivrisiko, für sie kann keine ein-
deutige Therapieempfehlung ausgesprochen wer-
den. Abbildung 1.1 zeigt eine optimale Klassifizie-
rung mit entsprechender Therapieempfehlung.
Mit den Daten der molekularbiologischen Tests
und Auswertungen erhofft man sich eine klare
Prognoseabschätzung bzw. eine Aussage, von wel-
cher Therapie die Patientin profitiert.

Abb. 1.1: Gewünschte Stratifizierung.

Ausgangspunkt der Analysen ist einerseits der Tu-
mor als natives Gewebe (schockgefroren unter flüs-
sigem Stickstoff) oder als sogenanntes FFPE-
Gewebe (FFPE: fomalin fixed paraffin embedded)
(☞ auch Abb. 1.2, Ausgangsmaterial für die Routi-
neanalysen in den Pathologien). Für das FFPE-
Gewebe wird das Resektat intraoperativ in 4 %iges,
gepuffertes Formalin gelegt und anschließend in
Paraffin eingebettet. Die Bedingungen für die die
Denaturierung des Gewebes mit Formalin hängt
vom Volumen des Gewebes ab, ggf. wird ein gro-
ßes Resektat oder ein Abladat lamelliert, um die
standardisierten Bedingungen einzuhalten. Als
Faustregel gilt das zehnfache Volumen an Fixativ
mit einer Eindringzeit von 1 mm pro Stunde.

Abb. 1.2: Ausgangsmaterial für Laboranalysen (Rou-
tine und Forschung).

An dem FFPE-Material werden die mikroskopi-
schen Untersuchungen für die Diagnose und wei-
terführende immunhistochemische Analysen (z.B.
Hormonrezeptorbestimmung, HER2-Überex-
pression, ☞ Kap. 5.) durchgeführt. Aus dem FFPE-
Gewebe kann sowohl DNA als auch RNA für mole-
kularbiologische Analysen isoliert werden. Nu-
kleinsäuren, die aus FFPE-Gewebe isoliert werden,
sind von minderer Qualität und bestehen aus kür-
zeren Fragmenten als bei Präparationen aus
Frischgewebe (max. ca. 150 Basenpaare). Mittler-
weile werden validierte Expressionstests mit
mRNA aus FFPE-Gewebe auf dem Markt angebo-
ten (☞ auch Kap. 3.: Oncotype DX® von Genomic
Health, EndoPredict® von Sividon, BluePrint®
und MammaPrint® von Agendia, Prosigna™ von
NanoString). DNA aus FFPE-Material eignet sich
für somatische Mutationsanalysen (☞ Kap. 2.).
Die Analysen für Keimbahnmutationen werden an
DNA der Leukozyten des peripheren Bluts vorge-
nommen (z.B. BRCA 1/2 Mutationsanalysen).

Proteinlysate aus FFPE-Gewebe können bis heute
mit keinem validierten Test quantitativ bestimmt
werden. Für die Messung der Proteinexpression ist
zum aktuellen Zeitpunkt die Immunhistochemie
die geeignete Methode, auch wenn nur eine semi-
quantitative Messung möglich ist. Isolierungen
von Proteinen aus nativem Gewebe (Stanzbiop-
sien oder Gewebe aus OP-Material, ☞ Abb. 1.3)
eignen sich für ELISA-Assays wie dem FEMTEL-
LE® Test für die Bestimmung der Prognosemarker
uPA/PAI-1 (☞ Kap. 4.). Wie in Abb. 1.4 zusam-
mengefasst, stehen noch weitere Methoden zur
Messung der Aktivität von Onkogenen (mRNA,
Proteine) zur Verfügung, die sich aber nur an nati-
ven Molekülen isoliert aus Frischgewebe durch-
führen lassen. Für die Asservierung des Frischge-
webes ist eine Logistik in der Ambulanz und Klinik
erforderlich, und klinische Studien zeigen die
Machbarkeit, dass auch in der Routine natives Ge-
webe schockgefroren und für die Analysen zu den
Laboren versendet werden kann (NNBC 3-
Europe, NCT 01222052).

1.3. Tumorgewebe und Markerbestimmung 19
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Abb. 1.3: Tumorgewebe aus präoperativen Stanzen
und operativ entferntem Gewebe nach einer Mastek-
tomie (grau: Tumormaterial, dunkelrote Einfärbung:
Stanzdefekt – eingebluteter Stanzkanal außerhalb des
Tumors, roter Punkt im Tumor: intratumoraler Stanz-
kanal).

Abb. 1.4: Methoden für die Markerbestimmung aus
Biomaterial.

Die verbesserten Heilungschancen nach der Dia-
gnose Mammakarzinom der letzten Jahre sind auf
die optimierten adjuvanten und neoadjuvanten
Therapien zurückzuführen. Dennoch gibt es im-
mer wieder Krankheitsverläufe, die ganz offen-
sichtlich auf ein Therapieversagen zurückzufüh-
ren sind. Welche genotypische und phänotypische

Variabilität der Tumore eine Ursache dafür sind,
werden zukünftige Forschungsdaten zeigen kön-
nen. Genauso wichtig ist die anschließende zügige
Translation von diagnostischen und therapeuti-
schen Innovationen in den medizinischen Alltag
der Kliniken, Ambulanzen und Praxen.

■ Ausblick

 Marker zur Risikoabschätzung der Erkran-
kung

 Marker zur Vorhersage des Ansprechens auf
Therapien

- Entwicklung neuer Marker im Labor:
Grundlagenforschung, translationale For-
schung

- Testung der Marker in klinischen Studien

- Bei Bestätigung: Überführung in der Routine

- Aufnahme in die S3-Leitlinien und die
AGO-Empfehlungen
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2. Molekulare Diagnostik beim Mammakarzinom
Mit Entschlüsselung des menschlichen Genoms
und zunehmend besserer Kenntnis genetischer
und epigenetischer Veränderungen bei malignen
Tumorerkrankungen ergeben sich grundsätzliche
neue Möglichkeiten der spezifischen Behandlung.
Im Falle des Mammakarzinoms erfolgt die Analy-
sierung der Tumorproben mit Hilfe moderner
molekularbiologischer Nachweisverfahren. Spe-
ziell ist es möglich, anhand des RNA-Expressions-
musters der Tumore einen prognostisch signifi-
kanten molekularen Subtyp der Erkrankung zu er-
fassen. Andere prognostische und prädiktive Bio-
marker können durch gezielte Überprüfung von
Veränderungen auf DNA-Ebene und/oder durch
Bestimmung der Expression spezifischer Proteine
analysiert werden. Diese Analysen, die zusätzlich
zur “gewöhnlichen” histologischen Untersuchung
eines jeden Tumorgewebes erfolgen, dienen dazu,
den Krankheitsverlauf beziehungsweise das An-
sprechen von Wirkstoffen, die wichtige Signalwege
im Tumor blockieren, vorherzusagen.

Erstmals fand diese systematische “step-by-step”
Diagnostik bei der Führung des metastasierten
Mammakarzinoms Anwendung. Es konnte hier
gezeigt werden, dass die Wirksamkeit des mono-
klonalen Antikörpers Trastuzumab (Handelsna-
me Herceptin®) gegen HER2 (Human Epidermal
Growth Factor Receptor 2) an eine HER2-
Überexpression gekoppelt ist, die immunhisto-
chemisch oder mittels in-situ-Hybridisierung am
Tumorgewebe bestimmt werden kann (☞ auch
Kap. 6.). Dieses Vorgehen, als personalisierte Me-
dizin bezeichnet, beschreibt in diesem Zusam-
menhang die Therapieempfehlung eines Medika-
ments, wenn eine vorherige Analyse des Tumor-
materials zum Nachweis spezieller Biomarker er-
folgt ist. Das National Institute of Health definiert
einen Biomarker als Parameter, mit dem sich “eine
Eigenschaft objektiv messen lässt, um sie als Indi-
kator für normale biologische Prozesse, pathogene
Prozesse oder pharmakologische Antworten auf
eine therapeutische Intervention heranzuziehen”
[1].

Neben der histologischen Diagnose und der TNM-
Klassifikation (☞ Kap. 5.) kann bei verschiedenen
Tumorentitäten die molekularpathologische Un-
tersuchung eines Tumors in Bezug auf therapiere-

levante Veränderungen ein wichtiger Schritt zur
Abschätzung der Prognose und Prädiktion des
Therapieansprechens sein. Die Strategien gezielter
Therapieansätze beeinflussen das Tumormikro-
milieu (z.B. Inhibierung der Angiogenese, Modu-
lation des Immunsystems) bzw. der Tumorzellen
(intrazelluläre und extrazelluläre Zielmoleküle).
Die meisten der gegenwärtig angewendeten zielge-
richteten Therapien (targeted therapies) sind ent-
weder monoklonale Antikörper (“-abs”, z.B. Tra-
stuzumab, Handelsname Herceptin®, Bevacizu-
mab, Handelsname Avastin®) oder small molecu-
les, die als Tyrosinkinase-Inhibitoren fungieren (“-
ibs”, z.B. Lapatinib, Handelsname Tykerb® (USA)
bzw. Tyverb® (Europa)). Da Antikörper in der Re-
gel die Zellmembran nicht passieren können, sind
diese gegen extrazelluläre Moleküle, wie Wachs-
tumsfaktorrezeptoren oder deren Liganden, ge-
richtet, während small molecules in die Zelle dif-
fundieren können und so intrazellulär wirken
können. Darüber hinaus ist es möglich, DNA-
Reparaturmechanismen wie PARP-1 (Poly(ADP-
ribose)-Polymerase 1) durch entsprechende Inhi-
bitoren zu hemmen, mit der Folge eines Unter-
gangs von Tumorzellen (☞ Tab. 2.1).

Ziel-
protein

Medikament Molekularpathologi-
scher Test (falls er-
forderlich)

HER2 Trastuzumab HER2-Expressions-,
Amplifikationsstatus

HER2 T-DM1 HER2-Expressions-,
Amplifikationsstatus

Tyrosin-
Kinasen

Lapatinib,
Sorafenib

PARP PARP-
Inhibitoren

BRCA1/2-
Mutationsstatus

mTOR Everolimus

VEGF Bevacizumab

RANKL Denosumab

Tab. 2.1: Auswahl der in Deutschland in der Brust-
krebstherapie zugelassenen Antikörper und small mo-
lecules.
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2.1. Veränderte Signalwege in
Tumorzellen
■ RAS/RAF/MEK-Signalweg

Die Sequenzierung des Genoms von zahlreichen
Tumorentitäten hat gezeigt, dass jede Tumorart, ja
sogar der individuelle Tumor durch einzigartige
Mutationen charakterisiert ist. Gleichwohl konn-
ten Signaltransduktionswege identifiziert werden,
die in vielen Tumorarten verändert sind, insbeson-
dere

 der RAS/RAF/MEK-Weg und

 der PIK3CA/AKT/mTOR-Weg

Beide Signalwege werden durch Aktivierung des
EGF-Rezeptors (EGFR, epidermal growth factor re-
ceptor) angeschaltet. Für die aberrante Aktivierung
dieser Signalwege stehen im Wesentlichen zwei
Mechanismen im Vordergrund. Aktivierende Mu-
tationen (Punktmutationen, Insertionen, Deletio-
nen) von Proto-Onkogenen führen zu einer kon-
stitutiven Aktivierung der Proteine (z.B. EGFR,

KRAS). Amplifikationen eines Proto-Onkogens
bewirken eine Überexpression des jeweiligen Gens
(z.B. HER2).

Der EGF-Rezeptor gehört zur Familie der ERBB-
Rezeptoren (ERBB1-4) und ist ein transmembra-
näres Glykoprotein, das aus einer extrazellulären
Ligandenbindedomäne und einer intrazellulären
Domäne mit Tyrosinkinase-Funktion besteht (☞
auch Kap. 6.). Nach dessen Aktivierung werden
Prozesse wie z.B. Zellproliferation und -überleben,
Angiogenese und Migration und somit die
Tumorentstehung und -ausbreitung beeinflusst.
BRAF ist Bestandteil der RAS-RAF-MEK-ERK-
Signaltransduktionskaskade, über die die Weiter-
leitung extrazellulärer Wachstumssignale, z.B. die
Bindung eines Wachstumsfaktors an dessen Re-
zeptor, an intrazelluläre Effektoren erfolgt. RAS
fungiert als Aktivator von BRAF, während MEK
ein Effektor von BRAF ist. Phosphoryliertes ERK
stellt den Endpunkt des RAS-RAF-MEK-ERK-
Signalweges dar und reguliert als Transkriptions-
faktor essentielle zelluläre Prozesse wie Wachstum
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Abb. 2.1: Signaltransduktionswege über die Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTK). Die Bindung von Liganden an die
extrazelluläre Domäne von Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTK) führt zu deren Dimerisierung und Phosphorylierung
der intrazellulären Domänen. Durch Aktivierung der RTKs kommt es nachfolgend zur Aktivierung von KRAS, BRAF,
der Mitogen-aktivierten Protein-Kinase (MEK) und weiterer Downstream-Effektoren. Neben KRAS wird durch die
RTKs auch das Onkogen PIK3CA (katalytische Untereinheit der PI3-Kinase) aktiviert. Dies führt zur Aktivierung von
AKT und zahlreichen Effektoren des Signalweges. In der Zelle werden dadurch Prozesse wie Wachstum, Prolifera-
tion, Migration und Angiogenese positiv beeinflusst. In vielen Tumorarten spielt die aberrante Aktivierung der
RAS/RAF/MEK- und PIK3CA/AKT/mTOR-Signaltransduktionswege eine wichtige Rolle bei der Tumorigenese.
Neue, zielgerichtete Therapiekonzepte zielen auf die Blockierung dieser Signalwege ab.
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und Proliferation. Neue therapeutische Konzepte
zielen daher auf deren Blockade und der nachge-
schalteten-Effekte (downstream) auf verschiede-
nen Ebenen ab.

■ PI3K/AKT/mTOR-Signalweg

Genetische und biochemische Daten zeigen, dass
die Aktivierung des PI3K/AKT-Pathways zur Tu-
morgenese des Mammakarzinoms beiträgt. Mole-
kulare Veränderungen des PI3K/AKT-Signalwegs
kommen in über 30 % der Mammakarzinome vor.
Dazu zählen gain-of-function-Mutationen des
PIK3CA-Gens (Phosphatidylinositol-4,5-bis-
phosphat 3-Kinase, katalytische Untereinheit al-
pha, kodiert für die katalytische Untereinheit
p110 von PI3K, ☞ Abb. 2.1), Mutationen des
AKT1-Gens, Amplifikationen des AKT2-Gens so-
wie der Verlust der Phosphatase PTEN [2]. Muta-
tionen im PIK3CA-Gen kommen im Wesentli-
chen in zwei Hotspot-Regionen vor, in der helika-
len (Exon 9, cosmid 775, H1047R) sowie in der ka-
talytischen Domäne (Exon 20, cosmid 763,
E545K). Die Expression der mutierten Unterein-
heit führt zur Wachstumsfaktor-unabhängigen
Proliferation und kann mit einem schlechteren
Ansprechen gegenüber Trastuzumab und Lapati-
nib assoziiert sein.

■ PARP-Inhibitoren bei BRCA-mutierten TNBC

Das dreifach-negative Mammakarzinom (triple
negative breast cancer, TNBC) macht etwa 15 % al-
ler Brustkrebserkrankungen aus. Unter anderem
aufgrund der Wirkungslosigkeit von endokrinen
und gegen HER2-gerichtete Medikamenten wei-
sen diese Patientinnen eine schlechte Prognose
auf. Da tripel-negative Tumore auf genomischer
Ebene häufig mit BRCA-Mutationen assoziiert
sind, wird vermutet, dass die Inaktivierung der
BRCA-Gene durch hereditäre oder somatische
Mutationen mit der Entstehung von TNBC in Zu-
sammenhang steht. Eine wichtige Aufgabe von
BRCA1 und BRCA2 liegt in der Reparatur von
Doppelstrangbrüchen. In Tumoren, in denen eine
BRCA-Inaktivierung vorliegt, erfolgt die DNA-
Reparatur nicht durch homologe Rekombination,
sondern verstärkt durch PARP-vermittelte Nu-
kleotidexzisions-Reparatur. Daher kann die Inhi-
bition von PARP als möglicher therapeutischer
Ansatzpunkt genutzt werden [3]. Werden BRCA-
mutierte Tumoren mit PARP-Inhibitoren behan-
delt, führt dies zu einer Sensitivierung gegenüber

DNA-schädigenden Substanzen (z.B. Cisplatin)
und Bestrahlung. Während der PARP-Inhibitor
Olaparib (Lynparza®) im Jahre 2014 die Empfeh-
lung der Zulassungsbehörden für die Behandlung
von platinsensitiven Ovarialkarzinomen erhalten
hat, liegen für das Mammakarzinom bislang keine
vergleichbar positiven Studiendaten vor. Da bei
TNBC-Patientinnen mit einer unselektierten Fa-
milienhistorie der Anteil von BRCA1/2-Mutatio-
nen zwischen 8 und 14 % liegt [4], ist es sinnvoll,
den BRCA-Mutationsstatus vor einer möglichen
PARP-Inhibitortherapie zu bestimmen.

■ Epigenetische Alterationen

Die aberrante Methylierung regulatorischer Gene
ist ein charakteristisches Merkmal vieler Tumorar-
ten, darunter auch für das Mammakarzinom. Zu
den epigenetischen Veränderungen transformier-
ter Zellen zählen die globale Hypomethylierung,
die fokale Hypermethylierung sowie Histonmo-
difkationen [5]. Epigenetische Alterationen treten
oftmals bereits in einem sehr frühen Stadium der
Tumorentwicklung auf [6]. So ist beispielsweise
der Promotor des RASSF1A-Gens in 85 % der
DCIS und in über 90 % der invasiven Mammakar-
zinome hypermethyliert [7]. RASSF1A ist ein Tu-
morsuppressorgen, das häufig durch die Methylie-
rung des Promotors und nicht durch Mutationen
inaktiviert ist, wie dies bei p53 bzw. BRCA1/2 der
Fall ist [6]. Neben RASSF1A konnte auch für ande-
re Gene, z.B. CDKN2A, MGMT, FOXC1, eine Pro-
motormethylierung nachgewiesen werden [7].
Kontrovers diskutiert wird, ob die Bestimmung
des Methylierungsstatus relevanter Gene in Kör-
perflüssigkeiten (liquid biopsies) künftig zur Früh-
erkennung von Tumoren beitragen könnte.

2.2. Expressionsarrays
Die Expression der Steroidhormonrezeptoren
(ER, PgR) und des HER2-Status spielt bei der im-
munhistochemischen Zuordnung der Tumore zu
den intrinsischen Typen und der therapeutischen
Stratifizierung des Mammakarzinoms eine bedeu-
tende Rolle. Die präzise Bestimmung dieser Mar-
ker ist die Grundlage für die Auswahl der adjuvan-
ten medikamentösen Therapie. Durch Genexpres-
sionsanalysen mit Hilfe von cDNA-Arrays konnte
die molekulare Heterogenität der Mammakarzi-
nome gezeigt werden (☞ Kap. 3.). Die Anzahl der
mRNAs, die eine molekularbiologische Klassifizie-
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rung in die intrinsischen Subtypen ermöglichen,
konnte von mehreren Tausend Genen [8] deutlich
reduziert werden [9,10]. Aktuell erfolgt im klini-
schen Alltag aus praktischen Gründen eine Subty-
pisierung mittels immunhistochemisch nachge-
wiesener ER-, PgR-, Ki67- und HER2-Expression
(☞ Kap. 3. und 5.).

Für die Durchführung prädiktiver molekularer
Tests an soliden Tumoren ist eine makro- und
histopathologische Fachkenntnis erforderlich.

Die Mutationstestung bei soliden Tumoren wird
in der Regel an Dünnschnitten formalinfixierter,
in Paraffin eingebetteter Gewebeproben (FFPE-
Gewebe) durchgeführt, an denen bereits die histo-
pathologische Diagnostik stattgefunden hat und
die in den Archiven eines pathologischen Instituts
gelagert sind. Es soll hervorgehoben werden, dass –
unabhängig von der nachfolgend verwendeten
Methode zur Mutationsbestimmung – die vorhe-
rige morphologische Untersuchung des Gewebes
eine unabdingbare Voraussetzung der molekula-
ren Analyse ist, um einen hohen Anteil von Tu-
morzellen sicherzustellen. Die Verwendung dieser
Proben für prädiktive Analysen erfordert zwin-
gend eine Reevaluation der Gewebeprobe, eine
kurze histologische Beschreibung mit Identifizie-
rung des invasiven, biologisch aktiven Tumoran-

teils und eine Anreicherung invasiven Tumorge-
webes durch Entfernung zusätzlich in dem Gewe-
beschnitt erfassten nicht tumorösen Gewebes
(Makrodissektion) oder durch selektives Laser-
gestütztes Herausschießen einzelner invasiver Tu-
morzellen aus dem Gewebsverband (Mikrodissek-
tion), wobei der Anteil am Tumorgenom grund-
sätzlich mindestens 30 % betragen sollte [11, 12].
Obwohl die zur weiteren Bearbeitung erforderli-
chen molekularpathologischen Techniken jenseits
pathologischer Institute auch in molekularbiologi-
schen Laboratorien durchgeführt werden können,
ist es aus den eben skizzierten Gründen extrem
wichtig, dass die Untersuchungen an einem Insti-
tut mit histopathologischer Fachexpertise durch-
geführt werden (☞ Abb. 2.2).

2.3. Detektion von Mutationen
Die Amplifikation des entsprechenden Genab-
schnitts mittels PCR und die anschließende San-
ger-Sequenzierung stellen die klassische Methode
zur Mutationsanalyse dar. Auf diese Weise lassen
sich alle DNA-Sequenzveränderungen in dem je-
weiligen Abschnitt erfassen. Zudem erlaubt die
Analyse des Elektropherogramms eine visuelle
Qualitätskontrolle der Sequenzierung. Als Nach-
teil erweist sich jedoch die geringe Sensitivität. Bei
einem Anteil von weniger als 20 % Zellen mit mu-

2.3. Detektion von Mutationen 25

100

75

50

25

0

-25

E S T A C G A C T C A G
10

A T C G T
15

A: 428
C: 04
G: 584
T: 04

A: 19
G: 994

2.5

2.0

R
N 1,5

1,0

0,5

0,0

18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42
Cycle

mutiert

Wildtyp

Kontrollen

Zuschnitt und Einbettung
des Gewebes in Paraffin

Begutachtung der Gewebedünnschnitte
und Kennzeichnung des Tumoranteils,

ggf. Mikrodissektion

Automatisierte
Gewinnung der

genomischen DNA

Vervielfältigung der entsprechenden
Genabschnitte mittels PCR

Bestimmung des Mutationsstatus z. B. durch

Allel-spezifische real-time PCR

Pyrosequenzierung

Abb. 2.2: Workflow der histologischen und molekularpathologischen Analyse. Ein wichtiger Schritt ist die Beur-
teilung des Gewebedünnschnitts durch einen erfahrenen Pathologen zur Identifizierung des Tumorareals. Da die
molekularpathologische Diagnostik häufig an Formalin-fixiertem Material durchgeführt wird, müssen alle Me-
thoden (PCR, Sequenzierung usw.) daraufhin optimiert werden. Die geringe Menge an Ausgangsmaterial und die
schlechte DNA-Qualität des fixierten Gewebes stellen weitere große Herausforderungen dar.



Korrekturabzug.
© UNI-MED Verlag AG, Bremen
Alle Rechte vorbehalten.

tiertem Allel in der Probe lassen sich Mutationen
nicht mehr sicher nachweisen. Methoden, die auf
quantitativer real-time PCR (qPCR oder auch RT-
PCR genannt) und mutationsspezifischen Sonden
basieren, bieten eine höhere Sensitivität (bis zu ei-
nem Anteil von 5 % Zellen mit mutiertem Allel), es
können jedoch nur Mutationen nachgewiesen
werden, für die ein spezifischer Test validiert ist.
Die Pyrosequenzierung ist ebenso sensitiv wie die
real-time PCR, ist jedoch nicht auf bestimmte Mu-
tationen beschränkt, sondern ermöglicht auch die
Detektion seltenerer bzw. unbekannter Mutatio-
nen. Die strikte Korrelation zwischen der Menge
an eingebautem Nukleotid und emittierter Licht-
intensität erlaubt darüber hinaus eine genaue Be-
stimmung des Anteils an mutiertem Allel in der
untersuchten Probe.

Die Zahl der bislang identifizierten genetischen
Veränderungen in Tumoren, die potentielle thera-
peutische Ziele darstellen und somit die individu-
elle Behandlung der Patienten ermöglichen,
wächst ständig. Gleichzeitig macht dies auch eine
immer umfangreichere molekularpathologische
Diagnostik erforderlich. In der diagnostischen
Routine wird die Mutationsanalyse i.d.R. durch
Sequenzierung durchgeführt, die eine sehr zeitauf-
wendige und teure Methode ist.

Durch Einsatz neuartiger Sequenzierverfahren, die
unter dem Stichwort next generation sequencing
(NGS, deep sequencing) zusammengefasst werden,
ist es möglich, effizient und parallel eine ganze Rei-
he von tumorspezifischen und therapierelevanten
Genveränderungen (Mutationen, Genamplikatio-
nen, Translokationen) zu detektieren. Diese haben
gemeinsam, dass – im Gegensatz zur herkömmli-
chen Sanger-Sequenzierung – einzelne Moleküle
nach klonaler Amplifikation sequenziert werden
können. Dadurch werden Mutationen auch vor ei-
nem hohen Hintergrund an Wildtyp-Allel erfasst.
Diese hohe Sensitivität ist gerade in der molekular-
pathologischen Diagnostik ein großer Vorteil, z.B.
bei Tumoren mit einem hohen Anteil an Stroma
(u.a. Fibroblasten, Endothelzellen) und Entzün-
dungszellen. Aus Zeit- und Kostengründen ist es in
der täglichen Routinediagnostik jedoch nicht er-
forderlich, eine whole genome-Sequenzierung
durchzuführen, sondern es ist vielmehr sinnvoller,
ein definiertes Set an Mutationen (cancer panel)
für die jeweilige Tumorart zu bestimmen. Zwi-
schenzeitlich existieren für verschiedene Tumor-

arten kommerzielle Plattformen, die an die Erfor-
dernisse und die Ausstattungen eines molekular-
pathologischen Labors angepasst sind. Insbeson-
dere müssen hier neben der Zeit- und Kosteneffi-
zienz auch die Besonderheiten (geringe Ausbeute,
oftmals geringe Qualität der DNA) des in der Mo-
lekularpathologie verwendeten FFPE-Materials
berücksichtigt werden. Ein Beispiel für den Einsatz
von NGS-Methoden ist die BRCA1/2-Mutations-
analyse bei Patientinnen mit familiär gehäuftem
Auftreten von Mammakarzinomen und Patientin-
nen, die für eine PARP-Inhibitortherapie in Frage
kommen. Bisher sind mehr als 1.000 Mutationen
im BRCA1- und über 800 Mutationen im BRCA2-
Gen beschrieben worden. Die Mutationen vertei-
len sich dabei auf alle Exons der jeweiligen Gene.
So genannte hot spots, also Genabschnitte, in de-
nen gehäuft Mutationen auftreten, sind für
BRCA1 und BRCA2 nicht bekannt. Eine daher er-
forderliche Komplettsequenzierung aller 22 kodie-
renden Exons des BRCA1-Gens und aller 26 Exons
des BRCA2-Gens stellt eine Herausforderung für
jedes molekularpathologische Labor dar.

Es kommt erschwerend hinzu, dass der Mutations-
nachweis auch an Biopsiematerial von Mamma-
stanzen erfolgen muss (besonders bei neoadjuvan-
ter Therapie). Hier steht nur wenig Tumorgewebe
zur Verfügung. Der Anreicherung von Tumorzel-
len durch Mikrodissektion nach einer histologi-
schen Begutachtung des Gewebeschnitts kommt in
dieser Konstellation besondere Bedeutung zu.

Aktuelle Bestrebungen konzentrieren sich u.a.
auch darauf, Methoden zum Nachweis von tumor-
spezifischen Mutationen in zirkulierender, zell-
freier DNA (cfDNA) zu entwickeln [13, 14]. In Be-
zug auf die Diagnose, Prognose, Follow-Up und
Theragnostic bei Tumorerkrankungen wird die
Analyse von cfDNA als großer Durchbruch be-
trachtet, da in cfDNA z.B. Promotormethylierung,
Mutationen, Heterozygotieverlust sowie Mikrosa-
telliteninstabilitäten detektiert werden kön-
nen[15]. Darüber hinaus ist cfDNA noch vor zir-
kulierenden Tumorzellen im Blut nachweisbar.
Das Prinzip der liquid biopsies könnte in Zukunft
die Analyse von Tumorgewebestücken und Biop-
sien ergänzen, wird sie jedoch nicht ersetzen kön-
nen. Für das Mammakarzinom konnte gezeigt
werden, dass p53- und PIK3CA-Mutationen in
cfDNA nachweisbar sind und die Menge der mu-
tierten cfDNA mit der Tumorlast korrelierte [16].
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Diese vergleichsweise wenig invasive Methode der
Probengewinnung ist wesentlich risikoärmer als
eine herkömmliche Gewebeentnahme für eine
Biopsie und daher insbesondere zum Therapie-
monitoring geeignet (☞ Kap. 7.). Die Analyse der
cfDNA ist jedoch noch weit von einem Einsatz in
der Routinediagnostik entfernt, da zahlreiche Fra-
gen, wie beispielsweise zur Herkunft und die Stabi-
lität der cfDNA, noch offen sind. Darüber hinaus
fehlen noch standardisierte Protokolle und Nach-
weisverfahren. Zudem sind weitere Studien und
Maßnahmen zur Qualitätssicherung erforderlich,
wie dies in einer aktuellen Stellungnahme der AG
Molekularpathologie der Deutschen Gesellschaft
für Pathologie formuliert wurde [17].

Der Trend zu einer immer umfangreicheren
prädiktiven molekularpathologischen Stufen-
diagnostik führt zu einem molekulardiagnosti-
schen Dilemma.

Der Einsatz von NGS-Techniken in der molekula-
ren Diagnostik ermöglicht den simultanen Nach-
weis verschiedener Arten molekularer DNA-
Aberrationen und damit die Durchführung mul-
tipler paralleler Analysen an limitiertem Material.
Im Rahmen dieser sogenannten Panel-Sequen-
zierungen können alle für eine Tumorentität rele-
vanten Gensequenzen in einem Ansatz parallel un-
tersucht werden. Trotz der überzeugenden
Leistungsfähigkeit dieser Methode bleiben Fragen,
die derzeit einem breiten diagnostischen Einsatz in
Deutschland entgegenstehen: Zum einen kann die
Technik nur in molekularpathologischen Laboren
mit hohem Durchsatz wirtschaftlich eingesetzt
werden, zum anderen ist die ethisch wichtige Frage
nach einer Übermittlungspflicht aller, auch der
nicht speziell geforderten Analyseergebnisse, nicht
abschließend geklärt.

Die Änderung der Behandlungskonzepte hin zu ei-
ner immer besser auf die einzelne Patientin zuge-
schnitten Therapieempfehlung erfordert eine um-
fangreiche prädiktive Diagnostik. Diese grund-
sätzlich wünschenswerte Entwicklung kann in ei-
nigen Fällen zu einem diagnostischen Dilemma
führen, da verfügbare Proben primär der histo-
morphologischen Diagnostik dienen. Dies kann
insbesondere im Fall der neoadjuvanten Therapie
dann ein Problem werden, wenn in der Stanzbiop-
sie nur wenig Tumorgewebe erfasst ist und dann

entschieden werden muss, welche Analysen priori-
siert werden (☞ Kap. 3.).

■ Ausblick

Die Einführung molekularer diagnostischer Tests
führt nicht zu einer Abnahme der Notwendigkeit
histologischer Untersuchungen, da die neuen
Technologien die etablierten Verfahren nicht ver-
drängen, sondern ergänzen. Bestand die Aufgabe
des Pathologen früher in der reinen diagnostischen
Dienstleistung, so ist das Fach heute interdiszipli-
när aufgestellt und tief in die klinischen Abläufe in-
tegriert. Die morphologische Begutachtung des
Materials ist zwingend zur Festlegung der Tumor-
klassifikation erforderlich und im Rahmen der
weiteren Untersuchungen, um sicherzustellen,
dass ausreichend Tumorgewebe für die molekular-
pathologische Diagnostik zur Verfügung steht. Die
neuen Verfahren stellen hohe Anforderungen an
die Einhaltung von Qualitätsstandards. So sollten
alle Schritte der molekularpathologischen Diagno-
stik in einem pathologischen Institut erfolgen, das
sich regelmäßig an externen Ringversuchen zur
Qualitätssicherung beteiligt.

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass sich
die Behandlung von Tumorerkrankungen in einer
Umbruchphase befindet. Bereits jetzt stehen für
viele Tumorarten so genannte neue Wirkstoffe zur
Verfügung, die gezielt Aktivierungsmechanismen
in Tumorzellen ausschalten. Die weitere moleku-
lare Charakterisierung von Tumoren und die
Identifizierung von prädiktiven Biomarkern stellt
Kliniker und Forscher vor große Herausforderun-
gen. Auf den ersten Blick wird dem Patienten bei
einem negativen Testergebnis eine Therapie vor-
enthalten, gleichzeitig können aber unnötige und
nebenwirkungsreiche Therapien vermieden wer-
den. Mit Hilfe der Integration von histologischer
und molekular-pathologischer Diagnostik wird es
in Zukunft möglich sein, Tumoren noch weitaus
präziser zu klassifizieren und somit jedem Patien-
ten eine individuelle, maßgeschneiderte Therapie
anbieten zu können.
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Prognostische Faktoren

 erlauben Aussagen zum Krankheitsverlauf der
Patienten. Sie sind unabhängig von einer
Therapie.

Prädiktive Faktoren

 dienen der Identifizierung von Patienten, die
sehr wahrscheinlich von einer bestimmten
Therapie profitieren werden. Mithilfe von
aussagekräftigen Biomarkern (HER2-Status,
Genexpressionsprofile, ER/PgR-Status u.a.).
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3. Genexpressionsprofile zur Risikoabschätzung
und Prädiktion des Therapieansprechens beim
Mammakarzinom
Die Brustkrebsforschung der letzten Jahrzehnte
hat gezeigt, dass es sich bei diesem häufigsten Kar-
zinom der Frau, nicht um eine einzelne, immer
gleich verlaufende Erkrankung handelt. Vielmehr
geht man davon aus, dass Brustkrebs eine sehr he-
terogene Erkrankung ist und das Krankheitsbild
verschiedene Subtypen umfasst. Diese Heteroge-
nität ist von großer Bedeutung für die angestrebte
individualisierte Medizin, da sich die Subtypen des
Brustkrebses sowohl hinsichtlich ihrer Prognose
als auch ihres Therapieansprechens unterschei-
den.

3.1. Molekulare Subtypen des
Mammakarzinoms
Verschiedene histologisch unterscheidbare Subty-
pen des Mammakarzinoms sind der Pathologie
schon lange bekannt und werden in die Diagnostik
routinemäßig mit einbezogen [1]. Als zur Jahr-
tausendwende die Microarray-Technologie zur
Bestimmung des gesamten zellulären Genexpres-
sionsprofils Einzug in die Labore hielt, wurden
auch sogenannte “intrinsische”, molekulare Sub-
typen des Mammakarzinoms definiert [2]. Unter-
schieden wurde hier zwischen dem “Basal-like”
Subtyp, dem “HER2-like” Subtyp und den beiden
“Luminal A” und “Luminal B” Subtypen. Diese
molekularen Subtypen zeigten Unterschiede in ih-
rer Prognose und dem Ansprechen auf medika-
mentöse Therapien [3]. So weist z.B. der Basal-like
Brustkrebs eine schlechte Prognose auf [4], zeigt
jedoch ein relativ gutes Ansprechen auf Chemo-
therapie [5–7]. In der folgenden Zeit wurde ver-

sucht, die durch Microarray-Analysen definierten
Subtypen durch weniger aufwendige Techniken
nachzuweisen, um sie einfacher im klinischen All-
tag detektieren zu können. Verwendung fanden
hierbei der Einsatz von RT-PCR-Methoden [8,9]
oder Panels von immunhistochemischen Markern
[10–12]. Vergleicht man die molekularbiologisch
bestimmten Subtypen mit der Einteilung aufgrund
der bereits aus der pathologischen Begutachtung
verfügbaren Parameter wie Hormonrezeptor- und
HER2-Status sowie histologisches Grading oder
Ki-67, so zeigt sich, dass tripel-negative Karzinome
ein gutes Surrogat für den basal-like Subtyp dar-
stellen können. Weiterhin repräsentieren HER2-
positive Karzinome gut den HER2-like Subtyp.
Mammakarzinome der “luminalen” Subtypen
sind im Allgemeinen Östrogen-Rezeptor (ER)-po-
sitiv, wobei die Unterscheidung von Luminal A
und Luminal B am schwierigsten zu definieren ist.
Vorgeschlagen wurde als mögliche einfache Defi-
nition z.B. die Gleichsetzung von Luminal B mit
ER-positiven high grade (G3) Tumoren sowie
ER+/HER2+ doppelt positiven Karzinomen
[3,13,14] sowie die weitere Hinzunahme des Pro-
gesteron-Rezeptors (PgR) [15] (☞ Tab. 3.1). Aller-
dings liegt die Übereinstimmung dieser Surrogat-
Einteilungen mit den durch Genexpressionsprofi-
le bestimmten Subtypen im Allgemeinen nur im
Bereich von 75 % [16]. Auf der anderen Seite ist je-
doch anzumerken, dass auch die ursprüngliche
Definition der molekularen Subtypen selbst auf-
grund von Expressionsprofilen mit großen Unsi-
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Molekularer Subtyp Basal-like HER2-like Luminal A Luminal B

ER-positiv 0-19 % 25-59 % 91-100 % 91-100 %

PR-positiv 6-13 % 25-30 % 70-74 % 41-53 %

HER2-positiv 9-13 % 66-71 % 8-11 % 15-24 %

Ki-67 high high low high

Grade G3 88-93 % 55-89 % 13-30 % 41-62 %

Prognose schlecht schlecht gut mittel/schlecht

Chemotherapie-Benefit hoch mittel niedrig mittel

Tab. 3.1: Molekulare Subtypen und immunhistochemische Marker (abgewandelt nach [16]).
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cherheiten behaftet ist, wie verschiedene Arbeiten
gezeigt haben [17-19].

Zusätzlich zu den oben genannten wurden noch
weitere Subtypen beschrieben, die jedoch durch
dieses einfache System nicht bestimmbar sind.
Dazu gehört zum einen der Normal-like Subtyp,
für den jedoch nicht klar ist, inwieweit er artifiziell
aufgrund des Anteils von gesundem Gewebe in der
Tumorprobe auftreten kann. Zum anderen wur-
den noch zwei weitere Subtypen des tripel-negati-
ven Mammakarzinoms entdeckt, nämlich der mo-
lecular-apocrine- [20] und der Claudin-Low-Sub-
typ [21], die jedoch nur etwa ein Drittel der tripel-
negativen Karzinome repräsentieren [22].

Eine mögliche biologische Erklärung für das Auf-
treten der verschiedenen Brustkrebssubtypen lässt
sich aus dem Stammzell-Konzept der Entwicklung
der weiblichen Brustdrüse ableiten. Es wird dabei
angenommen, dass die maligne Transformation
an verschiedenen Punkten der Reifung von
Vorläuferzellen (Progenitorzellen) auftreten kann
[23]. Die speziellen Differenzierungseigenschaften
der entsprechenden cell of origin werden dabei
quasi eingefroren und spiegeln sich im Tumorsub-
typ, seinen intrinsischen Eigenschaften und damit
auch in Prognose und therapeutischen Ansatz-
möglichkeiten wider [24].

3.2. Gezielte Entwicklung von
Gensignaturen
Die oben genannten intrinsischen molekularen
Subtypen des Mammakarzinoms wurden a priori
durch “unsupervised” Methoden identifiziert. Das
Ziel solcher Methoden ist, zunächst zu definieren,
welche immanenten Subklassen einer Erkrankung
unterschieden werden können, unabhängig von
einem möglichen prognostischen Zusammen-
hang. Erst im anschließenden Vergleich der dabei
identifizierten Gruppen mit den klinischen Para-
metern wurde die prognostische Bedeutung der
intrinsischen molekularen Subtypen beobachtet.
Ein solcher “unsupervised” Ansatz zur Analyse von
Genexpressionsprofilen wurde auch in anderen
Arbeiten erfolgreich beim Mammakarzinom ein-
gesetzt [25]. Ein ganz unterschiedliches Vorgehen
wird dagegen in “supervised” Analysen verfolgt.
Hier werden Gewebeproben zu Beginn aufgrund
der Unterschiede im Krankheitsverlauf der Patien-
tinnen oder z.B. ihrem Ansprechen auf eine thera-

peutische Intervention eingeteilt. Daraufhin wird
dann versucht, durch bioinformatische Methoden
eine Gensignatur aus dem gesamten Genexpres-
sionsprofil zu bestimmen, die sich als Prädiktor für
die Prognose der Patientin oder das therapeutische
Ansprechen eignen könnte [26]. Eine solche su-
pervised Analyse führte zur Identifikation der “70-
Gen-Signatur” durch Arbeitsgruppen des nieder-
ländischen Krebsinstituts in Amsterdam [27,28],
auf der der MammaPrint®-Test beruht. Hierbei
wurden durch Microarray-Analyse bestimmte
Genexpressionsprofile von 78 nodal-negativen Pa-
tientinnen mit Mammakarzinomen, die keine ad-
juvante Therapie erhalten hatten, verwendet, und
zwei Gruppen von Patientinnen verglichen: Solche
mit einem Rezidiv innerhalb von 5 Jahren und sol-
che mit einem Rezidiv-freien Intervall von minde-
stens 5 Jahren [27]. Durch ein ähnliches Vorgehen
wurde auch die Rotterdam-76-Gen-Signatur iden-
tifiziert [29,30]. Ebenfalls durch eine supervised
Analyse-Strategie von Microarray-Daten wurde
die “Genomic Grade” Signatur entwickelt. Wobei
hier als Stratifizierungsparameter nicht der Krank-
heitsverlauf der Patientinnen Verwendung fand,
sondern das histologische Grading von einer Ko-
horte von Tumoren, die vom Pathologen entweder
als G1 oder als G3 kategorisiert worden waren [31].
Ein äußerst kritischer Punkt, der beim Einsatz von
supervised Methoden unbedingt zu beachten ist,
besteht im Problem des multiplen Testens, das zur
Inflation des Signifikanzniveaus führt [32]. Trotz
der Verwendung entsprechender statistischer Me-
thoden wie der Kontrolle der False Discovery Rate,
ist daher die Validierung von identifizierten Signa-
turen an unabhängigen Kohorten zwingend not-
wendig, um das Maß des “Overfittings” der Metho-
de zu bestimmen [33]. Um dieses Problem zu ei-
nem gewissen Grade zu reduzieren, bietet sich der
“Kandidaten-Gen-Ansatz” an. Er wurde z.B. bei
der Entwicklung des Recurrence Score® (RS) ver-
wendet. Ausgangspunkt war hier ein mittels qPCR
an Paraffinmaterial bestimmtes Expressionsprofil
von 250 Kandidatengenen, die aufgrund von Lite-
ratur, Studiendaten und publizierten Microarray-
Analysen ausgewählt wurden [34,35]. Nur diese
relativ geringe Zahl an Markern (Genen) wurde für
die Findungsanalyse in einer Kohorte von 447 Pa-
tientinnen eingesetzt. Aufgrund des Zusammen-
hangs mit dem Auftreten von Rezidiven wurden 16
Gene ausgewählt und ein prognostischer Algorith-
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mus entwickelt, der weitere 5 Referenz-Gene ein-
schloss. Dieser prospektiv-entwickelte Algorith-
mus wurde dann an einer unabhängigen retro-
spektiven Kohorte (NASBP-B14) validiert [35].
Ein ähnliches Vorgehen wurde auch für die Ent-
wicklung des EndoPredict®-Tests angewandt [36].

3.3. Prognostische Multigen-
tests
Im Folgenden sollen einige Gensignaturen und
daraus entwickelte Multigentest kurz vorgestellt
und verglichen werden. Meist liegt die primäre Be-
deutung der Tests vor allem in der Abschätzung
der Prognose der Patientin, auch wenn spätere
Überprüfungen z.T. eine prädiktive Wertigkeit der
Signaturen für das Therapieansprechen aufgezeigt
haben. Weiterhin fällt auf, dass sich viele der Gen-
signaturen in ihrem prognostischen Wert gleichen
und sich auch die Einteilung der Patientinnen
stark überschneidet, selbst wenn keine Überlap-
pung zwischen den untersuchten Gene besteht
[26]. Nachfolgende Untersuchungen haben ge-
zeigt, dass die Ursache dieser Redundanz größten-
teils darin liegt, dass die meisten prognostischen
Gensignaturen vor allem die Proliferation des Tu-
mors bestimmen [37]. Diese ist wiederum mit ei-
ner Vielzahl unterschiedlicher Marker korreliert,
die letztendlich vergleichbare Informationen lie-
fern. Die größte Rolle spielt die Proliferation dabei
für die Unterschiede in der Prognose von ER-posi-
tiven Mammakarzinomen (Luminal A und Lumi-
nal B), wohingegen tripel-negative (TNBC) und
HER2-positive Karzinome meist generell durch ei-
ner höhere proliferative Aktivität gekennzeichnet
sind. Daher werden Tumoren dieser letzteren bei-
den Gruppen (TNBC, HER2-positiv) auch von
fast allen Gensignaturen größtenteils einer
schlechten Prognose zugeordnet. Der große Ein-
fluss der Proliferation kann weiterhin dazu beitra-
gen, dass gerade jene Patientinnen mit einem un-
günstigen Testergebnis von der adjuvanten Che-
motherapie profitierten und die prognostischen
Tests dadurch eine gewisse prädiktive Wertigkeit
besitzen [38-40].

■ MammaPrint® Assay / 70-Gen-Signatur

Der MammaPrint® Assay der Firma Agendia ba-
siert auf der Entwicklungsarbeit von Rosetta In-
pharmatics Inc. und dem Niederländischen Krebs-
institut (NKI) [27]. Wie oben bereits angespro-

chen, wurden in diesen Untersuchungen Microar-
ray-Analysen von 78 Tumoren prämenopausaler,
nodal-negativer Brustkrebspatientinnen durchge-
führt. Die durch supervised Analyse entwickelte 70-
Gen-Signatur wurde in einer zweiten Studie von
234 prämenopausalen Patientinnen ohne weitere
adjuvante Therapie validiert [28], deren Wertal-
lerdings durch den Einschluss der 78 Fälle der Fin-
dungskohorte eingeschränkt wird. Weitere Stu-
dien konnten die prognostische Wertigkeit der
Gensignatur auch für andere Gruppen (z.B. post-
menopausale Patientinnen, neoadjuvante Thera-
pie) bestätigen [40,42,43]. Der aufgrund dieser Si-
gnatur von Agendia entwickelte kommerzielle
MammaPrint® Assay verwendet zudem zur Stan-
dardisierung die mRNA-Expression von insge-
samt 1900 Genen. Bis vor Kurzem konnte der
MammaPrint® Assay nur an Frischgewebe durch-
geführt werden und der Versand der Proben war
nur durch ein spezielles Transport-Medium
(RNARetain™, Asuragen Inc., Austin, TX) mög-
lich. Seit 2012 ist die Durchführung des Mamma-
Print® Assays auch mit Paraffin-Material möglich
und wird gemeinsam mit weiteren Tests zur mole-
kularen Subtypisierung (BluePrint®, Target-
Print®, TheraPrint®) angeboten (s.u.). Zur ab-
schließenden Evaluation der klinischen Wertigkeit
des Tests wurde die prospektive MINDACT-Stu-
die, deren Rekrutierung 2011 abgeschlossen wur-
de, durchgeführt. In ihrem Rahmen soll die Wer-
tigkeit von MammaPrint® im Vergleich zu den üb-
lichen klinischen Variablen bei Patientinnen mit
0-3 befallenen Lymphknoten untersucht werden
[44]. Zwei weitere prospektive klinische Studien,
bei denen MammaPrint® eingesetzt wird, sind die
neoadjuvanten I-SPY1- und I-SPY2-Trials [45,
46].

■ Oncotype DX®

Einer der ersten und gleichzeitig am besten unter-
suchten prognostischen Multigen-Tests ist der
Oncotype DX® Assay. Mithilfe einer quantitativen
PCR wird das Expressionsprofil anhand der RNA,
die aus dem Paraffinblock des Primärtumors iso-
liert wird, mittels fünf Referenzgenen und 16 wei-
tere Gene bestimmt, die durch ihren Zusammen-
hang mit Angiogenese, Proliferation, Invasion und
Metastasierung eine prognostische Bedeutung für
das Auftreten eines Brustkrebsrezidivs besitzen.
Aufgrund eines speziell entwickelten Algorithmus
entsprechend der Wertigkeit der einzelnen Fakto-
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ren wird der sogenannte Recurrence Score® entwi-
ckelt, der sich am Risiko für eine Metastasierung
innerhalb von 10 Jahren nach Erstdiagnose orien-
tiert [35]. Dabei wurde ursprünglich eine Low-Risk
Gruppe bei Werten unter 18, eine Intermediate-
Risk Gruppe bei Werten von 18-30 und eine High-
Risk Gruppe (>30) definiert. In einer Validie-
rungsstudie konnte bei nodal-negativen Patientin-
nen gezeigt werden, dass die High-Risk Gruppe
hinsichtlich ihrer Prognose von einer zusätzlichen
Chemotherapie deutlich profitiert, während ein
solcher Effekt in der Low-Risk Gruppe nur mini-
mal ist [38]. Die Ergebnisse zur intermediären Ri-
siko Gruppe sind jedoch noch unklar. Hier werden
von der prospektiven Studie (Trial Assigning Indi-
vidualized Options for Treatment TAILORx) erste
Ergebnisse für 2014 erwartet. Albain et al. [47]
konnten zudem für nodal-positive Karzinome zei-
gen, dass Patientinnen mit einem hohem Recur-
rence Score®, die eine CAF Chemotherapie erhiel-
ten, ein signifikant längeres krankheitsfreies Über-
leben aufwiesen, verglichen mit jenen, die eine al-
leinige Tamoxifen Therapie erhalten hatten. In der
Low-Risk und Intermediate-Risk Gruppe hingegen,
war dieser Vorteil nicht zu beobachten. In 2011
wurde der RxPONDER Trial (SWOG S1007) ge-
startet [48], in welchem Oncotype DX® bei nodal-
positiven Patientinnen eingesetzt wird und auch
ein Vergleich mit dem PAM50 Assay (s.u.) erfolgt.
Bei neoadjuvant behandelten Patienten zeigt sich
ein positiver Zusammenhang zwischen Recurren-
ce Score® und der Rate an pathologischen Kom-
plettremissionen [39]. Analysen zur Reproduzier-
barkeit des Testergebnisses demonstrieren, dass
die Heterogenität des Tumors bei ein und dersel-
ben Patientin nur geringe Auswirkungen auf den
Recurrence Score® besitzt [49]. Durch den Einsatz
von Oncotype DX® scheint in bis zu 18 % der Fälle
auf eine Chemotherapie verzichtet werden zu kön-
nen [50, 51]. Auch im Rahmen der prospektiven,
randomiserten Plan B Studie wurde demonstriert,
dass anhand eines konservativen Recurrence Sco-
re® Schwellenwertes von 11 ca. 20 % der Patientin-
nen eine Chemotherapie erspart werden konnte
[52]. Vergleiche von PAM50 und Oncotype DX®
wiesen darauf hin, dass die Low-Risk Gruppe vor
allem Luminal-A Tumoren enthält [53]. Die Kor-
relationsanalyse aus der Plan B Studie zeigt jedoch,
dass die Low-Risk Subgruppe, nur aus ca. 2/3 der
Luminal A Tumoren (basierend auf einer immun-

histochemischen Definition u.a. mittels Ki-67) be-
steht [52]. Obwohl es sich weiterhin in den meisten
Fällen mit hohem Recurrence Score® um G3 Tu-
moren handelt, sind doch bis zu 70 % aller histolo-
gisch als G3 eingestuften Karzinome nicht in der
Gruppe mit hohem Recurrence Score®. Der klini-
sche Stellenwert der Diskordanzen zwischen mole-
kularen Subtypen, Recurrence Score® und klassi-
schen Prognosefaktoren soll im Rahmen weiterer
Studien geklärt werden. Als ein zusätzlicher Vorteil
des Oncotype DX®-Assays wird die Bestimmung
von ER, PgR und HER2 anhand der mRNA disku-
tiert. Für den Vergleich von ER- und PgR-Be-
stimmung durch Immunhistochemie (leitlinien-
basiert) und der mRNA-Messung durch Oncotype
DX® zeigten sich gute Konkordanzraten [54,55],
bezüglich der HER2-Bestimmung bestanden je-
doch beträchtliche Diskrepanzen [56,57].

■ Intrinsische Subtypen und IHC4 Score

Obwohl wie bereits einleitend angesprochen die
durch Genexpressionsprofile bestimmten intrinsi-
schen Subtypen nicht direkt auf die Standardpara-
meter ER, PgR, und HER2 übertragbar sind, so las-
sen sie sich doch mit Hilfe dieser Marker und zu-
sätzlichem Grading bzw. einem Proliferations-
marker wie Ki-67 in gewisser Weise reproduzieren.
Dieses Vorgehen wurde so auch in den St. Gallen-
Empfehlungen vorgeschlagen und entsprechende
therapeutische Konsequenzen abgeleitet [14].
Aufgrund der drei Rezeptoren und Ki-67 lässt sich
ein immunhistochemischer Score (IHC4) erstel-
len. Die prognostische Wertigkeit des IHC4 Score
zeigte bei einem Sub-Kollektiv von 1125 Patientin-
nen mit ER-positivem Brustkrebs in der ATAC-
Studie (Tamoxifen vs. Anastrozol), die keine zu-
sätzliche Chemotherapie erhalten hatten, ver-
gleichbare Ergebnisse wie der Oncotype DX® Test
[58].

■ Intrinsische Subtypen aufgrund des
PAM50 Assays

Der PAM50 Assay erlaubt eine Unterscheidung
der vier intrinsischen Subtypen durch eine quanti-
tative PCR, die an RNA aus Paraffingewebe iso-
liert, durchgeführt wird [8,9]. Zudem wurde von
NanoString Technologies Inc ein PAM50 Assay für
das nCounter® Analyse System [59] unter der Be-
zeichnung Prosigna™ entwickelt. PAM50 beruht
auf den in den ursprünglichen Arbeiten von Perou
und Sorlie beschriebenen knapp 2000 “intrinsic
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genes”, die auf 50 Markergene reduziert wurden.
Zusätzlich wird mit dem PAM50 Assay nach einem
speziell entwickelten Algorithmus ein risk of recur-
rence Score (ROR) berechnet [8]. In einer auf dem
San Antonio Breast Cancer Symposium 2011 vor-
gestellten Analyse im Rahmen der TransATAC
Studie war der ROR Score dem IHC4 Score zumin-
dest gleichwertig und dem Oncotype DX® in pro-
gnostischer Hinsicht zum Teil überlegen [60]. Spe-
ziell ordnete der ROR Score hier eine kleinere Zahl
von Patienten der intermediären Risikogruppe zu.
Bei einer auf dem IMPAKT Meeting 2012 vorge-
stellten Analyse aus der GEICAM 9906 Studie zeig-
te sich, dass die immunhistochemische Definition
des molekularen Subtyps und der quantitative
IHC4-Score eine vergleichbare prognostische Aus-
sagekraft hatten, während die Definition anhand
von PAM50 einen signifikant höheren prognosti-
schen Wert aufwies [61].

■ Intrinsische Subtypen durch BluePrint®

Auch von Agendia, dem Anbieter des Mamma-
Print® Assays, wird seit 2010 ein Test angeboten,
der es erlauben soll, die intrinsischen Subtypen zu
bestimmen. Der als BluePrint® bezeichnete Assay
verwendet 80 Gene und definiert die drei Gruppen
Basal-like, HER2, und Luminal [62]. Die erweiter-
te Unterscheidung zwischen dem Luminal A und
Luminal B Subtyp kann durch zusätzliche Anwen-
dung des MammaPrint® Assays ermittelt werden.
In drei Studien mit insgesamt über 1200 Patientin-
nen, die auf dem San Antiono Breast Cancer Sym-
posium 2012 präsentiert wurden [63-65], zeigten
sich Übereinstimmungen zwischen Immunhisto-
chemie von ER/PgR/HER2 und BluePrint® für 85-
96 % der Luminal Tumoren sowie 80-98 % der
TNBC/Basal-Like Tumoren, aber nur 39-58 % der
HER2-positiven Subgruppe.

■ BCI (“two gene ratio”) und Genomic Grade
Index

Der Genomic Grade Index wurde wie oben be-
schrieben zur Verbesserung des histologischen
Gradings, speziell der besseren Klassifizierung der
intermediären Gruppe der G2 Tumore entwickelt
[31]. In mehreren Untersuchungen wurde seine
prognostische Wertigkeit vor allem bei ER-
positiven Karzinomen sowie auch seine prädiktive
Bedeutung für das Ansprechen auf eine neoadju-
vante Chemotherapie bestätigt [66,67]. Der GGI
basiert auf 97 Genen, deren Expression hauptsäch-

lich mit der Proliferation assoziiert ist, und erlaubt
daher auch die prognostisch wichtige Unterschei-
dung zwischen Luminal A und Luminal B Tumo-
ren. Während der Test ursprünglich durch Affy-
metrix Profiling an Frischgewebe durchgeführt
wurde, existierten auch Ansätze, die eine Bestim-
mung über qPCR auch am Paraffinblock ermög-
lichten. In Europa war der Test unter dem Namen
MapQuantDx™ Genomic Grade der Firma Ipso-
gen erhältlich. Der Test wurde jedoch zwischen-
zeitlich auf 5 Gene reduziert und mit dem “two-
gene expression ratio” Assay zum Breast Cancer In-
dex® (BCI; bioTheranostics Inc. San Diego) verei-
nigt [68]. Der “two-gene expression ratio” Assay ist
ein auf quantitativer PCR basierender Assay, der
das Verhältnis der Expression der beiden Genen
HOXB13 und IL17BR zueinander bestimmt. Auch
er ist als Marker für das Rezidivrisiko von ER-
positiven nodal-negativen Mammakarzinomen
beschrieben [69] und konnte in mit Tamoxifen be-
handelten Kollektiven bestätig werden [70-72].

■ EndoPredict®

Der EndoPredict® ist ein Test, der ebenfalls auf ei-
ner quantitativen PCR an Paraffinmaterial des Tu-
mors beruht. Er wird von der Firma Sividon ange-
boten und misst und verrechnet die Expression
von acht Krebs-assoziierten Gene sowie drei Refe-
renzgenen. Die Gene wurden aufgrund von Micro-
array-Daten selektiert und der Algorithmus an
PCR-Messungen weiterer Proben entwickelt. An-
schließend wurde der Test an 1702 Patientinnen
der ABCSG-6 und ABCSG-8 Studien validiert
[36,73]. Der Test kombiniert die Daten aus der
RNA-Analyse mit den klinischen Daten zum No-
dalstatus und Tumorgröße im sogenannten EPclin
Score. Damit nimmt er eine gewisse Sonderstel-
lung unter den anderen angesprochenen Assays
ein. Die Analyse erfolgt dezentral in molekular-
biologisch arbeitenden Laboren, die für den Test
zertifiziert wurden [74].

■ Mammostrat®

Der Mammostrat® Test untersucht fünf Marker
(p53, HTF9C, CEACAM5, NDRG1 and SLC7A5)
immunhistochemisch am Paraffingewebe. Aus
den Färbeergebnissen wird ein prognostischer
Score (3 Gruppen) berechnet [75]. An ER-
positiven Mammakarzinomen der NSABP B14
und B20 Studie zeigte der Score eine prognostische
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Wertigkeit [76]. Der Test wurde weiterhin auch
mit dem Oncotype DX® verglichen [77].

3.4. Prädiktive Gensignaturen
für das Ansprechen auf Chemo-
oder Hormontherapie
Zur Prädiktion des Ansprechens auf neoadjuvante
Chemotherapie bei Brustkrebs wurden bereits eine
ganze Reihe von Gensignaturen ermittelt und pu-
bliziert [5,6,78-81]. Einige dieser Signaturen lie-
ßen sich auch in unabhängigen Kollektiven vali-
dieren [82], jedoch ist ihre Bedeutung im Allge-
meinen auf die Anwendung in ER-positiven oder
in gemischten Kollektiven beschränkt. Bei tripel-
negativem Brustkrebs (TNBC) zeigt leider keine
einzige der bisherigen publizierten Gensignaturen
eine Prädiktion des Ansprechens auf neoadjuvante
Chemotherapie [83]. Auch neue spezifische pro-
gnostische Signaturen für TNBC [22] sind in die-
ser prädiktiven Hinsicht für eine klinische
Entscheidungsfindung leider noch nicht geeignet
[84]. Wie oben bereits genannt, zeigen einige der
eigentlich prognostischen Signaturen auch eine
gewisse prädiktive Relevanz. So weisen z.B. sowohl
PAM50 [85,85] als auch Oncotype DX® bezüglich
adjuvanter [38,47] Chemotherapie sowie neoadju-
vanter Chemotherapie [39] einen prädiktiven
Wert auf. Der Einsatz von PAM50 nach einer neo-
adjuvanten endokrinen Therapie könnte weiter-
hin eine Bedeutung zur Detektion von Therapie-
resistenten Zellen besitzen [86]. Für den Bereich
der endokrinen Therapie wurden auch weitere
spezielle Signaturen erfolgreich entwickelt. So ba-
siert der “Sensitivity to endocine therapy” (SET) In-
dex auf der Annahme, dass die Aktivität ER-
regulierter Gene aussagekräftiger hinsichtlich der
Sensitivität gegenüber endokriner Therapie ist, als
der ER-Status allein. Im SET-Index werden 165
durch Genexpressionsanalyse identifizierte Gene
verrechnet, die mit der Expression von ER signifi-
kant korrelierten. In der initialen Studie [87] wur-
den an einer Tamoxifen-behandelten Kohorte
Schwellenwerte für drei Risikoklassen entwickelt
und anschließend an einer unabhängigen zweiten
Kohorte validiert. Durch den Vergleich mit Ko-
horten ohne adjuvante Behandlung konnte zudem
gezeigt werden, dass der SET-Index den Benefit
von einer Tamoxifen-Behandlung vorhersagt und
nicht einen reinen prognostischen Faktor darstellt
[87]. Die prädiktive Bedeutung des SET-Index und

seine Unabhängigkeit von anderen Signaturen
konnte kürzlich auch in einer verblindeten Studie
unabhängig validiert werden [88]. Durch Kombi-
nation des SET-Index mit weiteren Signaturen für
das Ansprechen bzw. Nicht-Ansprechen auf eine
neoadjuvante Chemotherapie wurde zudem ein
komplexer genomischer Prädiktor entwickelt, der
es erlaubt, bereits vor der neoadjuvanten Therapie
das spätere krankheitsfreie Überleben (DFS) in
gleicher Güte vorherzusagen wie es eine pathologi-
sche Komplettremission (pCR) erlaubt [89].

3.5. Zukünftige Entwicklungen
und “Second Generation” Signa-
turen
Im “IMPAKT 2012 Working Group Consensus Sta-
tement” zur klinischen Anwendung von progno-
stischen Multigen-Tests vertrat die Mehrheit der
Autoren die Ansicht, dass analytische und klini-
sche Validität von Oncotype DX® und Mamma-
Print® überzeugend sind, jedoch noch keiner der
Assays eine robuste Evidenz bezüglich einer prak-
tischen klinische Relevanz besitzt, indem eine Än-
derung der Behandlung aufgrund eines Testergeb-
nisses das klinische Outcome verbessert [90]. Die
Autoren schlagen vor, Modelle zu entwickeln, die
den Einfluss klinisch-pathologischer Prognosefak-
toren [91] mit Expressions-Assays integrieren und
den klinischen Nutzen in prospektiven Studien zu
validieren. Zum Teil wurde für prognostische Si-
gnaturen beobachtet, dass sich ihre Aussagekraft in
erster Linie auf Frührezidive bezieht [30], was
durch entsprechende primäre Findungskollektive
verursacht sein könnte. Allerdings zeigen aktuelle
Analysen, dass auch Spätrezidive durch RNA-
Expressionstests wie EndoPredict® oder BCI iden-
tifiziert werden können [72,92]. Auch die aktuel-
len Empfehlungen der AGO-Kommission Mam-
ma (März 2014) nehmen zu kommerziell erhältli-
chen Multigen-Tests Stellung (☞ Tab. 3.2), wobei
die neuen Ergebnisse zu späten Rezidiven Berück-
sichtigung fanden. Bezüglich der klinischen Be-
deutung der Tests empfiehlt die Kommission eine
mögliche Anwendung ausschließlich bei ausge-
wählten Patientinnen (☞ Tab. 3.3). Im Falle von
ER-positiven Tamoxifen-behandelten Tumoren
zeigen die meisten Tests eine hohe Konkordanz
zueinander [93]. Den kommerziell verfügbaren
Tests mit den entsprechenden Gensignaturen ist
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70-Gen-Signatur
(MammaPrint®)$

21-Gen-Recurrence-
Score

(Oncotype DX®)$

8-Gen-Signatur
(EndoPredict®)$

PAM 50
(Prosigna®)$

Hersteller Agendia Genomic Health Sividon Nano String

Assay-Typ 70-Gen-Assay 21-Gen-Recurrence-
Score

11-Gen-Assay 50-Gen-Assay

Gewebetyp Frischgewebe FFPE FFPE FFPE

Technik Microarrays für
RNA

qRT-PCR qRT-PCR qRT-PCR

Zentrales Labor ja ja nein nein

Indikation
und untersuchte
Population

 prognostisch

 N0-1, <61 Jahre

 prognostisch

 N0-1, ER+

 endokrin
behandelt

 prognostisch

 (prä-)post-
menopausal

 N0-1,
ER+HER2-

 endokrin
behandelt

 prognostisch

 postmenopausal

 N0-1,
ER+HER2-

 endokrin
behandelt

Klinische
Validierung

ja ja ja ja

Registrierung FDA-Zulassung
als “In Vitro Dia-
gnostic Multiva-
riate Index Assay
(IVDMIA)”

Clinical Laboratory
Improvement
Amendments (CLIA)
+ College of Ameri-
can Pathologists
(CAP)-accredited ref
lab

CE-Zulassung FDA 510(k)-
Zulassung

Prognose
nach 5 Jahren
(Spätrezidive)

nicht separat
gezeigt

nein ja ja

Prädiktive
Aussage (Chemo-
therapie-Benefit)

gering untersucht ja* nicht gezeigt nicht gezeigt

Prospektiv-
retrospektive
Evidenz
(% rekrutierter
Patienten)

Multicenter-
Validierung

NSABP B-14 (14 %)
NSABP B-20 (28 %)
ECOG 2197 (16 %)
SWOG 8814 (40 %)

ATAC (30 %)

ABCSG 6 (19 %)
ABCSG 8 (36 %)

MA.12 (59 %)
MA.5 (66 %)

ABCSG 8 (44 %)
ATAC (16 %)

Prospektive
Evidenz (aus-
stehend)

MINDACT
(beendet)

TAILORX
(N0, beendet)
RxPONDER
(N1, laufend)

- -

Tab. 3.2: Vergleich kommerziell erhältlicher Multigen-Tests zur Prognose des Mammkarzinoms (Aktuelle Emp-
fehlungen der AGO-Kommission Mamma vom 27.3.2014).
$ Validierte klinische Daten nur für diesen Assay vorhanden.
* Studie durchgeführt vor HER2-Testung, HER2-positive Patienten können eingeschlossen worden sein.
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gemein, dass sie generell vor allem Tumoren vom
Luminal A Subtyp, also ER-positiven Mammakar-
zinomen mit niedriger Proliferation, eine gute
Prognose zuweisen. Auf der anderen Seite werden
ER-negative Karzinome und HER2-positive sowie
solche vom Luminal-B Subtyp, also ER-positive
Tumore mit hoher Proliferation, von praktisch al-
len Gensignaturen als “high-risk” eingeordnet [3].
Neuere Untersuchungen haben jedoch gezeigt,
dass auch innerhalb dieser Gruppen wie z.B. tripel-
negativen Karzinome (TNBC) Subgruppen mit
sehr deutlichen Unterschieden in ihrer Prognose
zu differenzieren sind [22]. Diese Ergebnisse wur-
den nur möglich durch Subtyp-spezifische Analy-
sen, bei denen die molekularen Subtypen getrennt
untersucht wurden [3,84]. So erlauben Gensigna-
turen, die die Infiltration der Tumorgewebe durch
verschiedene Arten von Immunzellen bestimmen,
innerhalb der ER-negativen Karzinome prognosti-
sche Unterschiede zu differenzieren und auch das
Ansprechen auf neoadjuvante Chemotherapie
vorherzusagen [94-96]. Solche Signaturen, die nur
unter Verwendung eines speziellen Subtypen ent-
wickelt werden, um den Einfluss der Subtypen
selbst auf Prognose und Prädiktion zu umgehen,
werden als Signaturen der “zweiten Generation”
bezeichnet.

Ein anderes Beispiel für mögliche zukünftige Ent-
wicklungen liefert das Projekt “RecurrenceOnline”.
Die Strategie dieses nicht-kommerziellen Ansatzes

ist es, an Stelle von individuellen Assays eine ver-
breitete Microarray-Plattform (Affymetrix) zu
verwenden, um ein globales Genexpressionsprofil
einer Tumorprobe zu erstellen, das anschließend
die Auswertung entsprechend eines Test-Algorith-
mus erlaubt und auch auf zukünftige Aus-
wertungsmöglichkeiten flexibel reagieren kann
[97]. Ähnliche Überlegungen existieren zur Whole
Genome Sequenzierung von Tumoren. Die explo-
sive Entwicklung in den Jahren 2011-2013 mit der
Publikation von über 1.000 Genomsequenzen von
Mammakarzinomen hat gezeigt, dass sich zwar
auch auf genomischer Ebene Unterschiede zwi-
schen den molekularen Subtypen finden, jedoch
nur eine äußerst geringe Zahl von Mutationen re-
dundant auftritt [98-101]. Nur für drei Gene wur-
den bei mindestens 10 % aller Patientinnen Muta-
tionen gefunden (TP53, PIK3CA und GATA3),
nur sechs Gene fanden sich bei mindestens 5 % der
Patientinnen verändert. Die Mehrheit der etwa
20.000 identifizierten somatischen Mutationen bei
500 Patientinnen traten dagegen nur sporadisch
auf [101]. Erst eine weitere massive Zunahme der
Fallzahlen der Tumorgenom-Sequenzierung kann
hier eine Korrelation dieser seltenen Ereignisse mit
der Krankheitsentwicklung ermöglichen. Trotz-
dem ist zu erwarten, dass durch das rapide Voran-
schreiten der Methodik der personalisierten Tu-
morsequenzierung auch genetische Korrelate und
mögliche Ursachen für die durch Genexpression-
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Faktor LoE2009 CTS AGO

 21-Gen-Recurrence-Score (Oncotype DX®) $ (N0-1 ER+ HER2-, endokrin behandelt)

- N0 I B + *

- N1 II B +/-

 8-Gensignatur (EndoPredict®) $ (postmenopausal, N0-1 ER+ HER2-, endokrin behandelt)

- N0 I B + *

- N1 II B +/-

 70-Gensignatur (MammaPrint®), N0-1 II C +/-

 PAM 50 (Prosigna™) $ (postmenopausal,
N0-1 ER+ HER2-, endokrin behandelt)

II B +/-

 IHC4 (zentrale Pathologie, publizierter Al-
gorithmus) #

I B +/-

Tab. 3.3: Evidenzlevel zur klinische Bedeutung von Multigen-Tests nach den aktuellen Empfehlungen der AGO-
Kommission Mamma (März 2014). * Sollte nur bei ausgewählten Patientinnen angewandt werden, wenn alle an-
deren Kriterien keine Therapieentscheidung zulassen. $ Validierte klinische Daten nur verfügbar für diesen Assay.
# Cuzick et al., J Clin Oncol 29: 4273-4278, 2011.
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stest identifizierten, klinisch relevanten Subgrup-
pen des Mammakarzinoms identifiziert werden
können.
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4. uPA/PAI-1-Test zur Risikoabschätzung bei nodal-
negativen Mammakarzinom-Patientinnen

4.1. Rationale der Risiko-
abschätzung beim nodal-
negativen Mammakarzinom
In den letzten Dekaden hat die Mortalität am
Mammakarzinom in den westlichen Industrielän-
dern weiter abgenommen [1]. Gründe für diese
Abnahme liegen zum einen in der verbesserten
Früherkennung und zum anderen im postoperati-
ven Einsatz von medikamentösen adjuvanten The-
rapien [2].

Die durch die verbesserte Früherkennung be-
dingte Behandlung von Patienteninnen mit zu-
nehmend kleinen und meist auch nodal-
negativen Mammakarzinomen stellt eine Her-
ausforderung für die behandelnden Ärzte dar.

Auf der einen Seite haben Mammakarzinome, die
in früheren Stadien entdeckt werden, eine bessere
Prognose als Mammakarzinome in fortgeschritte-
neren Stadien. Auf der anderen Seite haben adju-
vante systemische Therapien zu einer deutlichen
Verbesserung des Überlebens, nicht nur der nodal-
positiven sondern auch der nodal-negativen Pa-
tientinnen geführt [3, 4]. Dieser Fortschritt in der
adjuvanten Therapie hat zu Konsensusempfehlun-
gen geführt, die eine adjuvante systemische Thera-
pie für nahezu alle Patientinnen mit einem primä-
ren Mammakarzinom empfehlen [5].

Um Über- wie auch Untertherapie der Patientin-
nen zu vermeiden, ist es sinnvoll, die geeignete ad-
juvante Therapiestrategie anhand einer sorgfälti-
gen Risikoabschätzung der individuellen Patientin
vorzunehmen.
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Risiko Nach St. Gallen 2009 [40] CP-Algorithmus nach der
NNBC 3-Europe Studie [34]

UP-Algorithmus nach der
NNBC 3-Europe Studie [33]

Niedriges
Risiko

alle folgenden Kriterien:

 pN0, G1, T  2 cm, HR+,

V0, L0, Alter  35 Jahre

alle folgenden Kriterien:

 N0, G1, HR+, HER2-, V0,

Alter  35 Jahre
oder

 N0, G2, HR+, HER2-, V0,

Alter  35 Jahre, T  2cm

 N0, G1
oder

 N0, G2, Alter  35 Jahre,
uPA und PAI-1 niedrig

Mittleres
Risiko

 N0 und mind. ein Risiko:
G2-3, T > 2 cm, HER2+,
HR-, V1, Alter < 35 Jahre

oder

 N1, HR+, HER2-

Hohes
Risiko

 N > N1
oder

 N1, HR-
oder

 N1, HER2+

 N+
oder

 N0, G2, HR+, HER2-, V0,

Alter  35 Jahre und pT > 2
cm

oder

 N0 und mind. ein Risiko:
G3, T > 2 cm, HER2+, HR-,
(ER+/PgR-), V1, L1, Alter
< 35 Jahre

 N+
oder

 N0, G3
oder

 N0, G2, Alter < 35 Jahre
oder

 N0, G2, Alter  35 Jahre,
uPA und/oder PAI-1 er-
höht

Tab. 4.1: Risikoeinteilungen des Mammakarzinoms. T  2 cm low (bis pT1c) und  35 Jahre low (wenn die weite-
ren Kriterien stimmen), orientiert an St. Gallen 2007.
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Zweifelsohne ist der axilläre Nodalstatus der
wichtigste pathologische Risikofaktor für eine
Risikostratifizierung des Mammakarzinoms [6,
7].

Da allerdings vor allem durch die verbesserte
Früherkennung die Gruppe der Patientinnen ohne
befallene axilläre Lymphknoten immer größer
wird, gewinnen zusätzliche prognostische Fakto-
ren an Bedeutung. Aufgrund des vergleichsweise
geringen zusätzlichen Nutzens einer Chemothera-
pie bei bestimmten Subgruppen eines nodal-
negativen Mammakarzinoms, die ohnehin eine
exzellente Prognose aufweisen, müssen Nutzen
und Risiken einer potentiell nebenwirkungsträch-
tigen Therapie sorgfältig gegeneinander abgewo-
gen werden. In der aktuellen Metaanalyse der Early
Breast Cancer Trialists`Collaborative Group
(EBCTCG) konnte gezeigt werden, dass eine an-
thrazyklin- und taxanhaltige Chemotherapie die
brustkrebsassoziierte 10-Jahres-Mortalität um
etwa ein Drittel senkt. Die Autoren erwähnten al-
lerdings explizit, dass dies allerdings entscheidend
vom Ausgangsrisiko der Patientin ohne Chemo-
therapie abhängt. Patientinnen mit einem gerin-
gen absoluten Risiko haben daher nur einen gerin-
gen absoluten Nutzen durch eine adjuvante Che-
motherapie [4].

4.2. Grundlagen von Invasion
und Metastasierung
Ein entscheidendes Merkmal von malignen Tu-
moren ist die Fähigkeit zur Invasion in das umlie-
genden Gewebe mit Durchbruch durch die Basal-
membran. Dieser Prozess ermöglicht es den Tu-
morzellen, Anschluss an das Gefäßsystem zu be-
kommen und sich nach Austritt aus dem Gefäßsy-
stem in anderen Organen anzusiedeln, was zur
Entstehung von Metastasen führt [8]. Dieser Pro-
zess der Invasion und konsekutiven Metastasie-
rung unterscheidet benigne von malignen Tumo-
ren und ist für die betroffenen Patienten von ent-
scheidender prognostischer Bedeutung. Aus einer
lokalisierten Situation bei einem primären Mam-
makarzinom, die grundsätzlich eine kurative The-
rapie mit dem Ziel der Heilung der Patientin er-
möglicht, wird beim Vorliegen von Fernmetasta-
sen eine chronische Erkrankungssituation, in der
eine dauerhafte Heilung kaum möglich ist. So ein-
fach der Prozess von Invasion und Metastasierung

in seinen klinischen Implikationen ist, so komplex
ist der zugrundeliegende Mechanismus [9]. Me-
chanistisch betrachtet spielen bei dem Prozess der
Invasion zwei Faktoren eine entscheidende Rolle.
Zum einen die Expression von zellulären Adhä-
sionsmolekülen und Integrinen und zum anderen
die Bildung von extrazellulären Proteasen, die die
Basalmembran und das umgebende Gewebe zer-
stören und so eine Invasion ermöglichen [9].

Bei dem Prozess der Invasion spielt die komplexe
Wechselwirkung zwischen Tumorzellen und Zel-
len des neoplastischen umgebenden Stromas eine
entscheidende Rolle ebenso wie Änderungen im
zellulären Phänotyp der Tumorzellen zwischen
epithelial und mesenchymal (sog. epitheliale-mes-
enchymale Transition) [3]. Neben den genannten
Vorgängen stehen am Beginn des Invasionspro-
zesses extrazelluläre Proteasen. Neben Matrixme-
talloproteinasen (MMP) und Cathepsinen sind Se-
rinproteasen involviert. Diese Proteasen führen zu
einer enzymatischen Spaltung von zellulären Ad-
häsionsmolekülen, zu einem Abbau der Basal-
membran (z.B. Typ IV Collagen, Laminin, Vitro-
nectin) und von Komponenten der extrazellulären
Matrix (z.B. Fibrin, Fibrinonectin, Proteoglykane)
sowie zu einer Aktivierung von Wachstumsfakto-
ren und Cytokinen und ermöglichen so Invasion
und Metastasierung [10]. Eine der am besten cha-
rakterisierten tumorassoziierten Proteasen ist die
Serin-Protease Plasminogen Aktivator vom Uro-
kinasetyp (uPA). uPA ist eine Serinprotease mit ei-
nem Molekulargewicht von 55 kDa. Als wesentli-
cher Bestandteil des fibrinolytischen Systems ist sie
an der Umwandlung von Plasminogen zu einem
aktiven Enzym, Plasmin, beteiligt. Durch aktives
Plasmin kommt es dann zu dem erwähnten pro-
teolytischen Abbau von Basalmembran und EZM.
uPA wird in inaktiver Form von Leukozyten, Fi-
broblasten und einer Vielzahl von unterschiedli-
chen malignen Tumoren sezerniert. Es wird pro-
teolytisch im Extrazellulärraum oder gebunden an
den Urokinaserezeptor (uPAR) aktiviert [11]. Der
aktive uPA besteht aus zwei Polypeptid-Ketten mit
einer C-terminalen Serin-Proteinase-Domäne
und einer N-terminalen A-Kette. uPA wird phy-
siologisch inhibiert durch Plasminogen Activator
Inhibitor-1 und -2 (PAI-1 und PAI-2). Nach Inhi-
bition des Aktivators uPA durch PAI-1 wird der
Komplex aus uPAR/uPA/PAI-1 nach Endozytose
im Zytoplasma abgebaut und der Rezeptor wieder
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an die Zelloberfläche zurückgeführt (☞ Abb. 4.1),
wodurch sich der beschriebene Prozess wieder-
holt.

Neben der beschriebenen Degradation von Basal-
membran und EZM kommt es zu weiteren Effek-
ten. Zum einen beeinflussen Wechselwirkungen
zwischen PAI-1 und Vitronektin die Zelladhäsion.
Zum anderen stimuliert die Aktivierung verschie-
dener Signalkaskaden zum Kern die Zellprolifera-
tion und Migration (☞ Abb. 4.1). Auch wird durch
uPA die Angiogenese gefördert und die Apoptose
reduziert [12].

Zusammengefasst ist es daher nicht überra-
schend, dass ein Zusammenhang zwischen dem
uPA/PAI-1-Status und der Prognose von ver-
schiedenen Malignomen besteht [12].

4.3. uPA/PAI-1 als Prognosefak-
tor beim Mammakarzinom –
der Beginn
Am eingehendsten sind uPA und PAI-1 als Pro-
gnosefaktoren beim Mammakarzinom untersucht
worden. Duffy et al. konnten bereits 1988 erstmals

zeigen, dass Patientinnen mit einer erhöhten Akti-
vität von uPA im Primärtumor ein kürzeres er-
krankungsfreies Überleben (DFS) hatten [13]. In
weiter führenden Untersuchungen konnte diese
Arbeitsgruppe auch eine unabhängige prognosti-
sche Bedeutung von uPA nachweisen [14]. In der
multivariaten Analyse war die prognostische Be-
deutung von uPA sowohl für das DFS als auch für
das Gesamtüberleben (OS) bei 166 Patientinnen
mit primärem Mammakarzinom unabhängig von
den etablierten klinisch-pathologischen Faktoren
Tumorgröße, axillärer Nodalstatus und Östrogen-
rezeptor-Status. Diese retrospektiv erhobenen Er-
gebnisse konnten in ihrer prognostischen Aussa-
gekraft von zahlreichen anderen Arbeitsgruppen
bestätigt werden [15-17].

Eng verknüpft mit uPA ist sein Inhibitor PAI-1.
Dieser Inhibitor hemmt allerdings nicht das Auf-
treten von Invasion und Metastasierung, sondern
ist ähnlich wie uPA mit einer gesteigerten Invasivi-
tät assoziiert. Dies wird nicht nur mit der Degra-
dierung der Basalmembran sondern auch mit ei-
ner Modulation der Zelladhäsion [18] und der An-
giogenese [19] in Verbindung gebracht. Jänicke
und Mitarbeiter konnten erstmals beim Mamma-
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Abb. 4.1: Biologisches Modell des Plasminogen-Aktivator-Systems: An den Rezeptor gebundenes uPA konvertiert
durch Proteolyse Plasminogen zum aktiven Plasmin, das u.a. über Matrix-Matelloproteinasen (MMP) und Wachs-
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Zelladhäsion. Die Aktivierung verschiedener Signalkaskaden zum Kern stimuliert die Zellproliferation und Migra-
tion. Erhöhte Konzentrationen von uPA und /oder PAI-1 korrelieren mit einem erhöhtem Metastasierungsrisiko.
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karzinom zeigen, dass erhöhte Konzentrationen
von PAI-1 mit einer verschlechterten Prognose as-
soziiert sind [20]. In ihrer Arbeit wurde PAI-1
ebenso wie uPA in Extrakten von 115 primären
Mammakarzinomen mittels Enzyme-Linked Im-
munosorbent Assay (ELISA) quantitativ nachge-
wiesen. uPA und PAI-1 zeigten eine positive signi-
fikante Korrelation (R=0,4, p<0,001) und waren
signifikant mit dem Überleben korreliert. Höhere
Konzentrationen waren mit einem kürzeren DFS
und OS assoziiert. In einer zweiten darauf aufbau-
enden Arbeit konnten Jänicke et al. bei 247 pro-
spektiv gesammelten Gewebextrakten von primä-
ren Mammakarzinomen mittels ELISA nachwei-
sen, dass sowohl uPA als auch PAI-1 signifikant
mit dem Überleben korrelierten [21]. Speziell in
der Untergruppe der nodal-negativen Mamma-
karzinome konnte eine Gruppe mit niedriger Ge-
webekonzentration an uPA und PAI-1 identifiziert
werden, die ein sehr geringes Rückfallrisiko (DFS
93 % nach 3 Jahren) aufwies. Demgegenüber hat-
ten Patientinnen mit erhöhtem uPA und PAI-1 le-
diglich ein DFS von 55 %.

Dieselbe Arbeitsgruppe bestätigte den starken pro-
gnostischen Effekt von PAI-1 bei 316 Mammakar-
zinompatientinnen auch bei einer längeren Nach-
beobachtungszeit von 77 Monaten (Median).
Zwar waren in der univariaten Analyse neben den
etablierten klinisch-pathologischen Faktoren wie
Tumorgröße, Nodalstatus, Hormonrezeptor-
Status, histologischer Differenzierungsgrad nach
Optimierung des Grenzwertes sowohl uPA als
auch PAI-1 signifikant mit dem Überleben assozi-
iert. In der multivariaten Analyse verblieb aller-
dings neben dem axillären Nodalstatus lediglich
PAI-1 als unabhängig signifikant [22]. Bei der Sub-
gruppe der nodalnegativen Patientinnen konnte
durch Hinzunahme von uPA zu PAI-1 eine Grup-
pe mit einem niedrigen Rezidivrisiko von 7,7 %
identifiziert werden. Diese Niedrigrisikogruppe
mit niedrigen uPA (<3 ng/mg Gesamtprotein) und
PAI-1 (<14 ng/mg Gesamtprotein) Konzentratio-
nen umfasste in dieser Untersuchung 53 % [22].

Auch Harbeck et al. zeigten, dass PAI-1 multivariat
einen stärkeren prognostischen Einfluss im unter-
suchten Kollektiv (n=276) hatte als uPA [23]. Der
Einfluss war am stärksten in der nodal-negativen
Subgruppe. Da in dieser Untersuchung die Mehr-
zahl der nodal-negativen Patientinnen keine adju-
vante Therapie erhalten hatten, spekulierten die

Autoren, dass diese Biomarker ein prädiktives Po-
tential für das Therapieansprechen haben [23].

In einer weiteren Publikation bezogen sich Har-
beck et al. dann vor allem auf die klinisch relevante
Gruppe der adjuvant unbehandelten nodal-nega-
tiven Patientinnen. Bei 269 Patientinnen mit einer
mittleren Nachbeobachtungszeit von 60 Monaten
konnten sie nachweisen, dass uPA/PAI-1 mit der
Prognose unabhängig signifikant assoziiert ist
[24]. Patientinnen mit Erhöhung zumindest einer
dieser beiden Invasionsfaktoren hatten ein erhöh-
tes Rückfallrisiko (p<0,001; Relatives Risiko 4,8;
95 % Konfidenzintervall (CI) 2,5-9,1). Die Auto-
ren schlussfolgerten daraus, dass beide Invasions-
faktoren am besten in Kombination zur Risikoab-
schätzung eingesetzt werden sollten.

Diese ausschließlich unizentrischen Daten liefer-
ten allerdings noch keine ausreichende Evidenz für
den Einsatz von uPA/PAI-1 zur Risikoabschätzung
in der täglichen Praxis.

4.4. Entwicklung von Biomar-
kern beim Mammakarzinom
Zusätzlich zu den etablierten klinisch-pathologi-
schen Faktoren wie Tumorgröße, Nodalstatus und
histologischem Differenzierungsgrad wurden
zahlreiche moderne tumorbiologisch orientierte
prognostische und prädiktive Faktoren in den letz-
ten Dekaden untersucht. Von diesen sind aller-
dings nur der Hormonrezeptor-Status und der
HER2-Status mit einem hohen Evidenzlevel breit
akzeptiert und werden in der klinischen Praxis ein-
gesetzt. Um die Qualität der Forschung über Bio-
marker zu verbessern, wurden die Empfehlung
REMARK (Reporting Recommendations of Tumor
Marker Prognostic Studies)-Kriterien eingeführt.
REMARK beschreibt, welche Informationen, wie
zum Beispiel Studiendesign, primäre Hyothese,
Patienten- und Gewebecharakteristika, Nachweis-
methoden und statistische Analysemethoden, bei
der Publikation einer Biomarkerstudie aufgeführt
werden sollten [25]. Abhängig von der Qualität ei-
ner Biomarkerstudie können unterschiedliche
Evidenzlevel für die einzelnen Marker vergeben
werden (☞ Tab. 4.2a) [26]. Um das höchste Evi-
denzlevel zu erreichen, musste ein Biomarker pro-
spektiv im Rahmen einer prospektiv randomisier-
ten Studie untersucht werden. Mittlerweile wurde
eine Modifikation dieser Evidenzlevel für Biomar-
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ker eingeführt, die bereits vorliegendes und archi-
viertes Gewebe stärker berücksichtigt [27]. Nach
wie vor wird allerdings eine a priori Untersuchung
in prospektiven randomisierten Studien als Gold-
standard angesehen. Unter Berücksichtigung der
Tatsache, dass solche Studien zur Evaluation von
Biomarkern allerdings organisatorisch und finan-
ziell sehr aufwendig sind, wurden effizientere
“prospektiv-retrospektive” Ansätze unter Ver-
wendung von archiviertem Material aus prospek-
tiven Studien beschrieben (☞ Tab. 4.2b).

4.5. uPA/PAI-1 als Prognosefak-
tor beim Mammakarzinom –
die Weiterentwicklung
Die Validierung der oben diskutierten Pilotdaten
für die Invasionsfaktoren uPA/PAI-1 wurde in ei-
ner prospektiv randomisierten multizentrischen
Studie “Chemo-N0” durchgeführt, in der gezeigt
werden konnte, dass uPA/PAI-1 adjuvant unbe-
handelte nodal-negative Patientinnen in eine
Niedrig- und eine Hochrisikogruppe stratifizieren
können [28]. Das 3-Jahres-Rückfallrisiko für Pa-
tientinnen mit niedrigem uPA und/oder PAI-1 be-
trug 6,7 %. Die Rückfallrate bei Patientinnen mit
erhöhten Werten für uPA und/oder PAI-1 lag bei
14,7 % (P = 0,006). Die Patientinnen mit erhöhten

Proteasen wurden zwischen Beobachtung und ei-
ner adjuvanten Chemotherapie mit Cyclophos-
phamid/Methotrext/5-Fluorouracil (CMF) ran-
domisiert. Hier zeigte sich ein nicht-signifikanter
Trend für eine bessere Prognose durch CMF in der
intention-to-treat Analyse (HR=0,56; 95 % CI=
0,25–1,28). Die 10-Jahres-Ergebnisse der prospek-
tiven Chemo-N0-Studie haben die prognostische
Bedeutung der Invasionsfaktoren uPA/PAI-1 im
Primärtumorgewebe bei nodal-negativen Tumo-
ren bestätigt. Harbeck et al. konnten zeigen, dass
nodal-negative Patientinnen mit niedrigem uPA/
PAI-1 ohne adjuvante Therapie ein 10-Jahres-
Rezidivrisiko von 12,9 % hatten und dass Patien-
tinnen mit erhöhtem uPA/PAI-1 von einer CMF-
Chemotherapie profitierten (HR 0,48; 95CI 0,26-
0,88; p=0,019) [29]. Eine aktuelle pharmakoöko-
nomische Analyse bestätigte die Kosteneffektivität
der Bestimmung [30].

Um das wie oben angesprochene höchste Evidenz-
niveau für uPA/PAI-1 zu erreichen, wurden Me-
taanalysen aus gepoolten Daten durchgeführt.
Eine umfassende Analyse von 8.377 Patientinnen
aus 16 Studiengruppen zeigte die gute Reprodu-
zierbarkeit der Untersuchungsmethode und bestä-
tigte die enge Assoziation von uPA und PAI-1 mit
der Prognose beim Mammakarzinom [31]. So-
wohl bei nodal-positiven als auch bei nodal-nega-
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A B C D

Art prospektiv Prospektiv mit Ar-
chivgewebe

Prospektiv/Beobach-
tung

Retrospektiv/Beob-
achtung

Klinische
Studie

Prospektiv, Tumor-
marker primäres
Studienziel

Prospektiv, Tumor-
marker nicht primä-
res Studienziel

Prospektive Beob-
achtungsstudie

Keine prospektiven
Elemente

Tab. 4.2a: Kategorien von Tumormarkerstudien.

Level of
Evidence

Kategorie aus
Tab. 4.2a

Validierungsstudie

I A Nicht erforderlich

I B Mindestens eine mit konsistenten Ergebnissen

II B Keine oder inkonsistente Ergebnisse

II C Mindestens 2 mit konsistenten Ergebnissen

III C Keine oder nur eine mit konsistenten Ergebnissen oder inkonsistente
Ergebnisse

IV-V D Nicht ausreichend

Tab. 4.2b: Level of Evidence von Tumormarkerstudien.
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tiven Patientinnen war uPA und PAI-1 multivariat
unabhängig mit einem verkürzten DFS und OS as-
soziiert. Speziell in der Gruppe der adjuvant unbe-
handelten nodal-negativen Patientinnen (n=
3.362) zeigte sich eine starke und unabhängige As-
soziation der Proteasen mit DFS und OS. Im Cox-
Modell hatten die Invasionsfaktoren eine zu den
traditionellen Prognosefaktoren zusätzliche pro-
gnostische Bedeutung in Bezug auf DFS und OS.

Der prädiktive Einfluss der Invasionsfaktoren
uPA/PAI-1 wurde ebenfalls in einem gepoolten
Kollektiv anhand von 3.424 primären Mamma-
karzinomen evaluiert, die eine adjuvante endokri-
ne und/oder Chemotherapie erhalten hatten [32].
Nach einer medianen Nachbeobachtungszeit von
83 Monaten profitierten speziell Patientinnen mit
erhöhter uPA- und/oder PAI-1 Konzentration im
Primärtumor von einer adjuvanten Chemothera-
pie. Dieser Effekt zeigte sich in einer signifikanten
Interaktion zwischen den Invasionsfaktoren uPA/
PAI-1 und dem Effekt der adjuvanter Chemothe-
rapie (p<0,003; Hazard Ratio [HR]=0,68; 95 % CI
=0,53-0,88). Im Gegensatz zu dem verstärkten Ef-
fekt einer adjuvanten Chemotherapie bei erhöhter
Konzentration von uPA/PAI-1 zeigte sich keine
Assoziation bei einer adjuvanten endokrinen The-
rapie [32]. Die Autoren postulierten, dass uPA/
PAI-1 nicht nur unabhängige Aussagen für das
Überleben liefern, sondern auch durch ihre prä-
diktive Bedeutung ein “Maßschneidern” adjuvan-
ter Therapiekonzepte ermöglichen.

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde die Node-
Negative Breast Cancer 3 (NNBC 3)-Europe-Stu-

die als multizentrische Studie durchgeführt. In
dieser prospektiv randomisierten Studie wurden
nodal-negative Patientinnen mit primärem Mam-
makarzinom und erhöhten uPA- und/oder PAI-1
Konzentrationen zwischen 6 Zyklen 5-Fluoro-
uracil/Epirubicin/Cyclophosphamid (FEC) oder 3
Zyklen FEC gefolgt von 3 Zyklen Docetaxel rando-
misiert [33]. Im Anschluss daran erhielten die Pa-
tientinnen bei positivem Hormonrezeptor-Status
eine adjuvante endokrine Therapie. Die Patientin-
nen mit niedrigen Konzentrationen von uPA und
PAI-1 erhielten keine adjuvante Chemotherapie
und bei positiven Hormonrezeptor-Status eine
adjuvante endokrine Therapie. Parallel zu uPA/
PAI-1 wurde auch ein klinisch-pathologischer Ri-
sikoalgorithmus evaluiert und zur Risikostratifika-
tion benutzt. Dieser Risikoalgorithmus zeigte re-
trospektiv bei nodal-negativen und adjuvant un-
behandelten Patientinnen eine von Adjuvant un-
abhängige Assoziation mit DFS und OS [34]. Zu-
sammengefasst sind diese Algorithmen in Tab. 4.1.

Ein praktisches Problem bei der Bestimmung der
Proteine uPA und PAI-1 ist die Verwendung von
frischem Gewebe. Untersuchungen am Paraffin-
gewebe mittels RT-PCR oder Immunhistochemie
sind nicht ausreichend validiert und werden für
den Routineeinsatz nicht empfohlen [35]. Die Op-
tion einer Untersuchung dieser beiden Invasions-
faktoren am Paraffingewebe mittels Protein Mi-
croarrays zeigt Assoziationen mit Akt, ERK und
Stat3, ohne dass man derzeit valide prognostische
Informationen aus dieser neuen Methode ziehen
kann [36]. Ursprünglich waren uPA/PAI-1 am
Frischmaterial nach Operation des Mammakarzi-
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Abb. 4.2: Validierung der Prognosemarker uPA und PAI-1.
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noms gemessen worden. Darüber hinaus scheint es
sich bei der Überexpression dieser Faktoren um
ein generell onkologisches Prinzip zu handeln:
Auch bei anderen Karzinomen (Magenkarzinom,
Blasenkarzinom, Rektumkarzinom etc.) konnten
hohe Konzentrationen dieser Faktoren im jeweili-
gen Tumorgewebe mit einer ungünstigen Progno-
se korreliert werden [37].

Um die Möglichkeit der Vereinfachung der Gewe-
beaservierung zu prüfen, wurde uPA/PAI-1 an Ge-
webe aus Stanzbiopsien untersucht. In dieser Pi-
lot-Untersuchung konnte eine signifikante Korre-
lation der aus der Stanze gemessenen Werte mit
denen aus Operationsmaterial gezeigt werden (R
für uPA=0,789 und für PAI-1=0,907; jeweils p<
0,001); der positive prädiktive Wert war 0,94, der
negative prädiktive Wert betrug 1,00 [38].

4.6. uPA/PAI-1 in der Einschät-
zung der Fachgesellschaften
Die Empfehlungen zur Verwendung von neueren
Biomarkern beim Mammakarzinom wurden von
der American Society of Clinical Oncology (ASCO)
zuletzt 2007 aktualisiert [39]. Zusätzlich zu ER und
HER2 wurden noch Biomarker wie uPA/PAI-1
und bestimmte Genexpressionsalgorithmen für
den praktischen Einsatz empfohlen. Auch die
Kommission Mamma der Arbeitsgemeinschaft für
Gynäkologische Onkologie (AGO) führt seit 2002
auf dem Boden der oben aufgenommenen Evidenz
uPA/PAI-1 mit dem höchsten Empfehlungsgrad
LoE 1A auf.

Insgesamt lassen uPA/PAI-1 eine verbesserte
Risikoabschätzung speziell bei nodal-negativen
Mammakarzinomen zu. Es ist entscheidend,
dass ein unkritischer oder unsachgemäßer Ein-
satz nicht zu einer Unter- oder Fehltherapie der
Patientinnen führen darf.
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5. Pathologie: Histologische Sicherung des
Mammakarzinoms und Biomarker für die Prognose
und Prädiktion

5.1. Einleitung
Verschiedene Subtypen beim Mammakar-
zinom

Beim Mammakarzinom wird erstmalig offensicht-
lich, wie aus tumorbiologischen Eigenschaften ein
neues Klassifikationsprinzip entsteht, das wegen
seiner auf therapeutische Konsequenzen ausge-
richteten Pragmatik die traditionelle histomor-
phologische Klassifikation (Typing, Staging und
Grading, siehe unten) überlagert. Die auf moleku-
laren Genexpressionsprofilen beruhenden intrin-
sichen Subtypen des Mammakarzinoms sind in
immunhistochemischer Translation zu klinisch-
pathologischen Kategorien geworden.

Dabei werden ein

 tripel-negativer (“basaler”)

 die Hormonrezeptor-positiven Typen Lumi-
nal A und Luminal B

sowie der

 Hormonrezeptor-negative HER2-Typ
unterschieden. Dass der Rezeptorenstatus eine
eigene Klassifikationsgrundlage bilden kann,
die den übrigen pathologischen Einteilungs-
prinzipien zumindest ebenbürtig ist, entspricht
der klinischen Erfahrung und wurde durch mo-
lekulare Studien nahegelegt [1].

Über mRNA-Expressionsprofile ohne Korrelation
zu Proteindaten wurden dabei die intrinsischen
Subtypen

 Luminal A-Typ

 Luminal B-Typ

 HER2-Typ

 basaler Phänotyp

unterschieden [1]. Der sogenannte Normaltyp
stellt wahrscheinlich ein Artefakt dar und hat kei-
nen weiteren Eingang in die Literatur gefunden.
Diese Typen lassen sich nicht direkt in immunhi-
stochemische Algorithmen übertragen [2,3]. Es
bestehen allerdings zumindest partielle Überlap-
pungen:

 gut differenziertes, niedriggradiges, hoch-
Östrogenrezeptor-positives Mammakarzinom
(“Luminal A-Phänotyp”)

 Schlecht differenziertes, hochgradiges (G3),
hoch- oder niedrig-Östrogenrezeptor-positives
Mammakarzinom (“Luminal B-Phänotyp”)

 HER2 überexprimierendes und amplifiziertes
Mammakarzinom (“HER2-Phänotyp“)

 Tripel-negatives Mammakarzinom (“Basaler
Phänotyp”)

Die zunächst molekular definierten intrinsischen
Subtypen haben operationale Begriffe geschaffen,
die Grundlage einer auf Therapieoptionen ausge-
richteten pragmatischen Klassifikation des Mam-
makarzinoms geworden sind.

Die Ungenauigkeit, dass die immunhistochemi-
schen Entsprechungen nicht nachgewiesen wur-
den (z.B. durch prozentuale Schwellenwerte für
den erforderlichen Anteil durch hochmolekulares,
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Luminal A Luminal B
HER2-negativ

Luminal B
HER2-positiv

HER2
(non-luminal)

Tripel-negativ
(basal-like*)

ER positiv positiv positiv negativ negativ

PgR positiv (20 %) positiv/negativ positiv/negativ negativ negativ

HER2 negativ negativ positiv positiv negativ

Ki-67 <20 % 20 %

G G1, G2 G2, G3 G2, G3 G2, G3 G1, G2, G3

Tab. 5.1: Immunhistochemische Charakterisierung der intrinsischen Subtypen des Mammakarzinoms [20]. ER =
Östrogenrezeptor; PgR = Progesteronrezeptor; HER2 = humaner epidermaler Wachstumsfaktor 2; G = Grading.
*Die tripel-negativen und die basal-like Mammakarzinome sind nur in etwa 60-80 % deckungsgleich.
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“basales” Zytokeratin markierter Zellen), sondern
anhand klinischer Studiendaten und Erfahrungen
gesetzt wurden, hat dem Konzept der “intrinsi-
schen Typen” keinen Abbruch getan. Vielmehr
wurden die etablierten und definierten Begriffe der
Rezeptorpositivität oder -negativität mit der neu-
en Terminologie eingängiger bezeichnet und von
einem bloßen Attribut zu einem den übrigen pa-
thologischen Einteilungen (Typing, Grading, Sta-
ging) ebenbürtigem Klassifikationsprinzip erho-
ben (☞ Abb. 5.1).

Allerdings ist dies mit den folgenden Einschrän-
kungen geschehen:

 Gegenwärtig besteht keine allgemein gültige
“Übersetzung” aller molekular definierten in-
trinsischen Typen (z.B basaler Typ, Luminal A/
B-Typ) in immunhistochemische Definitionen
sowohl in Hinblick auf Marker als auch auf
Schwellenwerte

 Der basale Typ zeigt eine nur partielle bis zu ca.
80 % betragende Überschneidung mit der tripel-
negativen Untergruppe des duktal invasiven
Mammakarzinoms (ER <1 % und PgR <1 %
und HER2 0/1+/2+ ohne Amplifikation)

 Keiner der in der Pathologie angewandten Mar-
ker (Ki-67, Grading, Recurrence Score®, Endo-
Predict® etc.) kann zuverlässig zwischen Lumi-
nal A-Typ und Luminal B-Typ differenzieren

 RNA-Expressionsanalysen können zur Bestim-
mung des intrinsischen Typs eines Tumorher-
des zu Therapiezwecken herangezogen werden -
dies vorzugsweise in Studien

Der luminale Typ des Mammakarzinoms beinhal-
tet nach den Genexpressionsprofilen von Perou et
al. [1] zwei Subtypen mit einer günstigen (Luminal
A) und einer ungünstigen Prognose (Luminal B).
Die Unterscheidung zwischen luminalem Typ A
und B ist zu einem Stellvertreter für die in vielen
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HER2-Typ

( HER2-positiv, non-luminal)
~15 %

Luminal-TypBasaler Typ

(basal-like; ER-negativ/
PR-negativ/HER2-negativ

= tripel-negativ)
~15-20 %

Luminal A Luminal B

Ki-67 < 20 % - PR 20 %
“Low Risk”

> Ki-67 20 %
“High Risk”

>

Luminal B

HER2-positiv

Luminal B

HER2-negativ

( ER-positiv)
~70-80 %

Abb. 5.1: Die intrinsischen Typen des Mammakarzinoms sind eigentlich durch Genexpressionsprofile definiert, je-
doch werden immunhistochemische Analoga, wie hier durch den St. Gallen-Konsens, zunehmend angewandt [20].
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Einzelfällen ungeklärte Frage geworden: Ist eine al-
leinige endokrine Therapie des Hormonrezeptor-
positiven Mammakarzinoms ausreichend oder
sollte sie mit einer Chemotherapie kombiniert
werden? Wegen des Surrogatcharakters wird die
Unterscheidung zwischen luminalem Subtyp A
und B in der Klinik und in Studien häufig mit der
Stratifizierung in endokrine Therapie oder chemo-
endokrine Therapie allein gleich gesetzt.

Gleichzeitig verlieren die traditionellen pathologi-
schen Kategorien, die zur Beantwortung dieser
Frage herangezogen werden können (Tumorgrö-
ße, axillärer lymphonodulärer Ausbreitungssta-
tus), an Bedeutung [4]. Bei bis zu drei befallenen
axillären Lymphknoten kann unter Umständen
auf eine Chemotherapie verzichtet und eine allei-
nige endokrine Therapie durchgeführt werden.

Da es aber zurzeit keine ausreichend evidenzba-
sierte verbindliche Antwort auf die Frage zur Ab-
grenzung von luminalem Typ A und Typ B gibt
[5], sind verschiedene Faktoren in Diskussion, die
eine Kategorisierung in Typ a und Typ B eindeutig
machen könnten[6a]:

 Höhe der Hormonrezeptor-Expression

 Histopathologisches Grading

 Proliferationsaktivität (z.B. Höhe der Ki-67-
Expression)

 HER2-Status

 Molekulare Expressionsprofile

Im St. Gallen-Konsens 2009 wurde zwischen hoch-
positiven Karzinomen (Östrogenrezeptor und
Progesteronrezeptor >50 %), die auch bei positi-
vem Lymphknotenstatus (1-3) für eine alleinige
hormonelle Therapie in Betracht kommen, und
schwächer exprimierenden Tumoren unterschie-
den, bei denen eine relative Indikation für Chemo-
therapie gesehen wurde [4]. Wo die Grenze zwi-
schen einer hohen und niedrigen Rezeptorpositi-
vität verläuft, kann nicht sicher angegeben werden.
Im St.-Gallen-Konsens wurden 50 % angenom-
men [4].

Es ist zwar naheliegend, unterschiedliches biologi-
sches Verhalten des Tumors und therapeutisches
Ansprechen zu erwarten, wenn in einem Karzi-
nom nur 5 % der Zellen oder annähernd 100 % der
Zellen Östrogenrezeptor-positiv sind dafür gibt es
jedoch nur begrenzte Evidenz und keine reprodu-
zierbaren Schwellenwerte. Ebenso ist unklar, ob

die Abwesenheit des Progesteronrezeptors den Lu-
minal B-Typ konstitutieren kann.

Die Höhe der Expression des Östrogenrezep-
tors- und oder des Progesteronrezeptors kann
daher nicht zur Unterscheidung von Luminal
A- und B-Typ herangezogen werden.

5.2. Histologische Typisierung
Die World Health Organization (WHO)-Klassifi-
kation der Mammakarzinome unterscheidet 37
verschiedene Typen invasiver Karzinome. Die
häufigsten Formen sind das nicht weiter zu spezifi-
zierende invasive Mammakarzinom (früher duk-
tal invasiv), das ca. 70-80 % ausmacht, und das in-
vasive lobuläre Karzinom mit einem Anteil von
etwa 10-15 % aller Fälle. Zwar weiß man, dass be-
sondere Formen wie das tubuläre oder das muzi-
nöse Mammakarzinom eine bessere Prognose auf-
weisen, jedoch gilt beim Mammakarzinom, dass
das Grading weit wichtiger ist als die histologische
Subtypisierung. Zudem ist die Reproduzierbarkeit
der Differenzierungskriterien, z.B. beim medullä-
ren Mammakarzinom, eingeschränkt und histolo-
gische typenspezifische Studien existieren kaum.
Dennoch verbinden sich mit der Angabe z.B. eines
lobulären Subtyps wichtige Zusatzinformationen
und biologische Besonderheiten. Das lobuläre
Mammakarzinom ist häufiger multifokal und bei-
seitig ausgebildet, in der Bildgebung und Palpation
schwer zu erfassen, fast immer vom luminalen Typ
und metastasiert besonders (Pleura, Peritoneum,
Leber und Knochen, aber nicht ZNS).

5.3. TNM-Klassifikation
Nach wie vor ist die TNM-Klassifikation von gro-
ßer klinischer Bedeutung, auch wenn die in einer
Tumorgröße zusammengefassten Kategorien sehr
heterogen sind. Ein pT1c-Tumor reicht von 1-2
cm Größe und kann dabei mit einem Durchmesser
von 1,1 cm ein Volumen von 0,6 cm3 aufweisen,
bei 1,9 cm Durchmesser beträgt das Volumen mit
4,5 cm3 bereits knapp das Achtfache.

Die Feststellung der anatomischen Ausbreitung ei-
nes Tumors bleibt ein wichtiger prognostischer
Parameter. Dadurch, dass Mammakarzinome im
Rahmen der Früherkennung in initialen Stadien
diagnostiziert werden, verliert jedoch das klassi-
sche Unterscheidungsmerkmal der Tumorgröße
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an Bedeutung. Zudem erscheint die diskontinuier-
liche Klassifikation in Größenkategorien nach
dem TNM-System nur bedingt die Biologie wie-
derzuspiegeln. Dennoch bleibt die Tumorgröße
ein für die Therapie weiterhin einflussreicher Risi-
koparameter. Auch die Absiedlung in die regionä-
ren Lymphknoten stellt eine wichtige prognosti-
sche Information dar und muss bei jedem Mam-
makarzinom erfasst werden. Viele Anstrengungen
sind unternommen worden, das Staging zu präzi-
sieren und kleinste Lymphknotenabsiedlungen
(Einzelzelldissimination und Mikrometastasen)
nachzuweisen. Überraschenderweise zeigte sich je-

doch, dass der mit vergrößertem Aufwand zu er-
reichende Nachweis okkulter Metastasen einen so
geringen Zusatznutzen birgt, dass der Aufwand
nicht gerechtfertigt erscheint [6]. Diese große Stu-
die an 3.887 Patientinnen kommt zu dem Schluss,
dass okkulte Metastasen zwar die Prognose ver-
schlechtern, dieser Effekt jedoch so gering ist
(1,2 % auf 5 Jahre), dass der hohe Aufwand einer
systematischen Suche mittels Immunhistochemie
nicht zu rechtfertigen ist [6]. In der MIRROR-
Studie [7] wurde gezeigt, dass Einzelzellnachweis
und Mikrometastasen zu einer signifikant schlech-
teren Prognose führen und sich dabei in ihrem

5.3. TNM-Klassifikation 57

Tumorstadium lokal:
pT

Tumorstadium regionale
Lymphknoten: pN

Tumorstadium
Fernmetastasen: M

 pT0
Kein Tumor nachweisbar

 pTis
In-situ-Karzinom ohne Invasion

 pT1mic
Mikroinvasion bis 0,1 cm

 pT1
bis 2 cm

- pT1a

 0,5 cm

- pT1b
> 0,5 cm bis 1 cm

- T1c
> 1 cm bis 2 cm

 pT2
> 2 cm bis 5 cm

 pT3
> 5 cm

 pT4
Jede Größe mit Infiltration von
Brustwand und/oder Haut

- pT4a
Brustwand

- pT4b
Hautulkus, Orangenhaut, cuta-
ner Satellitenknoten

- pT4c
4a plus 4b

- pT4d
Inflammatorisches Karzinom

 pN0
Keine oder wenig Tumorzel-
len nachweisbar (nicht mehr
als 200 in einer Schnittebene
oder < 0,2 mm)

 pN1
1-3 Lymphknoten befallen,
mindestens eine > 2 mm

- pN1mic
> 0,2 mm und/oder > 200
Zellen und < 2 mm

 pN2
4-9 Lymphknoten befallen,
mindestens 1 > 2 mm

 pN3
10 oder mehr axilläre
und/oder infraclaviculäre
Lymphknoten

 M0
Klinisch keine Metastasen

 M1
Klinischer Metastasennach-
weis

Tab. 5.2: TNM-Klassifikation Brustkrebs.
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prognostischen Effekt nicht unterscheiden. Daher
wird eine immunhistochemische Analyse von Sen-
tinel-Lymphknoten für notwendig erachtet. Die-
ser Befund wurde von anderen Arbeitsgruppen
nicht bestätigt [8-10]. Möglicherweise kommen
die prognostischen Effekte der Mikrometastasen
aufgrund einer immer effektiver werdenden The-
rapie nicht zum Tragen. Um die Sensitivität des
Lymphknotenmetastasennachweises zu erhöhen,
stehen neben der konventionellen Histologie an
Paraffinschnitten und Schnellschnitthistologie an
Kryoschnitten [11] molekularbiologische Verfah-
ren (OSNA RT-PCR) zur Verfügung, die aber
noch nicht in die Routine-Diagnostik integriert
sind [12-14].

Große Erwartungen sind auch geknüpft an den
Nachweis von Mikrometastasen im Knochenmark
[15] und zirkulierende Tumorzellen [16]. Für die
erstere Bestimmung wird heparinisiertes Kno-
chenmark benötigt, das über Spezialzentrifugen-
einsätze in großer Zellzahl auf Objektträger aufge-
bracht und immunhistochemisch (Antikörper
A45-B/B3 oder CK 8/18 und 8/19) auf Zytokera-
tin-positive Zellen untersucht wird. Dabei zählt al-
lein die Detektion des Antigens unabhängig von
der Intensität; auch in geringer Zahl vorhandene
zytologisch als normal erscheinende Zellen gelten
als positiv. Trotz vorliegender prospektiver Stu-
dien [16] wurde die Evidenz vom ASCO und in
den in Deutschen Leitlinien nicht als ausreichend
für eine Empfehlung angesehen.

Verschiedene Verfahren zum Nachweis zirkulie-
render Tumorzellen sind demnach ebenfalls nicht
empfohlen. Derartige immunzytologische Assays
zum Einzelzellnachweis werden bis auf wenige
Ausnahmen nicht durch Pathologische Institute
durchgeführt.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die
prognostische Bedeutung von Einzelzellabsied-
lungen und Mikrometastasen im axillären
Lymphknoten gering ist und den generellen
Einsatz immunhistochemischer Nachweisme-
thoden nicht rechtfertigt. Hämatogene Mikro-
metastasen und zirkulierende Tumorzellen
spielen außerhalb von Studien derzeit keine
Rolle.

5.4. Histopathologisches
Grading
Das histopathologische Grading hat seine progno-
stische Potenz in mehreren Studien unter Beweis
gestellt wenn es durch einen Geübten oder zentral
erfolgt [3]. Es ist eine zuverlässige Methode, um
zwischen einem hohen (G3) und einem niedrigen
Rezidivrisiko (G1) der Patientin zu unterscheiden.

Von Kritikern wird es dagegen als nicht präzise
und reproduzierbar genug für eine zuverlässige
Stratifizierung angesehen [17]. Besonders proble-
matisch ist, dass ein Großteil der Tumore mit ei-
nem Anteil von 35-50 % in die prognostisch nicht
eindeutige G2-Gruppe fällt.

Dennoch haben mehrere Studien gezeigt, dass die
Unterscheidung von luminalem A- und B-Typ mit
Hilfe des Gradings hinsichtlich des Therapiean-
sprechens gute Korrelationen liefert. Hierbei wur-
de der Luminal B-Typ mit einem histopathologi-
schen Grad 3 gleichgesetzt [18, 19]. Nach dem St.
Gallen Konsens 2011 kann bei Fehlen von Prolife-
rationsdaten das histopathologische Grading als
Surrogatparameter eingesetzt werden [20].

Prospektive Studien sind erforderlich, um die
Wertigkeit des Gradings im Vergleich zu anderen
verfügbaren Methoden der Stratifikation insbe-
sondere innerhalb der luminalen Tumorgruppe zu
überprüfen.

5.5. Hormonrezeptoren

Der immunhistochemische Nachweis der Ex-
pression der Steroidhormonrezeptoren (ER/
PgR) im Tumorgewebe stellt den am längsten
etablierten prädiktiven Marker in der Patholo-
gie dar und bildet das Äquivalent des luminalen
Phänotyps.

Das Verfahren ist gut reproduzierbar [21] und in
Ringversuchen werden stringente Ergebnisse er-
zielt [22]. Diese Gruppe bildet die größte Unter-
gruppe der Mammakarzinome mit einem Anteil
von 70-80 %.

Beim Vergleich von Analysen an Stanzbiopsien
und Resektaten zeigte sich an über 500 Fällen eine
>97 %ige Konkordanz beim Östrogenrezeptor,
während diese für den Progesteronrezeptor wegen
der felderförmigen Expression deutlich geringer
war [von Wasielewski et al. unveröffentlicht].
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Wegen der Option zur neoadjuvanten Therapie ist
eine Rezeptoranalyse am Tumorgewebe von
Stanzbiopsien indiziert.

Bei der Einstufung eines Herdes als Steroidrezep-
tor-positiv (und damit als “luminaler-Typ”) hat
ein Meinungswandel stattgefunden. Es werden
nicht mehr bestimmte Prozentsätze (z.B. 10 % der
Tumorzellen) für die Befundung eines positiven
Hormonrezeptor-Status gefordert, sondern jede
detektierte Expression gilt als potenziell responsiv
[4]. Die-Leitlinien der American Society of Clinical
Oncology/College Of American Pathologists (ASCO/
CAP Guidelines] geben eine Grenze von 1 % an
[23, 24a]. Insofern kommt es darauf an, auch mini-
male Prozentsätze positiver Zellen im Befund mit-
zuteilen und nicht über den aus Anzahl der gefärb-
ten Zellen und Intensität der Färbung gemittelten
Score Rezeptorpositivität oder -negativität festzu-
legen (☞ Tab. 5.1).

Wie aus der Tabelle 5.3 hervorgeht, sind alleinige
Score-Angaben zur Beurteilung der Rezeptorposi-
tivität nicht sinnvoll, da es Fälle gibt, die nach dem
Remmele- oder Allred-Score negativ, nach den
neuen Empfehlungen von ASCO/CAP oder
St. Gallen aber Östrogenrezeptor-positiv sind.

Die biologische Signifikanz einer alleinigen Proge-
steronrezeptor-Expression bleibt unklar und kann
Folge eines Färbeartefaktes sein. Auch wird der
Progesteronrezeptor eher als prognostischer, denn
als prädiktiver Marker angesehen, der nicht geeig-
net ist, das Ansprechen auf eine antihormonelle
Therapie vorher zu sagen [23].

Eine mögliche Alternative zur Festlegung des Re-
zeptorstatus mittels Immunhistochemie ist die
Quantifizierung der Expression über die mRNA,
wie sie z.B. beim Recurrence Score® durchführt
wird [32]. Dieses Verfahren wurde von den ASCO/
CAP-Leitlinien jedoch nicht als ausreichend durch
Studien abgesichert angesehen [23].
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Klassi-
fikation

ASCO/CAP
2010 [23]

Remmele-Score [23b] Allred-Score [23a] St. Gallen-Konsensus
2009 [4]

Bewertung Prozen-
tualität

Färbeintensität (1-3)
x Prozentualität (1-4)
= max. 12

Färbeintensität (1-3)
+ Prozentualität (1-5)
= max. 8

Prozentualität

> 0 bis <10 % = 1 >0 bis 1% = 1 Schwach positiv:
>0 bis 49 %

10 bis <50 % = 2 >1 % bis 10 % = 2

50 % bis 80 % = 3 >10 % bis 33 % = 3 Hoch positiv: 50 %

>80 % = 4 >33 % bis 66 % = 4

>66 % bis 100 % = 5

Positiv Positiv
1 %

Positiv 3 (Score) Positiv 3 (Score)
1% mäßig gefärbt

Positiv >0 (%)

Negativ Negativ
<1 %

Negativ 2 (Score) Negativ  2 (Score) Negativ 0 (%)

Diskrepante
Positivitäts-
grenze im
Vergleich zu
ASCO/CAP

1 % mindestens stark
gefärbt

1 % mindestens mäßig
gefärbt

>0 % bis <1 %

Diskrepante
Negativitäts-
grenze im
Vergleich zu
ASCO/CAP

49 % schwach gefärbt;
9% mäßig gefärbt

1 % schwach gefärbt >0 % bis <1 %

Tab. 5.3: Klassifikation der Hormonrezeptor-Expression.
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5.6. Ki-67
Wie aus Abbildung 5.1 ersichtlich, haben die St.
Gallen-Empfehlungen 2011 einen Versuch unter-
nommen, den molekularbiologisch ermittelten in-
trinsischen Subtypen des Mammakarzinoms eine
immunhistochemische Definition zuzuordnen
[20] (☞ Abb. 5.1).

Bemerkenswert ist dabei der hohe Stellenwert, der
dem Proliferationsmarker Ki-67, der seit 30 Jahren
bekannt ist und in zahlreichen Studien zum Mam-
makarzinom eingesetzt worden ist, eingeräumt
wird [24,25].

Ki-67 ist ein nukleäres Antigen, das von der G1- bis
zur M-Phase exprimiert wird und nur in der G0-
Phase des Zellzyklus nicht nachweisbar ist. Im Ge-
gensatz zu anderen Markern wie PCNA (Prolifera-
ting Cell Nuclear Antigen, ein Co-Faktor der DNA-

Polymerase) oder Topoisomerase II, wird das Ki-
67-Protein ausschließlich im Rahmen der Prolife-
ration und nicht auch während der DNA-Repa-
ratur exprimiert. Ferner wird es schneller in der
Zelle degradiert, was die Auswertbarkeit erleich-
tert.

Verschiedene Antikörper stehen zum Nachweis
von Ki-67 im Gewebe zur Verfügung, die auch am
Paraffin eingebetteten Routinematerial zuverlässig
anwendbar sind (z.B. Mib1, Ki-S5, SP6). Die Ki-
67-Expressionwird als Prozentsatz positiv mar-
kierter Tumorzellkerne bezogen auf alle Tumor-
zellen angegeben [25].

Es konnte gezeigt werden, dass mit der Bestim-
mung von Ki-67 an Stanzbiopsien der endgültige
Grad der Proliferation zuverlässiger vorhergesagt
werden kann als mit der Zählung von Mitosen, da
hierfür häufig nicht genügend Gesichtsfelder bei
der mikroskopischen Auswertung zur Verfügung
stehen [26]. Mithilfe von Ki-67 lässt sich die histo-
pathologische Graduierung der Tumorzellen ob-
jektivieren, wobei Grenzwerte von

  10 % entsprechend G1

 > 10 % bis < 25 % entsprechend G2

  25 % entsprechend G3

angegeben werden [27].

Hinsichtlich der prognostischen Aussage existie-
ren für Ki-67 auch zweiteilige Systeme, wobei die
Grenze zwischen niedrigem und erhöhtem Risiko

unterschiedlich gezogen wird, z.B. bei 13,5 % [28]
und 20 % [25].

Metaanalysen an 15.790 Patienten ergaben, dass
hinsichtlich des Gesamtüberlebens Ki-67 trotz der
unterschiedlich genutzten cut-off-Werte eine
Hochrisikogruppe identifizieren kann [29]. In
Stanzbiopsien sagt der Ki-67-Wert das endgültige
Grading zuverlässiger voraus als das Grading selbst
[30].

Als prädiktiver Marker kann Ki-67 Auskunft über
die Wirksamkeit und das Ansprechen auf endokri-
ne Therapien geben [28]. Bezüglich des Anspre-
chens auf eine Chemotherapie ergab sich, dass die
höher Ki-67-exprimierenden Tumoren nach Be-
handlung mit Docetaxel ein signifikant reduziertes
Rezidivrisiko aufweisen [31]. Bei der neoadjuvan-
ten Therapie sagt ein hoher Ki-67-Wert eine ge-
steigerte Ansprechwahrscheinlichkeit auf eine
Chemotherapie  voraus [32,33].

Trotz dieser Qualitäten ist Ki-67 bisher noch kein
allgemein empfohlener Prognosemarker, da eine
Standardisierung nicht gegeben ist. So sind folgen-
de Kriterien nicht vereinheitlicht:

 Verschiedene Grenzwerte zwischen Hoch- und
Niedrigrisiko (10 %, 13,5 %, 15 %, 20 %)

 Auswahl der zu quantifizierenden Tumorregion
(Areal höchster Ki-67-Markierung oder alle Fel-
der mit Tumorzellen)

 Zahl der zu analysierenden Zellen (100-1.000)

 Semiquantitative Schätzung in 5 %-Schritten
oder Einzelzellauszählung

 Unterschiedliche Antikörper und divergente
Antigenaufbereitungen führen zu unterschiedli-
chen Werten wie ein Ringversuch gezeigt hat
[34]

Einen Versuch der Konsensfindung hat es im Jahr
2011 gegeben [35]. Dabei wurden die folgenden
Empfehlungen gegeben:

 MIB1 als Standardantikörper

 Mindestens 3 Gesichtsfelder bei stärkster Ver-
größerung mit mindestens 500 Zellen auswerten

 Auszählen an der Invasionsfront

 Ausschließlich nukleäre Färbung

 Färbeintensität irrelevant
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 Ein einheitlicher Grenzwert ist nicht definier-
bar. Eine entsprechende Angabe in Hinblick auf
Prognose, Prädiktion oder Monitoring sollte
nur erfolgen, wenn die lokal verwandte Metho-
dik mittels des jeweiligen Studienmaterials vali-
diert wurde

Bei der gegebenen methodischen Heterogenität
sah sich die Expertengruppe außerstande, einen
einheitlichen Grenzwert anzugeben und unter-
scheidet sich dadurch von den St. Gallen-Emp-
fehlungen [35, 20]. Auf die Problematik einer sub-
jektiv beeinflussten Auswertung der Ki-67-Fär-
bung, gerade in dem Bereich, in dem der Grenz-
wert der St. Gallen-Empfehlung liegt, hat eine
jüngste Studie aus der Schweiz hingewiesen [36].
Zusammenfassend objektiviert die Proliferations-
bestimmung mit Ki-67 das Grading und kann
wichtige prognostische und prädiktive Zusatzin-
formationen liefern. In einem Zwischenbereich
von 11-25 % bestehen Unklarheit über die Grenz-
werte und eingeschränkte Reproduzierbarkeit. An
Gewebestanzen ist die Graduierung mit Ki-67 dem
traditionellen Mitosezählen überlegen.

5.7. HER2
Ein nach älteren Untersuchungen [37] 30 % betra-
gender, tatsächlich aber deutlich geringerer Anteil
der invasiven Mammakarzinome weist eine Über-
expression oder Amplifikation von HER2 (Human
Epidermal Growth Factor Receptor 2) auf und
kommt für eine kombinierte Antikörper- und
Chemotherapie in Betracht.

Eine HER2-Überexpression oder HER2-Ampli-
fikation zeigt nicht nur einen aggressiveren Ver-
lauf der Tumorerkrankung auf, sondern auch
eine potentielle Behandelbarkeit durch gezielte
Therapien an.

In Deutschland, Österreich und der Schweiz erfas-
sen seit 2010 mehr als 50 Pathologien regelmäßig
die Anzahl ihrer positiven und negativen HER2-
Fälle, wobei bis heute Daten von 33.703 Bestim-
mungen vorliegen.

Danach beträgt die Positivitätsrate (HER2 3+,
2+/amplifiziert) 16,01 % aller invasiven Mam-
makarznome [38].

Seit den ersten Arbeiten von Slamon et al [37] ist
die enge Korrelation zwischen Überexpression
und Amplifikation bekannt.

Hinsichtlich der Bestimmung an Tumorstanzen
gilt das unter dem Aspekt der neoadjuvanten The-
rapie für die Steroidhormonrezeptoren oben fest-
gestellte. Es konnte gezeigt werden, dass die im-
munhistochemische HER2-Bestimmung (ggf. mit
nachfolgendem FISH-Test) auch an der Stanz-
biopsie genügend sicher ist [39], wobei Konkor-
danzen zwischen Stanze und Resektat von 86 bis
100 % angegeben werden und diskordante Färbe-
resultate vor allem auf eine Überfärbung an der
Stanze zurück zu führen sind. Eigene Untersu-
chungen an über 500 Fällen [von Wasielewski et al.
unveröffentlicht] zeigten eine Konkordanz >95 %.
Die AGO-Leitlinie verlangt eine Validierung der
Immunhistochemie an der Stanzbiopsie. Um eine
möglichst hohe Zuverlässigkeit der Immunhisto-
logie zu gewährleisten, wird von internationalen
und deutschen Leitlinien eine ausreichende Fixa-
tionszeit (mindestens 6 Stunden) auch für die
Stanzbiopsien empfohlen [40].

Wir ziehen eine Fixierung über Nacht vor, und die o.g.
Konkordanzdaten wurden an entsprechend prozessier-
tem Material erzielt.

Hinsichtlich der Kategorisierung von HER2-Be-
funden haben sich die von ASCO und CAP ge-
machten Empfehlungen durchgesetzt und wurden
von der AGO Mamma übernommen. In jüngster
Zeit sind sie in die Diskussion geraten, da aufgrund
der Reproduzierbarkeit die Ratio HER2 : Centro-
mer 17 von >2,2 festgesetzt wurde, während in den
Studien von einer Ratio 2 als amplifiziert ausge-
gangen wurde [23]. Nach Aussage der Autoren der
ASCO/CAP-Leitlinien zur HER2-Bestimmung lie-
gen keine ausreichenden Daten vor, um Patientin-
nen mit einer Ratio 2 und 2,2 von einer Trastu-
zumab-Therapie auszuschließen [23]. Ferner ist
die Ratio ein möglicherweise irreführender Wert,
da die Centromerregion des Chromosom 17 in ca.
25 % der Fälle von Amplifikationen betroffen sein
kann, was die Aussagefähigkeit der Ratio ein-
schränkt [41a].

Eine Studie mit 132 Fällen hat sich dem Problem
der Ratiobildung und den scheinbar polysomen
Fällen gewidmet, bei denen eine Vermehrung der
Kopienzahl von HER2 nicht als therapierelevante
Amplifikation gilt [41]. Bei 132 Fällen einer durch-
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schnittlichen Signalzahl für Zentromer 17 > 2,6
wurde mit anderen auf Chromosom 17 lokalisier-
ten Genen (SMS, RARA, p53) die Polyploidie
nachbestimmt. Viele Fälle konnten daraufhin
nicht mehr als polysom angesehen werden und der
HER2-Status war entsprechend zu korrigieren.
Aus 43,9 % nicht amplifizierten wurden amplifi-
zierte Fälle und 92,9 % der Grenzfälle erschienen
jetzt amplifiziert. Da 52,4 % der Fälle mit 4-6
HER2-Kopien zu amplifizierten Fällen nach der
neuen Ratio wurden, bietet der alternative Ge-
brauch der absoluten Signalzahl (>6) ohne Ratio
keine Gewähr, dass amplifizierte Fälle übersehen
werden. Ungefähr 90 % der hochgestuften Fälle
stellen sich immunhistochemisch als HER2 2+ dar
[41]. Hier bleiben weitere Studien abzuwarten.

Die letzte Zahl zeigt, dass mit einer Nutzung des al-
ternativen Positivkriteriums, das die der Leitlinien
statt der Ratio vorsehen (>6 HER2-Signale/Zelle)
das Problem der Unterschätzung nur zum Teil
ausgeräumt werden kann. Auch die Immunhisto-
chemie löst das Problem nicht auf, da mehr als
90 % der hoch gestuften Fälle immunhistoche-
misch einen HER2 2+-Status auf wiesen.

Da sich invasive und intraduktale Tumoranteile
hinsichtlich der HER2-Amplifikation oder -ex-
pression unterschiedlich verhalten können [42],
sollte nur die invasive Komponente ausgewertet
werden.

Während die Leitlinien von einer Gleichwertigkeit
von immunhistochemischer Detektion und in-
situ-Hybridisierung ausgehen, wurde die man-
gelnde Standardisierbarkeit und erhöhte Falsch-
Positiv- und Falsch-Negativ-Rate der Immunhi-
stochemie problematisiert [43]. Demgegenüber
sei die in-situ-Hybridisierung im Vergleich von fi-
xiertem zu nativem Gewebe und bei der Vorhersa-
ge eines Therapieansprechens wesentlich zuverläs-
siger und nur in weniger als 5 % der Fälle nicht aus-
wertbar [ebd.].

Aus den Ringversuchen der Deutschen Gesellschaft
für Pathologie ergab sich, dass die eindeutig negati-
ven und positiven (HER2 0, 1 und 3) Proben einen
sehr hohen Grad der Reproduzierbarkeit in der
Immunhistochemie aufwiesen und Diskordanzen
vor allem bei den 2+-Fällen zu beobachten waren
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Positiver HER2-Status Grenzwertiger HER2-Status Negativer HER2-Status

 Immunhistochemischer Score
3+ (gleichmäßige, starke, die
gesamte Zellzirkumferenz erfas-
sende Membranfärbung von
>10 % der invasiven Tumorzel-
len)

 und/oder durchschnittliche
HER2-Gen-Kopienzahl 6 pro
Zellkern in mindestens 20 zu-
sammenhängenden invasiven
Tumorzellen

 und/oder ISH/CISH-Ratio posi-
tiv: HER2/Chromosom-17-
Quotient 2 in mindestens 20
zusammenhängenden invasiven
Tumorzellen

 Immunhistochemischer Score
2+ (schwache bis mäßige
oder ungleichmäßige, die ge-
samte Zellzirkumferenz erfas-
sende* Membranfärbung von
>10 % der invasiven Tumor-
zellen oder starke komplette
Membranreaktion in 10 %
der invasiven Tumorzellen)

 oder durchschnittliche HER2-
Gen-Kopienzahl 4 bis <6
pro Zellkern

 Bei grenzwertigem Testergeb-
nis sind weitere diagnostische
Maßnahmen zur Festlegung
des HER2-Status erforderlich,
was durch eine zusätzliche
IHC, ISH und/oder Analyse
einer anderen Gewebeprobe
bewirkt werden kann

 Immunhistochemischer Score
0 und 1+ (keine Membran-
reaktion oder schwache, nicht
die gesamte Zellzirkumferenz
erfassende Membranfärbung
von >10 % der Tumorzellen*)

 oder durchschnittliche HER2-
Gen-Kopienzahl <4 pro Zell-
kern

 oder ISH-Ratio
negativ: HER2/Chromosom-
17-Quotient <2 bei <4 HER2-
Signalen

Tab. 5.4: Bewertung der HER2-Analyse [61]. *Bei einigen seltenen Fällen von mikropapillären und glandulär
wachsenden Mammakarzinomen kann eine inkomplette, aber starke basolaterale U-förmige Membranfärbung
vorliegen, die obwohl inkomplett mit einer HER2-Amplifikation einhergeht [61]. In diesen Fällen ist daher trotz in-
kompletter Färbung als 2+ zu kategorisieren und eine ISH vorzunehmen.
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[22]. Hier kann aber durch Schulung ein deutli-
cher Verbesserungseffekt erzielt werden [22].

Ein zweistufiges Vorgehen mit primärer Immun-
histochemie und sekundärer in-situ-Hybridisie-
rung bei 2+-Fällen hat sich allgemein durchge-
setzt. Als Referenzlabor beobachten wir dabei eine
>98 % Übereinstimmung zwischen einem stan-
dardisiert und im Färbeautomaten ermitteltem
HER2 3+-Status und einer Amplifikation.

Bei den 2+-Fällen sind polyploide Tumoren über-
repräsentiert, und nur in etwa 20 % findet sich eine
Amplifikation. Zur Sicherstellung einer reprodu-
zierbaren HER2-Detektion im Paraffingewebe
sind die folgenden Maßnahmen zu empfehlen:

 Standardisierte Fixierung in gepuffertem For-
malin, d.h. in einem 10-fachen Volumenüber-
schuss an Fixans und ausreichend lange (minde-
stens 6 h, besser über Nacht), was sich eher an
Stanzen realisieren lässt

 Mitführen von Positiv- und Negativkontrollen
auf jedem Immunschnittpräparat einschließlich
und besonders einer 2+-Kontrolle

 Großzügige Indikationsstellung zum Zweitver-
fahren (in-situ-Hybridisierung)

 Fortlaufende Erfassung der Positiv- und Nega-
tivrate (14 bis 18 % sollten positiv sein)

 Regelmäßige Teilnahme an Ringversuchen (UK
NQAS-ICC, Nordi-QC, Ringversuche der Deut-
schen Gesellschaft für Pathologie [22])

 Gegebenenfalls Inanspruchnahme von Refe-
renzlaboren zur Parallelbestimmung

 Vorgehen nach Leitlinien (☞ Tab. 5.4)

Die Messung der HER2-RNA, wie sie z.B. im Rah-
men des Recurrence Score® anfällt, bietet keine si-
chere Alternative zu den immunhistochemischen
Verfahren, da falsch negative Befunde nicht selten
sind [44, 45].

Eine in der Literatur vielfach diskutierte Frage be-
trifft die der Tumorheterogenität. Allerdings zei-
gen Studien an Hirnmetastasen [46] und andere
Vergleiche zwischen Primärtumor und Metasta-
sen einen hohen Grad der Übereinstimmung von
87-100 %. Anders als bei den Steroidhormon-
rezeptoren kommt es dabei eher zu einer neu auf-
tretenden Expression als zu einem Verlust [19].

Da bei einem intramammären Rezidiv nach bru-
sterhaltender Therapie nicht davon ausgegangen

werden kann, dass klonale Identität besteht und
ein Zweittumor ausgeschlossen ist, erscheint eine
Neubestimmung sinnvoll. Auch bei Metastasen
kommen Änderungen des Expressionsstatus vor,
sodass – wann immer möglich – eine Neubestim-
mung am Metastasengewebe erfolgen sollte.

Ungefähr die Hälfte aller HER2-überexprimieren-
den oder amplifizierten Mammakarzinomfälle
zeigt auch eine Hormonrezeptor-Positivität [47],
sodass sich die Frage der Zuordnung zum lumina-
len oder HER2-Typ stellt.

Da die Expression von HER2 die Empfindlichkeit
gegenüber einer endokrinen Therapie herabsetzt
und mit einem aggressiveren Verlauf assoziiert ist,
wurde die Untergruppe der ER- und HER2-posi-
tiven Mammakarzinome in die Luminal B-Kate-
gorie eingeordnet [20]. Da insgesamt nur 16 % der
Mammakarzinome HER2-positiv sind, kann diese
Eigenschaft nur bei einem kleineren Teil der
Östrogenrezeptor-positiven Fälle für die Zuord-
nung zur luminalen A- oder B-Gruppe angewandt
werden (☞ Abb. 5.1).

5.8. Tripel-Negativität
Eine weitere, durch Genexpressionsstudien zu-
nächst beschriebene Entität, die dann rasche Ver-
breitung in der Literatur gefunden hat, ist der soge-
nannte basale Phänotyp [1]. Dieser lässt sich noch
schwerer als der Luminal A- oder B-Typ in im-
munhistochemische Definitionen übertragen.

Es ist schon seit langer Zeit bekannt, dass die Ex-
pression von EGFR mit einer Östrogenrezeptor-
Negativität und einem erhöhten Progressionsrisi-
ko assoziiert ist [48]. Insofern bestätigt die mole-
kulare Definition die klinische Beobachtung einer
prognostisch ungünstigen Untergruppe Steroid-
hormonrezeptor-negativer Mammakarzinome
mit aggressivem Verlauf und frühem Rezidiv in-
nerhalb der ersten zwei Jahre. Die molekulare Ab-
grenzung von den luminalen Typen ergibt sich
durch ein differentes RNA-Expressionsprofil (Zy-
tokeratine 5, 17; Laminin, Fettsäurenbindungs-
protein, Östrogenrezeptor) [49].

Mit der Bezeichnung “basal” ist allerdings nicht
der Ursprung von der basalen Myoepithelschicht
der Milchgänge verbunden, wie Genexpressions-
studien zeigen [50]. Das immunhistochemische
Äquivalent für den rein molekular definierten
Subtyp ist noch nicht einheitlich definiert.
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Folgende Marker werden in den zahlreichen Stu-
dien in wechselnder Kombination benutzt: basale
Zytokeratine 5, 14, 17; EGFR, p63, c-kit, SM actin,
P-Cadherin.

Nicht nur die Markerkombination ist dabei unein-
heitlich, sondern auch die Grenzwerte, ab der ein
Tumor als positiv angesehen werden kann. Die
Angaben schwanken zwischen 10 % und 50 %
[18]. Dabei gelten die Zytokeratine 4 und 14 sowie
EGFR als die entscheidenden Marker [51].

Hervorzuheben ist noch, dass die molekular defi-
nierte Gruppe morphologisch sehr heterogen ist
und Karzinome unterschiedlicher Histogenese
und Subtypen (duktal invasiv, metaplastisch, aty-
pisch medullär, myoepithelial, adenoidzytisch)
umfasst.

Von besonderem Interesse ist, dass BRCA1-assozi-
ierte Tumoren und sporadische Tumoren mit In-
aktivierung von BRCA1, z.B. durch Hypermethy-
lierung, gehäuft einen basalen Phänotyp aufweisen
[51]. Da Inhibitoren der Polyadenosin-Ribosyl-
Transferase (sog. PARP-Inhibitoren) in Phase I-
Studien bei BRCA1-mutierten Karzinomen eine
besondere Wirksamkeit entfaltet haben, rückte der
basale Phänotyp weiter in den Mittelpunkt des In-
teresses [52].

Solange jedoch keine einheitliche immunhistoche-
mische Definition vorliegt, scheint es sinnvoll, die
Tripel-Negativität als Surrogat-Marker heranzu-
ziehen.

Es kann davon ausgegangen werden, dass der basa-
le Phänotyp und der tripel-negative Phänotyp zu
60-80 % ein und dasselbe Kollektiv von Mamma-
karzinomen bezeichnen [52].

Jedoch ist die Überlappung nicht vollständig, wie
aus verschiedenen Beobachtungen hervorgeht. So
haben tripel-negative Karzinome mit Expression
basaler Marker einen ungünstigeren Verlauf. Fer-
ner exprimieren 8 % der luminalen und auch der
HER2-Typen basale Zytokeratine [52].

Dennoch spricht vieles dafür, den Begriff des
tripel-negativen Karzinoms als operationalen
Terminus zu gebrauchen, da die zu seiner An-
wendung nötigen Marker ER, PgR und HER2
bei jedem Mammakarzinom im Rahmen der
konventionellen Diagnostik bestimmt werden.

Einschränkend muss festgestellt werden, dass es
wegen der oben beschriebenen unterschiedlichen
Bewertungen der Östrogenrezeptor-Expression
(☞ Tab. 5.1) Unschärfen zu den Rändern gibt. Es
finden sich in der Literatur unterschiedliche
Grenzwerte Östrogenrezeptor-positiver Zellen:
ER <1 %, <5 %, <10 %.

Auch ist nicht klar, wie mit den Grenzfällen bei der
HER2-Bestimmung (☞ Tab. 5.3) umzugehen ist.
Ob immer die niedrig-gradigen Tumoren, die es
auch unter den tripel-negativen Fällen gibt, aus
den Studien ausgeschlossen wurden, ist nicht im-
mer ersichtlich.

Zu diesen Tumoren, die zwar tripel-negativ, aber
eher niedrig-gradig maligne sind, gehören myoe-
pitheliale Karzinome und Karzinome vom Spei-
cheldrüsentyp.

5.9. Molekulare Expressions-
profile
Eine wesentliche Verbesserung der Differenzie-
rung zwischen Luminal A und B-Typ wird durch
Genexpressionsmessungen wie MammaPrint®
oder Recurrence Score® erwartet. Allerdings sind
diese prognostischen Verfahren noch auf Studien
beschränkt und die Ergebnisse der großen Studien
MINDACT und TAILORx bleiben abzuwarten.
Zwar liegen retrospektive Studien an prospektiv
organisierten Studien vor, die jedoch dem Aussa-
gewert einer prospektiven Studie nicht gleichge-
setzt werden können, da aufgrund der nur 14-40 %
retrospektiv untersuchten Fälle ein Selektionsef-
fekt nicht ausgeschlossen werden kann. Wichtig
erscheint auch, dass dabei ein Vergleich mit den
konventionellen Verfahren, wie z.B. in der “Plan-
B-Studie”, erfolgt. Wird nämlich das Grading stan-
dardisiert und ebenfalls unizentrisch durchgeführt
und werden immunhistochemische Parameter
hinzugezogen (ER, PgR, HER2), ergibt sich keine
wesentliche Zusatzinformation durch den Recur-
rence Score® gegenüber traditionellen pathologi-
schen Parametern. Darauf haben mehrere Studien
hingewiesen [53,54]. Darüber hinaus wird auch
mit dem Recurrence Score® eine Intermediär-
gruppe nicht unerheblicher Größe kreiert, die zwi-
schen 30 und 50 % beträgt, sodass ein ähnliches
Problem wie beim histopathologischen Grading
aufgeworfen wird.
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Benutzt man diesen Test, um gerade die interme-
diäre Risikogruppe, die mit den konventionellen
Parametern entsteht, weiter aufzutrennen, fallen
66 % in die uneindeutige Mittelgruppe [55].

Einen neuen dichotomen molekularen Assay bei
Hormonrezeptor-positiven Tumoren ist der En-
doPredict®-Test, der bisher aber nur retrospektiv
und an zwei Studien validiert worden ist [56]. Im
Gegensatz zu den anderen, oben genannten mole-
kularen Expressionsprofilen kann der EndoPre-
dict®-Test dezentral durchgeführt und damit ge-
meinsam mit den übrigen pathologischen Bestim-
mungen erhoben, kritisch gewertet und durch die
lokale Pathologie in der Tumorkonferenz vertre-
ten werden. Allerdings handelt es sich um einen
prognostischen und keinen prädiktiven Test, da
das chemotherapeutische Ansprechen der über
dem Schwellenwert liegenden Tumorfälle nicht
untersucht worden ist.

Bei der Analyse der verschiedenen beim Mamma-
karzinom prognostischen Genexpressionsprofile
stellte sich überraschenderweise heraus, dass sie in
nur wenigen einzelnen Genen übereinstimmten.
Allerdings konvergieren sie alle darin, dass sie die
Zellproliferation als den entscheidenden tumor-
biologischen Parameter identifizieren [49,57].

Im Recurrence Score®, in dem neben 15 anderen
Tumor-RNA-Molekülen die Ki-67-mRNA mit er-
fasst wird, ist die Proliferation mit dem höchsten
Gewichtungsfaktor versehen [58]. Dieser Befund
weist noch einmal auf die Bedeutung der Prolifera-
tion als dem entscheidenden prognostischen Mar-
ker beim Mammakarzinom hin.
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6. HER2 – Stellenwert in der Diagnostik und
Therapie für das Gesamtbehandlungskonzept beim
Mammakarzinom

6.1. Einleitung
Eine Zielstruktur in der Therapie von Mammakar-
zinomen stellen die Rezeptoren der Wachstums-
faktoren dar. Besondere Aufmerksamkeit wurde in
den letzten Jahren dem Humanen Epidermalen
Wachstumsfaktor-Rezeptor 2 (c-erbB-2 oder
HER2/neu oder HER2) geschenkt. Das neu-
Onkogen wurde aus Neuro-Glioblastomen von
Ratten im Jahre 1984 durch die Arbeitsgruppe von
Robert A. Weinberg am Whitehead Institute for
Biomedical Research, Cambridge, USA entdeckt
und von Axel Ullrich und Kollegen kloniert [1a].
Die klinische Relevanz von HER2 wurde zwei Jahre
später erkannt als Dennis Slamon (University of
California, Los Angeles) eine Untergruppe von
Mammakarzinompatientinnen identifizierte, de-
ren Tumore durch eine Amplifikation des HER2-
Gens charakterisiert waren [1b].

Die nachfolgende Entwicklung eines monoklona-
len Antikörpers gegen HER2, dessen Einsatz in-
zwischen als Standardtherapie beim HER2-positi-
ven Mammakarzinom gilt sowie die Weiterent-

wicklung von innovativen anti-HER2 gerichteten
Therapieansätzen (Lapatinib, Pertuzumab, T-
DM1) stellt eine noch immer andauernde Erfolgs-
geschichte in der translationalen Forschung dar.

6.1.1. Das HER2-Onkogen

Das HER2-Gen ist auf Chromosom 17q lokalisiert
und kodiert einen 185 kDa großen transmembra-
nären Tyrosinkinaserezeptor. Ein eigener Ligand
für den Rezeptor ist nicht bekannt. Vielmehr stabi-
lisiert HER2 durch Homo- und Heterodimerisie-
rung mit anderen Rezeptoren der HER-Familie
wie dem Epidermalen Wachstumsfaktor-Rezep-
tor-1 (EGFR, HER1), HER3 oder HER4 die Funk-
tion der Rezeptoren. Die nachgeschalteten Signal-
kaskaden in der Zelle werden aktiviert, die für Zell-
proliferation, Tumorneubildung, Zellmobilität,
Invasion, Angiogenese verantwortlich sind und
zum Überleben der Tumorzelle führen. Die hete-
rodimere Formation HER2/HER3 weist die inten-
sivste Signalstärke [2]. HER2 ist der häufigste Di-
merisierungspartner für die anderen Rezeptoren
der HER-Familie.
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Abb. 6.1: HER-Familie und intrazelluläre Signalkaskade. Eine Homo- oder Heterodimerisierung führt zur Aktivie-
rung der Signalkaskade (modif. nach C. Hudis, Memorial Sloan Kettering Cancer Center, New York) [3].
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6.1.2. Klinischer Stellenwert von
HER2
Das Protein HER2 wird in ca. 15-20 % der frühen
Mammakarzinome immunhistochemisch detek-
tiert und der Krankheitsverlauf der Patientinnen
ist mit einer ungünstigen Prognose assoziiert [1, 4,
5]. Klinisch werden luminal-HER2-positive (ca.
6,5 %) und nichtluminal-HER2-positive (ca.
7,1 %) Karzinome unterschieden (☞ Abb. 6.2).

Abb. 6.2: Relative Verteilung der HER2-positiven
Mammakarzinome in der Gruppe aller Mammakarzi-
nome.

Die Entwicklung einer zielgerichteten Antikörper-
therapie gegen HER2 (Trastuzumab, Herceptin®,
Genentech, San Francisco, USA) hat zu einem
deutlichen Überlebensvorteil in der Therapie des
Mammakarzinoms geführt [6-8]. Diese Therapie
wurde 1998 für die metastasierte Situation, 2006
für die adjuvante Therapie des nodal-positiven
Mammakarzinoms und 2008 für die adjuvante
Therapie des nodal-negativen Mammakarzinoms
zugelassen [9]. Inzwischen gehört sie zum Stan-
dard des adjuvanten sowie palliativen Behand-
lungskonzepts beim Mammakarzinom. Weitere
anti-HER2 gerichtete Therapieansätze sind zwi-
schenzeitlich entwickelt worden, hierzu gehören
der Tyrosinkinaseinhibitor Lapatinib, der Anti-
körper Pertuzumab und das an ein Zytostatikum
gekoppelte Trastuzumab-Emantasine (T-DM1).
Bedingung für die Therapie ist eine HER2-
Überexpression bzw. Amplifikation des Primärtu-
mors bestimmt mittels Immunhistochemie oder
FISH-Analyse. Es ist allerdings immer noch un-
klar, wie das Therapieansprechen unter der Thera-
pie optimal beurteilt werden kann. Dies gilt vor al-

lem für die palliative Therapie. Aber auch in der
neoadjuvanten und adjuvanten Therapiesituation
fehlen Marker, die ein Therapieansprechen vor-
hersagen können.

6.1.3. Prädiktiver Wert

Die Detektion von HER2 ist der einzige geeignete
prädiktive Marker, der das Ansprechen auf die
HER2-zielgerichtete Therapie vorhersagen kann.
Die Kombination von Hormonrezeptor- und
HER2-Status kann als prädiktiver Faktor für das
Ansprechen auf eine neoadjuvante anthrazyklin-
und/oder taxanhaltige Chemotherapie verwendet
werden. Die höchsten pathologischen Komplet-
tremissions-Raten (pCR-Raten; ypT0 & ypN0)
können bei Hormonrezeptor-negativen/HER2-
positiven Tumoren erreicht werden, deutlich
niedrigere Raten bei Hormonrezeptor-positiven/
HER2-positiven Tumoren.

Das Erreichen einer pathologischen Komplettre-
mission nach neoadjuvanter Chemotherapie ist
bei HER2-positiven Patientinnen mit einer signifi-
kanten Risikoreduktion für ein Rezidiv und gerin-
gerer Mortalität assoziiert. HER2-Positivität kann
mit einer Resistenz gegenüber endokriner Thera-
pie aufgrund von Interaktionen (“Crosstalk”) zwi-
schen HER2-Signaltransduktion und den Östro-
gen-Stoffwechselwegen verbunden sein [10].

PIK3CA-Mutationen kommen häufiger bei
HER2-positiven als bei tripel-negativen Tumoren
(21 % vs. 7 %) vor. Bestehen Mutationen, ist die
pathologische komplette Remission trotz dualer
HER2-Blockade erniedrigt.

6.2. Stellenwert in der Diagnostik

■ Nachweismethoden für HER2

Die optimale Bestimmungsmethode von HER2
steht aktuell nicht fest und es wird vielmehr von
diskordanten Ergebnissen verschiedener zentraler
und dezentraler Untersuchungsmethoden berich-
tet [11, 12].

Die HER2-Genamplifikation, die Amplifikation
der mRNA bzw. die Expression des HER2-Proteins
können mit unterschiedlichen Methoden be-
stimmt werden, wobei in diesem Kapitel nur auf
die gängigsten Verfahren eingegangen werden soll.
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6.2.1. HER2-Genamplifikation

6.2.1.1. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisie-
rung (FISH)

Bei der FISH werden Zellen von Paraffinschnitten
aus Tumorgewebe mit einer HER2- Gensonde und
ggf. einer Kontroll-Sonde (Zentromerprobe für
das Chromosom 17) hybridisiert und mit Hilfe ei-
nes Mikroskops die Anzahl der Hybridisierungssi-
gnale ausgewertet (☞ Abb. 6.3).

Abb. 6.3: HER2-Bestimmung durch FISH bei einem
HER2-positivem Mammakarzinom mit dem 2-Farben-
PathVysion-Test (Abbott/Vysis). Rote Signale = HER2-
Kopien; Grüne Signale = Chromosom 17 Kopien (CEP
17). Tumorzellen mit starker HER2-Amplifikation. Das
Verhältnis HER2 zu CEP 17 ist größer und bedeutet
HER2-Positivität (Prof. Dr. R. Bollmann, Patholog. Insti-
tut Bonn-Duisdorf; Prof. Dr. A. Bankfalvi, Institut für Pa-
thologie und Neuropathologie, Universitätsklinikum
Essen).

Es wird entweder die Anzahl der Kopie des HER2-
Gens ausgezählt oder das Verhältnis der Anzahl
der Kopie des HER2-Gens zum Zentromer be-
stimmt. Anhand der Anzahl der Signale kann die
HER2-Amplifikationsrate bestimmt werden. Da-
bei werden beim PathVysion Kit die HER2-
Genkopien mit den Genkopien des Zentromers
des Chromosoms 17 in Relation gesetzt und die
Ratio bestimmt. Ein positiver HER2-Status ist hier
definiert als Quotient der durchschnittlichen An-
zahl der HER2-Gensignale und der durchschnittli-
chen Anzahl der CEP 17-Zentromersignale
(HER2/CEP17 Ratio) von 2,0 oder mehr in minde-
stens 20 kohäsiven Zellen. Bei anderen HER2-
Testsystemen wird nur die Anzahl der HER2-

spezifischen Signale pro Tumorzellkern bestimmt.

Ein Durchschnittswert von 6 HER2-Signalen pro
Tumorzellkern wird hierbei dann als Amplifika-
tion bezeichnet. 4 oder 5 HER2-Genkopien pro
Zellkern werden als fraglich amplifiziert angesehen
(☞ Tab. 6.2).

6.2.1.2. Chromogene in-situ-Hybridisie-
rung (CISH)
CISH verwendet anstelle eines Fluoreszenz-Farb-
stoffes ein Chromogen zur Sondenmarkierung.
Dies macht die Auswertung der Gensignale mit ei-
nem Lichtmikroskop möglich und vereinfacht da-
durch auch die Beurteilung der Tumormorpholo-
gie. Mittels Peroxidase-Reaktion werden die
HER2-Gensignale als braune Punkte sichtbar. Die
CISH-Technik verwendet allerdings – anders als
die FISH-Technik – keine Sonde zur Darstellung
des Zentromers von Chromosom 17, so dass eine
direkte Aussage über eine eventuell vorhandene
Polyploidie nicht möglich ist.

Eine endgültige Übereinkunft über den Stellen-
wert der CISH-Technik in der HER2-Diagnostik
ist noch nicht getroffen.

6.2.1.3. Silver-enhanced in-situ hybridi-
zation (SISH)
SISH verwendet ebenfalls ein Chromogen zur Son-
denmarkierung. Die Visualisierung erfolgt wie bei
der CISH mit einem Lichtmikroskop, die HER2-
Gensignale erscheinen als schwarze, die Zentro-
mer 17-Gensignale als rote Signale. Der INFORM
HER2 Dual ISH DNA Probe cocktail assay (HER2
Dual ISH) wurde von der Food and Drug Admini-
stration (FDA) zugelassen.

6.2.2. Überexpression des HER2-Proteins

■ Immunhistochemie

Es existiert ein standardisierter Antikörper der Fir-
ma DAKO, mit welchem die HER2-Expression se-
miquantitativ durchgeführt wird. Dabei werden
zum einen die Färbereaktion sowie die Anzahl der
gefärbten Zellen beurteilt (☞ Tab. 6.1 + Abb. 6.4).
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Score Reaktionsmuster Bewertung

0 keine Färbereaktion oder
< 10 % der invasiven
Tumorzellen mit Markie-
rung der Zellmembran

negativ

1+ > 10 % der invasiven
Tumorzellen mit schwa-
cher inkompletter Mar-
kierung der Zellmembran

negativ

2+ > 10 % der invasiven
Tumorzellen mit zirku-
lärer Markierung der
Zellmembran; Färbe-
intensität gering bis mit-
telgradige oder starke
zirkuläre Markierung der
Zellmembran in < 30 %

schwach
positiv
(geringe
HER2-
Überexpres-
sion)

3+ > 30 % der invasiven
Tumorzellen mit zirku-
lärer Markierung der
Zellmembran; Färbe-
intensität stark

stark positiv
(starke
HER2-
Überexpres-
sion)

Tab. 6.1: Auswertung der Immunhistochemie zur
HER2-Bestimmung. Es werden die Färbereaktion so-
wie die Anzahl der gefärbten Zellen beurteilt.

Abb. 6.4: HER2-positives invasiv-duktales Mamma-
karzinom (DAKO-Score 3+) (Pathol. Institut Klinikum
Lüdenscheid, Prof. Dr. J. Friemann).

6.2.3. Definition der HER2-Positivität

Frühe Studien mit Trastuzumab in der metasta-
sierten Situation schlossen Patientinnen ein, deren
HER2-Status mittels Immunhistochemie und dem
Antikörper 4D5 oder CB-11 auf Formalin-
fixiertem Paraffingewebe bestimmt worden war.

Die Färbereaktion wurde als negativ (0 und 1+)
bzw. positiv (2+ und 3+) bewertet. Nur Patientin-
nen mit 2+ oder 3+-Färbeergebnis wurden in die
Studien eingeschlossen. Retrospektive Analysen
zeigten dann allerdings, dass nur Patientinnen mit
3+ Färbeergebnis von Trastuzumab profitierten.
Nur ca 25 % der Patientinnen mit 2+ Färbereak-
tion zeigten tatsächlich eine Genamplifikation in
der FISH-Analyse.

Die FDA hat 2 immunhistochemische Assays
(HercepTest™; DAKO, Carpinteria, CA; und
PATHWAY; Ventana Medical Systems, Tucson,
AZ) und drei Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungs
(FISH)-Assays (PathVysion; Abbott Laboratories,
Abbott Park, IL; INFORM; Ventana Medical Sy-
stems, Tucson, AZ und pharmDx™, DAKO, Glo-
strup, Denmark) zugelassen. Die American Society
of Clinical Oncology (ASCO) und das College of
American Pathologists (CAP) haben Guidelines für
die Beurteilung der HER2-Positivität erstellt, die
2013 erweitert wurden (☞ Tab. 6.2).

In der klinischen Praxis wird meist die preisgünsti-
gere Immunhistochemie durchgeführt und nur
bei unklaren Befunden (IHC 2+) durch eine
(F)ISH-Analyse ergänzt (☞ Abb. 6.5). Eine ein-
deutige HER2-Positivität liegt vor, wenn eine star-
ke komplette zirkuläre Membranfärbung von über
10 % invasiver Zellen vorliegt (IHC 3+).

Abb. 6.5: Algorithmus zur Bestimmung der HER2-
Positivität.

6.2.4. Intratumorale Heterogenität –
low level HER2-Status
Ein Teil der Tumoren von Brustkrebspatientinnen
zeigt eine intratumorale Heterogenität, so dass die
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HER2-Expression nicht die definitierten Kriterien
für die HER2-Positivität erfüllt (☞ Tab. 6.2). Ob
Patientinnen mit intratumoraler Heterogenität für
HER2 eine anti-HER2-gerichtete Therapie erhal-
ten sollen, ist unklar, wird jedoch zum aktuellen
Zeitpunkt nicht empfohlen. Es gibt Hinweise dar-
auf, dass auch Patientinnen mit low-level HER2-
Status eine eher ungünstige Prognose haben.

6.2.5. Extrazelluläre Domäne von
HER2
Die extrazelluläre Domäne des HER2-Rezeptors
kann von der Zelloberfläche abgeschilfert (sog.
cleavage, shedding) und als 105 kDa schweres Pro-
tein im Serum nachgewiesen werden. Die Abspal-
tung der extrazellulären Domäne lässt einen “ge-
stutzten” oder “verstümmelten” Rezeptor zurück
(truncated p95 protein, p95 HER2) und kann zur
HER3-Phosphorylierung führen und damit den
PI3K/Akt-Signalweg aktivieren.

Die p95-Expression bzw. der trunkierte Rezeptor
p95 HER2, der seine extrazelluläre Domäne verlo-
ren hat, wird mit einer Trastuzumab-Resistenz in
Verbindung gebracht, hierzu gibt es jedoch wider-
sprüchliche Studienergebnisse.

In einigen Studien wurde die Wertigkeit der Ser-
umbestimmung in der metastasierten und adju-
vanten Therapiesituation untersucht. In einer ge-

poolten Analyse von 7 Studien mit Trastuzumab
first-line mit und ohne Chemotherapie konnte ge-
zeigt werden, dass Patientinnen bei einem Abfall
von Serum-HER2 unter der Therapie ein höheres
Ansprechen auf die Therapie mit Trastuzumab
(57 % vs. 28 %) und ein verlängertes progressions-
freies Überleben aufwiesen [14]. Trotzdem
schlussfolgerte eine separate Analyse von 63 Stu-
dien, dass Serum-HER2 nicht konsistent mit dem
Outcome der Patientinnen korrelierte [15]. Die
Untersuchung von Serum-HER2 wird in der klini-
schen Routine nicht empfohlen.

6.3. Anti-HER2-gerichtete The-
rapieansätze

6.3.1. Trastuzumab

Trastuzumab (Herceptin®) ist ein rekombinanter,
humanisierter monoklonaler IgG1-Antikörper
(rhMAb4D5), der aus einer Säugetierzelllinie
(Ovarialzellen des chinesischen Hamsters) im
kontinuierlichen Durchflussverfahren gewonnen
wird. Trastuzumab ist in Europa seit 2000 als erste
zielgerichtete anti-HER2-Therapie zugelassen.
Trastuzumab ist Standard in der neoadjuvanten,
adjuvanten und palliativen Therapie des Mamma-
karzinoms.
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HER2-Status IHC ISH

positiv 3+  Single Probe durchschnittliche HER2-Genkopien > 6 Signale pro
Zellkern

 Duale Probe HER2/CEP17 Ratio  2 mit durchschnittlichen HER2-
Genkopien  4 Signalen pro Zellkern

 Duale Probe HER2/CEP17 Ratio  2 mit einer durchschnittlichen
HER2-Genkopien < 4 Signalen pro Zellkern

 Duale Probe HER2/CEP17 Ratio < 2 mit einer durchschnittlichen
HER2-Genkopien  6 Signalen pro Zellkern

unklar 2+  Single Probe durchschnittliche HER2-Genkopien 4 und < 6 Signa-
len pro Zellkern

 Duale Probe HER2/CEP17 Ratio < 2 mit durchschnittlichen HER2-
Genkopien  4 und < 6 Signalen pro Zellkern

negativ 0 und 1+  Single Probe durchschnittliche HER2-Genkopien < 4 Signalen pro
Zellkern

 Duale Probe HER2/CEP17 Ratio < 2 mit durchschnittlichen HER2-
Genkopien < 4 Signalen pro Zellkern

Tab. 6.2: Definition des HER2-Status in Abhängigkeit von der Immunhistochemie und der in-situ-Hybridisierung
nach der American Society of Clinical Oncology (ASCO) und dem College of American Pathologists (CAP) 2013 [13].
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■ Wirkungsweise

Trastuzumab bindet an die extrazelluläre Domäne
von HER2, verhindert die Hetero- bzw. Homodi-
merisierung des Rezeptors und hat durch Unter-
brechung der HER2- vermittelten Signaltransduk-
tionswege einen ausgeprägten antiproliferativen
Effekt. Ein durch natürliche Killerzellen vermittel-
ter zytotoxischer Effekt führt zur Endozytose und
zum Abbau des Rezeptors (☞ Abb. 6.6) [16].

Abb. 6.6: Wirkung von Trastuzumab an der Tumor-
zelle. Trastuzumab blockiert die Abspaltung der extra-
zellulären Domaine (Cleavage, Shedding) und verhin-
dert die Dimerisierung (Homo-/Hetero-), durch zytoto-
xische Effekte nach Internalisierung kommt es zur Auf-
lösung des Rezeptors in der Zelle (mod. n. C. Hudis, Me-
morial Sloan Kettering Cancer Center, New York) [3].

De novo und erworbene Trastuzumab-Resisten-
zen stellen in der Behandlung des frühen und fort-
geschrittenen HER2-positiven Mammakarzinoms
ein klinisches Problem dar [10]. Ursachen können
unter anderem sein: Downregulation oder Fehlen
des Phosphatase- und Tensin-Homologs PTEN,

PIK3-CA Mutationen oder die Kombination von
PIK3-CA Mutation und PTEN-Verlust.

■ DosisundDauerderTrastuzumab-Therapie

Die Gabe erfolgt meist nach einer Initialdosis von 8
mg/kg Körpergewicht (KG) in einer Dosierung
von 6 mg/kg KG alle drei Wochen i.v., im Rahmen
einer wöchentlichen Chemotherapie auch als wö-
chentliche Gabe mit 2 mg/kg KG nach einer Initial-
dosis von 4 mg/kg KG, meist in Kombination mit
einer Anthrazyklin/Taxan-haltigen oder Anthra-
zyklin-freien taxanhaltigen Chemotherapie.

Seit August 2013 ist eine subkutane Formulierung
von Trastuzumab zugelassen, nachdem in der
HannaH-Studie die Nichtunterlegenheit der drei-
wöchentlichen s.c. Gabe von 600 mg gegenüber der
dreiwöchentlichen i.v. Gabe von 6 mg/kg KG bei
HER2-positivem Mammakarzinom im Frühstadi-
um bewiesen wurde.

Für die sechsmonatige Therapie mit Trastuzumab
konnte die Gleichwertigkeit zur standardmäßigen
einjährigen Therapie nicht bewiesen werden.

Die Daten der HERA-Studie zeigen, dass eine
zweijährige, adjuvante Trastuzumab-Therapie im
Vergleich zur einjährigen Therapie keine Vorteile
bzgl. des rezidivfreien und Gesamt-Überlebens er-
bringt, aber die Nebenwirkungsrate erhöht.

■ Nebenwirkungen

Zu den Nebenwirkungen gehören grippeähnliche
Symptome und Fieber, die meist nur bei der Erst-
gabe auftreten. Kardiale Dysfunktionen treten bei
ca. 5 % der Patientinnen auf. Der Mechanismus
der kardialen Dysfunktion unter der anti-HER2-
Therapie kann durch den HER2-Signaltrans-
duktionsweg im Kardiomyozyten erklärt werden.
HER2-Signalling ist für eine normale Herzfunk-
tion wichtig und schützt den Kardiomyozyten vor
Schäden aufgrund von Hypoxie oder oxidativem
Stress. Vor einer, während (alle 3 bis 6 Monate)
und am Ende einer anti-HER2- gerichteten Thera-
pie sollte die Ejektions-Fraktion des linken Ventri-
kels (LVEF) durch Echokardiographie untersucht
werden. Patientinnen mit einer LVEF <50 % ha-
ben ein höheres Risiko einer Myokardschädigung
durch die Therapie zu erwarten.

6.3.2. Lapatinib

Ein weiterer anti-HER2-gerichteter Therapiean-
satz besteht in der intrazellulären Blockade der Ty-
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rosinkinase. Im Gegensatz zu Trastuzumab stellt
Lapatinib keinen Antikörper dar, sondern wirkt als
kleines Molekül (“small molecule”) intrazellulär
und hemmt dort als dualer Tyrosinkinase-Inhibi-
tor die Tyrosinkinase-Komponente der HER1-
und HER2-Rezeptoren.

Abb. 6.7: Lapatinib blockiert das “Signaling” über
HER1- und HER2-Homodimere (1+1, 2+2) und -Hetero-
dimere (1+2), indem es die intrinsische Kinaseaktivität
des Rezeptors im Zytoplasma durch die Blockierung
der ATP-Bindestelle hemmt. Es kommt zu keiner Si-
gnaltransduktion zum Kern, Proto-Onkogene werden
nicht aktiviert.

■ Wirkungsweise

Lapatinib bindet reversibel an die zytoplasmati-
sche ATP-bindende Stelle der Kinase, verhindert
dadurch eine Rezeptor-Phosphorylierung und Ak-
tivierung und blockiert MAPK/Akt-Signaltrans-
duktionswege (☞ Abb. 6.1).

Wegen der im Vergleich zu den Antikörpern gerin-
gen Molekülgröße wird vermutet, dass Lapatinib
besser die Blut-Hirn-Schranke passieren kann. La-
patinib wird unter dem Handelsnamen Tykerb®
(USA) bzw. Tyverb® (Europa) vermarktet. In Eu-
ropa ist Lapatinib seit 2008 zugelassen

 in Kombination mit Capecitabin bei Patientin-
nen mit fortgeschrittener oder metastasierter
Erkrankung, die nach vorangegangener Thera-
pie, die Anthrazykline und Taxane sowie in der
metastasierten Situation Trastuzumab ein-
schloss, progredient verläuft,

 in Kombination mit Trastuzumab bei Patientin-
nen mit Hormonrezeptor-negativer metasta-
sierter Erkrankung, die nach vorangegange-

ne(r/n) Trastuzumab-Therapie(n) in Kombina-
tion mit Chemotherapie progredient verläuft
und

 in Kombination mit einem Aromatase-Inhibi-
tor bei postmenopausalen Frauen mit Hormon-
rezeptor-positiver metastasierter Erkrankung,
die derzeit nicht für eine Chemotherapie vorge-
sehen sind.

■ Nebenwirkungen

Bei der Therapie mit Tyrosinkinaseinhibitoren ist
auf Wechselwirkungen zu achten:

 CYP3A4-Induktoren wie Antibiotika (Rifampi-
cin), Antikonvulsiva (Phenytoin, Carbamazepi-
ne, Barbiturate), antiretroviralen Medikamen-
ten (Efavirenz, Nevirapine), oralen Glucocorti-
coiden (Dexamethasone, Prednison), die die La-
patinib-Konzentration vermindern.

 CYP3A4-Inhibitoren wie u.a. Antibiotika (Cla-
rithromycin), Antimykotika (Itraconazol, Keto-
conazol), antiretrovirale Verbindungen (Am-
prenavir, Ritonavir), Kalziumblocker (Verapa-
mil, Diltiazem), Antidepressiva (Nefazodon,
Fluvoxamin), G1 agierende Verbindungen (Ci-
metidin, Aprepitant) und CYP3A4 inhibierende
Früchte wie die Grapefruit, die die Lapatinib-
Konzentration erhöhen können.

Hauptnebenwirkungen der Lapatinibtherapie be-
stehen in Diarrhoen (46 %), Hautausschlägen
(32 %) und Pruritus (22 %). Auch unter Lapatinib
sollte eine regelmäßige Kontrolle der linksventri-
kulären Auswurffraktion (LVEF) erfolgen. Die
Gabe von Lapatinib in Bezug auf die Nahrungsauf-
nahme sollte standardisiert werden, zum Beispiel
durch Einnahme immer eine Stunde vor der ersten
Tagesmahlzeit. In Abhängigkeit z.B. vom Fettge-
halt in der Mahlzeit wird die Bioverfügbarkeit von
Lapatinib durch die Nahrung bis um das 4-fache
erhöht. Zudem ist die Bioverfügbarkeit in Abhän-
gigkeit von der Art der Nahrung um etwa das 2- bis
3-fache höher, wenn Lapatinib eine Stunde nach
einer Mahlzeit im Vergleich zu einer Stunde vor
der ersten Tagesmahlzeit eingenommen wird.

■ Dosis und Dauer der Lapatinib-Therapie

Bei der Kombination Lapatinib/Capecitabin be-
trägt die empfohlene Dosis für Lapatinib 1250 mg
(d.h. fünf Tabletten) einmal täglich, fortlaufend
eingenommen.
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Die empfohlene Dosis für Capecitabin beträgt
2000 mg/m²/Tag, aufgeteilt in Einzelgaben im Ab-
stand von 12 Stunden an den Tagen 1-14 eines
21tägigen Behandlungszyklus.

Bei der Kombination Laptinib/Trastuzumab be-
trägt die empfohlene Dosis für Lapatinib 1000 mg
(d.h. vier Tabletten) einmal täglich, fortlaufend
eingenommen. Die empfohlene Dosis für Trastu-
zumab beträgt 4 mg/kg KG als intravenöse (i.v.)
Initialdosis, gefolgt von 2 mg/kg KG i.v. in wö-
chentlichen Abständen. Bei der Kombination La-
patinib/Aromatase-Inhibitor beträgt die empfoh-
lene Dosis für Lapatinib 1500 mg (d. h. sechs Ta-
bletten) einmal täglich, fortlaufend eingenom-
men.

6.3.3. Pertuzumab

Wie Trastuzumab ist Pertuzumab ein humanisier-
ter monoklonaler Antikörper. Er verhindert die
Bildung von HER2-Dimeren. Die Kombination
aus Trastuzumab und Pertuzumab ermöglicht
eine noch umfassendere HER2-Blockade.

Abb. 6.8: Wirkungsweise der Antikörper Trastuzu-
mab und Pertuzumab auf Krebszellen.

■ Wirkungsweise

Trastuzumab und Pertuzumab binden an ver-
schiedene Epitope des HER2-Rezeptors. Trastuzu-

mab bindet an die HER2-Subdomäne IV, Pertuzu-
mab an die Dimerisierungs-Subdomäne II. Pertu-
zumab hemmt die Bildung von HER2-Dimeren
wie HER2/HER1(EGFR) und HER2/HER3, mar-
kiert wie Trastuzumab HER2-positive Tumorzel-
len für die Antikörper-abhängige, zellvermittelte
Zytotoxität und unterdrückt verschiedene HER-
Signaltransduktionskaskaden (☞ Abb. 6.1).

Zugelassen ist Pertuzumab derzeit in der metasta-
sierten Situation in Kombination mit Trastuzu-
mab und Docetaxel (analog zur Cleopatra Studie).
In der neoadjuvanten Therapie ist der Antikörper
in den USA bereits zugelassen. In der adjuvanten
Situation wird und wurde der Antikörper bislang
in Studien untersucht.

■ Nebenwirkungen

Die Nebenwirkungen sind gering und bestehen in
Neutropenien, die jedoch primär während der
Chemotherapie auftreten, ferner Diarrhoen, Rash
und Mukositiden. Bei einer Pertuzumab Mono-
therapie wurden in absteigender Häufigkeit Diarr-
hoe (48 %), Übelkeit (34 %), Erbrechen (24 %),
Fatigue (17 %), Asthenie (17 %) Rückenschmer-
zen (17 %) und Akne (10 %) beobachtet. Die Inzi-
denz kardialer Ereignisse war bislang unter der
dualen HER2-Blockade nicht erhöht [17].

■ Dosis und Dauer der Pertuzumab-Therapie

Pertuzumab wird mit einer Initialdosis von 840 mg
i.v. absolut, gefolgt von 420 mg i.v. alle 3 Wochen
appliziert.

6.3.4. Antikörper-Wirkstoff-Konjugat
T-DM1 (Trastuzumab Emtansine)

■ Wirkungsweise

Das Antikörper-Wirkstoff-Konjugat T-DM1
(Trastuzumab Emtansine) vereinigt die zielgerich-
tete Wirksamkeit des monoklonalen Antikörpers
Trastuzumab (Hemmung der HER2-Signal-
übertragung, Unterbindung des Sheddings, Initi-
ierung der Antikörper abhängigen zellvermittelten
Zytotoxizität) und die zytotoxische Potenz des
Maytansin-Derivats DM1 zu einem innovativen
dualen Wirkmechanismus. Verbunden sind beide
durch einen systemisch stabilen Linker, der ge-
währleistet, dass der Antikörper das Zytotoxin in
inaktiver Form zur Tumorzelle transportiert. T-
DM1 wird dann über HER2 in die Tumorzelle in-
ternalisiert. Hierdurch sollen normale Zellen we-
niger angegriffen werden.
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Abb. 6.9: Wirkungsweise des Antikörper-Wirkstoff-
Konjugats T-DM1.

T-DM1 (Kadcyla®) ist als Einzelsubstanz zur Be-
handlung von Patientinnen mit HER2-positivem,
inoperablem lokal fortgeschrittenem oder meta-
stasiertem Brustkrebs indiziert, die zuvor, einzeln
oder in Kombination, Trastuzumab und ein Taxan
erhalten haben. Die Patientinnen sollen entweder
eine vorherige Behandlung gegen die lokal fortge-
schrittene oder metastasierte Erkrankung erhalten
oder ein Rezidiv während oder innerhalb von sechs
Monaten nach Beendigung der adjuvanten Be-
handlung entwickelt haben.

■ Nebenwirkungen

Grundlage der Zulassung waren die Resultate der
EMILIA-Studie, einer internationalen Phase-III-
Studie zum Vergleich von T-DM1 mit der Kombi-
nation von Lapatinib und Capecetabin. Hier lagen
die Nebenwirkungen im T-DM1-Arm vor allem in
Thrombozytopenien und Leberwerterhöhungen.

■ Dosis und Dauer der T-DM1-Therapie

T-DM1 wird als i.v.-Infusion mit 3,6 mg/kg KG
alle 3 Wochen appliziert. Dosisreduktionen bei to-
xischen Effekten auf 3 mg/kg Körpergewicht bzw.
2,4 mg/kg Körpergewicht sind möglich. T-DM1
wird bis zum Progress der Erkrankung in der meta-
stasierten Situation oder bis zum Auftreten von
nicht-tolerierbaren Nebenwirkungen verabreicht.

■ T-DM1 und Pertuzumab

Es war davon auszugehen, dass die Kombination
Pertuzumab/T-DM1 die HER2-downstream-
Signale und damit die Tumorneubildung intensi-
ver unterbindet. Für diese Situation gibt es adju-
vante Therapiestudien, deren Ergebnisse in naher
Zukunft zu erwarten sind (Kaitlin-Studie).

6.3.5. Vakzinierung

Es liegen erste Daten einer explorierenden Opti-
mierungsstudie der Phase I/II bei Patientinnen mit
HER2-immunhistochemischen 1+, 2+ und 3+
nach Leitlinien behandelten Mammakarzinomen
(Operation, systemische Therapie, Strahlenthera-
pie) vor. Die Vakzinierung mit E75, einem Leuko-
zyten-antigen (HLA)A2/A3–HER2 Peptid und
Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulie-
renden Faktor (GM-CSF) wurde als adjuvante
Therapie durchgeführt, um ein Rezidiv der Er-
krankung zu verhindern [18]. Die Vakzinierung
war sicher und führte zu einer Expansion von E75-
spezifischen zytotoxischen T-Zellen. Der weitere
klinische Einsatz bleibt abzuwarten.

6.4. Neoadjuvante Therapie-
ansätze
Die Kombination einer neoadjuvanten Chemo-
therapie mit einer einjährigen Trastuzumab-
Therapie ist zur Standardtherapie beim HER2-
positiven Mammakarzinom geworden. Die Hin-
zunahme von Trastuzumab zur Chemotherapie
hat zur deutlichen Verbesserung der pathologi-
schen Komplettremissionsraten auf über 50 % ge-
führt (kein Nachweis invasiver oder nicht-
invasiver Tumoranteile in der Brust und den axil-
lären Lymphknoten).

Dies ist insofern bedeutend, als die pathologische
Komplettremission bei Patientinnen mit HER2-
positiven Tumoren auch mit einer höheren Hei-
lungsrate assoziiert ist. Es wird empfohlen, bei
HER2-positiven Tumoren die Möglichkeit der
neoadjuvanten Therapie mit der Patientin aktiv zu
besprechen. Deutschland ist weltweit führend in
der Durchführung von neoadjuvanten Therapie-
studien (Gepar-Studien der German Breast Group)
[19].

Eine Metaanalyse basierend auf 12 großen neoad-
juvanten Studien unter Einschluss von über 6000
Patientinnen aus den AGO/GBG-Studien mit ins-
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gesamt 12.993 Patientinnen ergab für HER2-
positive/Hormon-Rezeptor-negative Patientin-
nen durch eine Chemotherapie plus Trastuzumab
eine Erhöhung der pCR-Rate von 31 % auf 50 %,
für HER2-positive/Hormon-Rezeptor-positive
Patientinnen eine Erhöhung von 18 % auf 30 %.

Inwieweit eine duale HER2-Blockade die pCR-
Rate erhöhen kann, wurde für Lapatinib und Tra-
stuzumab untersucht. Die Hinzunahme von Lapa-
tinib zu Trastuzumab führt zu einer Erhöhung der
pCR-Raten unter Inkaufnahme größerer Neben-
wirkungen [20].

Die Hinzunahme von Pertuzumab hat zu einer
weiteren Steigerung der pCR-Raten geführt und ist
deshalb in den USA inzwischen in der neoadjuvan-
ten Situation zugelassen [21]. Weitere Kombina-
tionspartner wie orale PI3K-Inhibitoren werden in
Studien untersucht (NeoPhoebe-Studie der GBG).

6.5. Adjuvante Therapieansätze
Trastuzumab reduziert das Risiko eines Rezidivs
innerhalb der ersten drei Jahre um die Hälfte. Die-
ser Effekt war in allen Studien vergleichbar, unab-
hängig von der gering unterschiedlichen Patien-
tenpopulation und Art der Chemotherapie.

Die einjährige Therapie ist der zweijährigen gleich-
wertig (Herceptin Adjuvant Trial, HERA), jedoch
werden bei der zweijährigen mehr kardiale Neben-
wirkungen gesehen [22]. Die sechsmonatige Tra-
stuzumabgabe ist der einjährigen unterlegen [23].
Das Gesamtüberleben wurde um absolut 2,7 %
nach 3 Jahren bzw. 1,6 % nach 4 Jahren gesteigert,
das rezidivfreie Überleben wurde um 6,4 % gestei-
gert (78,6 % vs. 72,2 %). Die Tumorbiologie
scheint für die Prognose wichtiger zu sein als die
Tumorgröße. Patientinnen mit HER2-positivem,
kleinem Mammakarzinom können von der adju-
vanten Gabe von Trastuzumab zusätzlich zu einer
Chemotherapie profitieren. Bei Tumoren ab einer
Größe von 0,5-1,0 cm sollte die adjuvante Thera-
pie mit Chemotherapie plus Trastuzumab mit der
Patientin besprochen werden.

Die Lapatinib-Monotherapie ist mit der Standard-
anti-HER2-Therapie mit Trastuzumab nicht ver-
gleichbar (TEACH-Studie), die duale Blockade
mit Trastuzumab und Lapatinib führte im Rah-
men der ALTTO-Studie nicht zu einer Verbesse-
rung des Überlebens.

Für die adjuvante duale Blockade mit Trastuzu-
mab und Pertuzumab stehen die Daten der APHI-
NITY-Studie noch aus (Studienstart 2011), die das
rezidivfreie Überleben unter einer adjuvanten
Chemotherapie, gefolgt von einer einjährigen The-
rapie mit Trastuzumab und Pertuzumab mit der
Standardtherapie aus einer Chemotherapie und
der einjährigen alleinigen Trastuzumab-Therapie
vergleicht.

6.6. Metastasierte Situation
6.6.1. Trastuzumab

Trastuzumab erhöhte erstmals neben dem pro-
gressionsfreien Intervall auch das Gesamtüberle-
ben in der metastasierten Situation um fünf Mona-
te. Dieser Überlebensvorteil war bislang durch
kein Therapieschema so gesehen worden [24].
Trastuzumab ist in der metastasierten Situation
zusätzlich zur Chemotherapie zugelassen und
kann nach abgeschlossener Chemotherapie als
Monotherapie fortgesetzt werden. Die Kombina-
tion mit einem Aromatasehemmer ist weniger ef-
fektiv, aber seit 2007 in Europa zugelassen, so dass
auch Frauen, die HER2-positive Tumoren haben,
aber nicht für eine Chemotherapie vorgesehen
sind, von einer anti-HER2-gerichteten Therapie
profitieren können. Die Gabe von Trastuzumab
bleibt auch bei Progress über die weiteren Thera-
pieschritte bestehen. Ein regelmäßiges kardiales
Monitoring sollte erfolgen.

6.6.2. Lapatinib

Lapatinib ist der Therapie mit Trastuzumab hin-
sichtlich des progressionsfreien Überlebens unter-
legen, hinsichtlich des Gesamtüberlebens gibt es
keinen Unterschied, jedoch kommt es vermehrt zu
Therapieabbrüchen.

Eine alleinige Kombination von Lapatinib und
Trastuzumab ist bei Patientinnen mit HER2-
positiven und Hormonrezeptor-negativen Tumo-
ren nach Progress unter Trastuzumab seit 2013 zu-
gelassen, nachdem in der EGF 104900-Studie ein
Überlebensvorteil von 8 Monaten im Vergleich zur
Lapatinibmonotherapie gesehen wurde.

Die Kombination von Capecitabin und Lapatinib
ist als Zweitlinientherapie beim metastasierten
Mammakarzinom zugelassen. Dieser Kombina-
tion wird eine bessere Wirksamkeit intrazerebral
nachgesagt, nachdem in der EGF-100151-Studie
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weniger Hirnmetastasen in der Gruppe mit Cape-
citabin plus Lapatinib auftraten.

Lapatinib ist ebenfalls zugelassen beim metasta-
sierten, HER2-positiven und Hormonrezeptor-
positiven Mammakarzinom in der Postmenopau-
se in Kombination mit einem Aromatasehemmer
(Letrozol). Wie auch während und nach einer Tra-
stuzumab-Therapie sollte bei jeder anderen anti-
HER2-Therapie alle drei bis sechs Monate eine
Kontrolle der Herzfunktion erfolgen. Bei Abfall
der linksventrikulären Ejektionsfraktion (LEVF)
ist Trastuzumab, Lapatinib oder Pertuzumab so-
fort zu pausieren bis zur Erholung der LEVF.

6.6.3. Pertuzumab

In der multizentrischen, placebokontrollierten,
doppel-blinden Phase III CLEOPATRA-Studie
bewies Pertuzumab 420 mg in dreiwöchentlicher
Kombination mit Trastuzumab 6 mg/kg KG und
Docetaxel 75-100 mg/m2 über mindestens 6 Zy-
klen bei metastasiertem HER2-positivem Mam-
makarzinom seine Überlegenheit gegenüber der
herkömmlichen Therapie mit Trastuzumab und
Docetaxel. Das progressionsfreie Überleben konn-
te nach einem Follow-up von 50 Monaten von 12
auf 19 Monate (p<0,0001), das Gesamtüberleben
von 41 auf 57 Monate (p=0,0002) erhöht werden
[25]. Pertuzumab ist zugelassen in Kombination
mit Docetaxel und Trastuzumab beim metasta-
sierten oder lokal rezidivierten, inoperablen Mam-
makarzinom, wenn die Patientin noch keine Che-
motherapie oder anti-HER2-Therapie im metasta-
sierten Zustand bekommen hat. Trastuzumab und
Pertuzumab werden alle drei Wochen in einer Do-
sierung von 6 mg/kg KG und 420 mg (Erstgabe 8
mg/kg KG und 840 mg) verabreicht, zusätzlich soll
eine Chemotherapie mit Docetaxel 75-100 mg/m2

alle drei Wochen erfolgen.

6.6.4. Trastuzumab-DM1 (T-DM1)

In der Phase-III-Zulassungsstudie EMILIA wur-
den 991 Patientinnen mit HER2-positivem meta-
stasiertem Mammakarzinom randomisiert, die ge-
gen die metastasierte Erkrankung bereits mit Tra-
stuzumab und einem Taxan vorbehandelt waren.
Die Patientinnen enthielten entweder T-DM1
oder Capecitabin in Kombination mit Lapatinib.

Im T-DM1-Arm wurde eine Verlängerung des me-
dianen progressionsfreien Intervalls um 3,2 Mo-

nate von 6,4 auf 9,6 Monate (HR = 0,650, p<
0,0001) sowie eine Verlängerung des Gesamtüber-
lebens auf 30,9 Monate vs. 25,1 Monate (HR=0,68;
p<0,001) beobachtet (26). Zu den Nebenwirkun-
gen zählten Thrombozytopenien Grad 3/4 (12,9 %
vs. 0,2 %) und erhöhte Leberenzyme (AST 4,3 %
vs. 0,8 %), am häufigsten traten unter TDM-1
Übelkeit und Fatigue (39 % und 35 %) auf. Die Zu-
lassung beschränkt sich auf die Zweitlinienthera-
pie, wenn unter Trastuzumab und einer taxanhal-
tigen Chemotherapie ein Progress aufgetreten ist.

6.7. Klinische Probleme bei
HER2-Positivität
■ Zerebrale Metastasierung

Patientinnen mit HER2-positivem metastasiertem
Mammakarzinom entwickeln heutzutage in 30-
40 % der Fälle Hirnmetastasen. Als Grund ist die
verbesserte viszerale Kontrolle durch anti-HER2
gerichtete Therapien und ein dadurch ermöglich-
tes längeres Überleben zu nennen, so dass die
Hirnmetastasierung als Zeichen der fortgeschritte-
nen Erkrankung erlebt werden kann [27-29]. Ein
Screening auf Hirnmetastasen bei asymptomati-
schen Frauen wird jedoch nicht empfohlen. Auch
von einer prophylaktischen Bestrahlung wird ak-
tuell noch kein Gebrauch gemacht. Das Auftreten
von Hirnmetastasen in weit fortgeschrittenem Er-
krankungsstadium ist möglicherweise auch durch
die fehlende Passage der Antikörper durch die
Blut-Hirn-Schranke bedingt. Wegen der geringe-
ren Molekülgröße soll Lapatinib im Gegensatz zu
anderen Brustkrebs-Medikamenten die Blut-
Hirn-Schranke besser passieren und könnte daher
auch bei Patientinnen mit Hirnmetastasen wirken.
Die Therapie der Hirnmetastasierung besteht in
Abhängigkeit vom Allgemeinzustand der Patien-
tin und dem Ausmaß der Metastasierung, in der
Operation, Bestrahlung und/oder systemischen
Therapie sowie Best Supportive Care. Das mediane
Überleben nach Auftreten von Hirnmetastasen ist
mit sechs Monaten kurz, kann durch die Gabe von
Trastuzumab verlängert werden [30]. Der Einsatz
von T-DM1 in dieser speziellen Erkrankungssitua-
tion scheint vielversprechend.
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■ Diskordanz Primärtumor/Metastase/im
Blut zirkulierende Tumorzelle – Epithelia-
le-mesenchymale Transition (EMT) und
tumor-initiierende Zellen

Die Diskordanz des Rezeptor- Status zwischen Pri-
märtumor, Metastasen und im Blut zirkulierender
Tumorzellen kann erheblich sein. Nach Verlassen
des Primärtumors können Tumorzellen im Blut
und in Metastasen in bis zu 40 % ihre Rezeptor-
Expression verändern. So können z.B. auch Pa-
tientinnen mit Hormon-Rezeptor-positivem,
HER2- negativem Primärtumor im Verlauf einer
Metastasierung durch zunehmende Entdifferen-
zierung über das EMT-Programm die Hormonre-
zeptoren verlieren und sogar mehrere Proteine der
HER-Familie exprimieren. So wurden in zirkulie-
renden Tumorzellen EGFR, HER2, pPI3-Kinase
und pAkt-Expressionen auch schon bei frühen
Mammakarzinomen nachgewiesen.

Aus diesem Grunde sollte versucht werden, Meta-
stasen – falls irgendwie möglich – bioptisch zu si-
chern und den Rezeptor- Status (ER/PgR, HER2,
Ki67) erneut zu bestimmen. Die NCCN-Guide-
lines empfehlen die histologische Nachtestung vor
allem bei Patientinnen mit HER2-negativem Pri-
märtumor (www.nccn.com.) Derzeit wird in Stu-
dien (DETECT III/IV) versucht, die Rezeptor-
Expression der zirkulierenden Tumorzellen in der
metastasierten Situation zu evaluieren und danach
die weitere Therapie auszurichten.
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7. Disseminierte und zirkulierende Tumorzellen,
zirkulierende DNA und RNA im Blut – Biomarker
beim Mammakarzinom?

7.1. Hintergrund
Bei Patientinnen mit Mammakarzinom kommt es
bereits früh im Krankheitsverlauf zu einer häma-
togenen Streuung von Tumorzellen. Eine solche in
der Metastasierungskaskade frühe Tumorzelldis-
semination kann mit Hilfe sensitiver Nachweisver-
fahren im Blut und Knochenmark erfasst werden.
Der immunzytochemische Nachweis disseminier-
ter Tumorzellen im Knochenmark (DTC) ist bei
Patientinnen mit primärem Mammakarzinom
vielfach als ein unabhängiger Prognosefaktor be-
schrieben worden [1,2]. Disseminierte Tumorzel-
len lassen sich auch im Blut nachweisen und wer-
den dort als zirkulierende Tumorzellen (CTC) be-
zeichnet. Weiterhin können zellfreie DNA
(cfDNA), mRNA und Mikro-RNA (miR), die vom
Tumor freigesetzt werden und mit der Tumorpro-
gression assoziiert sein können, im Blut von Pa-
tientinnen mit Mammakarzinom detektiert wer-
den [3,4].

Nachweis und Charakterisierung der Zellen, die
zu einer Disseminierung in der Lage sind, erlau-
ben potenziell die Identifikation der für eine
Metastasierung relevanten Tumorzellen. Diese
Ansätze sind somit von großer klinischer Rele-
vanz.

7.2. Nachweis disseminierter
Tumorzellen im Knochenmark

7.2.1. Methodische Aspekte des Nach-
weises
Das Auftreten einer Fernmetastasierung ist die
Haupttodesursache bei Patientinnen mit Mam-
makarzinom. Bereits 1889 beschrieb Paget einen
Zusammenhang von Mammakarzinomerkran-
kungen und Knochenmetastasen [5]. 1936 wurde
der Nachweis von metastatischen Zellen im Kno-
chenmark (KM) beschrieben [6]. Ein entscheiden-
der Fortschritt war die Entwicklung immunzyto-
chemischer Nachweisverfahren für die Detektion
einzelner disseminierter Tumorzellen (DTC) [7,
8]. Darüber hinaus sind hochsensitive molekulare

Verfahren, hauptsächlich zum Nachweis epithel-
zellspezifischer mRNA über RT (Reverse Trans-
kriptase)-PCR (Polymerasekettenreaktion) eta-
bliert worden. Die Spezifität dieser Verfahren, vor
allem für die Detektion singulärer Ereignisse sowie
die Zuordnung gemessener Signale mit bestimm-
ter Intensität zur Zellzahl können jedoch nicht im-
mer zuverlässig gewährleistet werden. Mit im-
munzytologischen Analysen kann die Zielzelle
hingegen hinsichtlich der Expressionsstärke, ihrer
Größe und Form, Zellkern-Zytoplasma-Relation
sowie der zellulären Lokalisation der Immunreak-
tion evaluiert werden [9].

Für den klinisch relevanten Nachweis disseminier-
ter Tumorzellen im Knochenmark ist die Entnah-
me von mindestens je 5 bis 10 ml Knochenmark
aus beiden Beckenkämmen notwendig. Die in der
Mehrzahl der Studien erfolgte beiderseitige Ent-
nahme scheint die Sensitivität des Nachweises zu
erhöhen [2,10,11]. Grundsätzlich ist eine Entnah-
me vor dem Beginn operativer Manipulationen
(Stanzbiopsie oder Exzision) empfohlen, obwohl
es keine systematischen Untersuchungen zu einer
Änderung des Nachweises durch solche Manipula-
tionen gibt. In einer Metaanalyse, nicht jedoch in
allen Einzelstudien konnte eine Korrelation des
Nachweises von DTC im KM mit Tumorgröße,
Differenzierungsgrad, axillärer Lymphknotenme-
tastasierung, negativen Steroidrezeptoren sowie
jüngerem Alter gezeigt werden [2]. Darüber hin-
aus wurde eine Korrelation mit tumorbiologi-
schen Faktoren wie HER2-, p53-Expression sowie
hoher Proliferation beschrieben [12].

7.2.2. Prognostische Relevanz zum
Zeitpunkt der Primärdiagnose
Zum Zeitpunkt der Primärdiagnose weisen ca. 30-
40 % aller Mammakarzinompatientinnen DTC im
KM auf. Mehrere unizentrische Studien konnten
zeigen, dass der Nachweis von DTC im KM zum
Zeitpunkt der Operation sowohl für das rezidiv-
freie als auch für das Gesamtüberleben ein unab-
hängiger Prognosefaktor beim Mammakarzinom
ist. Dies wurde in der “Pooled Analysis” mit insge-
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samt 4.703 Patientinnen und einer Nachbeobach-
tungszeit von 10 Jahren bestätigt [2].

7.2.3. Prognostische Relevanz nach
Abschluss der adjuvanten Therapie
Nach Abschluss der Primäroperation und adju-
vanter Therapie können bei ca. 15 % aller Mam-
makarzinompatientinnen weiterhin DTC detek-
tiert werden. Die European Pooled Analysis bestä-
tigte, dass persistierende Tumorzellen im KM
ebenfalls auf ein erhöhtes Metastasierungsrisiko
hinweisen. Somit kann der Tumorzellnachweis im
KM als Erfolgskontrolle einer Therapie in der ad-
juvanten Situation angesehen werden [13-17].

Bislang war es auf Grund der unterschiedlichen
Nachweisverfahren nur bedingt möglich, den
Knochenmarksstatus in klinischen Studien zu im-
plementieren. Mittlerweile wurde jedoch von der
Kommission Tumorzelldissemination der deut-
schen Gesellschaft für Senologie ein Konsensus
zum Nachweis von DTC im KM erarbeitet. Als
“Goldstandard” gelten derzeit die Dichtegradien-
tenzentrifugation des Knochenmarksaspirats so-
wie die anschließende Anfertigung von Zytospins
aus der mononukleären Zellfraktion. Die Detek-
tion erfolgt mit Hilfe von Anti-Zytokeratin-Anti-
körpern und der APAAP-Färbetechnik (☞ Abb.
7.1). Dieser Konsensus ist die Hauptvoraussetzung
für die Durchführung von Multicenter-Studien
[11].

Abb. 7.1: Automatische Auswertung der APAAP-
Immunfärbung mit Hilfe des ACIS (Automated Cellular
Imaging System, obere Abbildung). Untere Abbil-
dung: Zirkulierende Tumorzelle (rot: Zytokeratin-
positiv, blau: Gegenfärbung des Zellkerns mit Häma-
laun)

■ Schlussfolgerung

Der präoperative DTC-Nachweis in Knochenmar-
kaspiraten besitzt prognostische Relevanz für das
Gesamtüberleben sowie das krankheits- und rezi-
divfreie Überleben von Patientinnen mit primä-
rem, nicht metastasiertem Mammakarzinom. Die
Tumorzellpersistenz im Knochenmark kann Be-
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Autor/Referenz Jahr Technik Patientenzahl Detektionsrate Prognostische
Relevanz

Harbeck [18] 1994 ICC 100 38 % DFS, OS

Diel [1] 1996 ICC 727 43 % DFS, OS

Mansi[19] 1999 ICC 350 25 % DFS, OS

Gebauer [20] 2001 ICC 393 42 % DFS, OS

Cote [21] 1991 ICC 49 37 % DFS

Braun [22] 2000 ICC 552 36 % DDFS, OS

Gerber[23] 2001 ICC 484 31 % DFS, OS

Braun[24] 2001 ICC 150 29 % DDFS, OS

Vannucchi[25] 1998 RT-PCR 33 48 % DFS

Bidard [26] 2008 ICC 621 15 % DMFS, OS

Tab. 7.1: Beispiele für Arbeiten zum prognostischen Wert des Nachweises von Tumorzellen im Knochenmark
bei Patientinnen mit primärem Mammakarzinom. DFS: disease-free survival; DDFS: distant disease-free survival;
ICC: immunocytochemistry; IHC: immunohistochemistry; OS: overall survival; RT-PCR: reverse-transcriptase polyme-
rase chain reaction).
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deutung für eine sekundäre adjuvante Therapie
der Patientinnen erlangen.

7.3. Nachweis von zirkulieren-
den Tumorzellen im Blut
Im Gegensatz zum Nachweis von DTC im Kno-
chenmark gibt es für die Detektion von CTC im
Blut bisher noch kein Konsensusprotokoll, das so-
wohl validierte Antikörper und Nachweisverfah-
ren als auch Kriterien zur Begutachtung der Mor-
phologie und Ergebnisse der Immunfärbungen
nach automatischer Auswertung einbezieht. Mit
der jüngsten Entwicklung neuer Anreicherungs-
und Detektionsverfahren stehen jedoch Techni-
ken zur Verfügung, die einen validen Nachweis
von CTC ermöglichen.

7.3.1. Methodische Aspekte

Eine entscheidende Anforderung an ein System
zum Nachweis von CTC ist die Reproduzierbarkeit
von Ergebnissen in einem klinischen Multicenter-
Setting, das auch den Versand von Proben und die
Bestimmung in mehreren Zentren beinhaltet. Ein
wichtiger Fortschritt konnte mit der Entwicklung
eines Systems (CellSearch®) zur standardisierten
und weitgehend automatisierten Anreicherung
mit immunzytochemischem Nachweis von CTC
sowie zur automatischen Imageanalyse erzielt wer-
den [27,28].

Dieses System wird derzeit in mehren Zentren in
Deutschland im Rahmen von klinischen Studien –
u.a. in Ringversuchen – eingesetzt, deren erste Er-
gebnisse bereits publiziert worden sind [29-32].
CellSearch® ist derzeit von der FDA als einziges
Testverfahren zum Nachweis von CTC bei meta-
stasierten Mammakarzinompatientinnen z.B. im
Rahmen des Therapiemonitorings zugelassen. Im
Nachfolgenden wird die Bedeutung von CTC in
der klinischen Anwendung zusammengefasst.

PCR-basierte Techniken haben sich als die am
häufigsten verwendeten Alternative zum immun-
zyntochemischen Nachweis von DTC und CTC
etabliert. Ein grundsätzlicher Vorteil könnte in der
höheren Sensitivität und der Fähigkeit zur Charak-
terisierung der Zellen liegen. Nachteil ist die feh-
lende Möglichkeit, Zellen morphologisch zu beur-
teilen. Die meisten Arbeitsgruppen haben RT-
PCR-Assays verwendet, um RNA-Marker zu de-
tektieren, wie Cytokeratin 19 und 20 und Mamma-

globin. Ein standardisierter RT-PCR-basierter
Test ist der AdnaTest®, der MUC1/HER2/Ep-
CAM-positive Zellen detektiert [30,33,34].

7.3.2. Bedeutung des Nachweises von
CTC in der metastasierten Situation

7.3.2.1. CTC als prognostischer Faktor

In der palliativen Therapiesituation ist die Identifi-
kation von metastasierten Patientinnen mit un-
günstiger Prognose hinsichtlich der weiteren The-
rapiewahl von klinischer Relevanz. Cristofanilli et
al. beschrieben im Rahmen einer prospektiven
Studie, dass der Nachweis von mindestens 5 Tu-
morzellen in 7,5 ml Blut mit einem signifikant kür-
zeren Überleben bei metastasierten Patientinnen
assoziiert ist [27]. Dies konnte mittlerweile durch
eine Vielzahl von Studien bestätigt werden. Die
prognostische Relevanz unter Verwendung von
CellSearch® und des cut-off levels von 5 CTC/7,5
ml Blut gilt somit als gesichert [35].

7.3.2.2. CTC im Rahmen des Therapie-
monitorings

Das frühe Erkennen einer Progression unter The-
rapie ist eine weitere relevante Fragestellung. Hier
konnten ebenfalls Cristofanilli und Mitarbeiter
zeigen, dass die Tumorzellpersistenz unter laufen-
der first-line-Therapie mit einer besonders
schlechten Prognose assoziiert ist [27]. In der ame-
rikanischen Studie SWOG (Southwest Oncology
Group) S0500 ist untersucht worden, ob ein früh-
zeitiger Therapiewechsel bei Tumorzellpersistenz
( 5 Tumorzellen) im Vergleich zum Therapie-
wechsel erst bei bildgebend sichtbarem Progress
mit einem Überlebensvorteil assoziiert ist. Für die
untersuchte Fragestellung war die Studie negativ,
hat jedoch den prognostischen Wert der CTC-
Untersuchung bestätigt.

Eine Testung in Einzelfällen (z.B. bei schlechter
Verträglichkeit einer Therapie) mit einem stan-
dardisierten Verfahren wird von den Empfehlun-
gen der AGO Kommission Mamma als mögliche
Option bewertet, wenn andere Alternativen des
Therapiemonitorings und der Risikoabschätzung
in der individuellen Situation weniger verlässlich
sind (z.B. Bildgebung, Tumormarker).
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7.3.2.3. CTC zur Optimierung der Thera-
pie durch Identifikation von Targets für
therapeutische Ansätze

Falls eine Metastasierung auftritt, wird – auch von
der AGO Mamma – die Re-Evaluierung therapie-
relevanter Marker wie z.B. HER2, ER und PgR
empfohlen. Da ein Teil der zirkulierenden Tumor-
zellen den Phänotyp der Metastasen widerspiegeln
könnte, bietet sich die Charakterisierung von zir-
kulierenden Tumorzellen für eine Therapieopti-
mierung an. So konnten Meng et al. bei metasta-
sierten Patientinnen mit HER2-negativem Pri-
märtumor HER2-positive CTC nachweisen. Diese
Patientinnen wurden mit Trastuzumab (Hercep-
tin®) behandelt und zeigten hierauf eine Tumor-
remission [36]. Die Datenlage für die prognosti-
sche und prädiktive Relevanz des Nachweises von
HER2 auf CTC wird insgesamt allerdings noch
nicht als gesichert bewertet [37]. Hierfür sind wei-
tere Studien notwendig. Eine methodische Studie
zur Expression von HER2 auf CTC (☞ Abb. 7.2),
die von der DETECT-Studiengruppe der AG Tu-
morzelldissemination der Deutschen Gesellschaft für

Senologie durchgeführt wurde, ist bereits abge-
schlossen [30,34,38] und eine klinische Studie zum
Einsatz einer Therapie mit Lapatinib bei Patientin-
nen mit HER2-negativem Primärtumor und
HER2-positiven CTC hat bereits begonnen (DE-
TECT 3). Somit ist die Indikationsstellung für den
Einsatz einer zielgerichteten Therapie gegen HER2
auf Basis des HER2-Status zirkulierender Tumor-
zellen bisher noch nicht als klinischer Standard an-
zusehen.

7.4. Bedeutung des Nachweises
von CTC in der adjuvanten
Situation
Prognosefaktoren im Stadium der nicht metasta-
sierten Primärerkrankung sollen beispielsweise
Patientinnen identifizieren, die von einer Chemo-
therapie profitieren. Einzelne Studien konnten
eine prognostische Relevanz des Nachweises von
CTC bei Patientinnen mit primärem Mammakar-
zinom zeigen [31,39,40]; allerdings gibt es keine
Bestätigung, dass aus diesen vorläufigen Ergebnis-
sen therapeutische Konsequenzen zum Vorteil für
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Abb. 7.2: Bildergalerie nach automatischer Imageanalyse mit Hilfe des CellSearch®-Systems. Zytokeratin-/DAPI-
positive, CD45-negative Zellen repräsentieren zirkulierende Tumorzellen (CTC, 3-5). Zytokeratin-negative, DAPI-
/CD45-positive Zellen stellen Leukozyten dar (1). Starke HER2-Überexpression in CTC (4, 5) und HER2-negative
CTC (3).
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die Patientinnen gezogen werden können. Diese
Fragestellung wird unter anderem gegenwärtig in
der SUCCESS-C-Studie untersucht.

Autor/
Referenz

Jahr Patien-
tenzahl

Positi-
vitäts-
rate

Progno-
stische
Relevanz

Cristofa-
nilli [27]

2004 177 49 % PFS, OS

Hayes
[41]

2006 177 54 % PFS, OS

Dawood
[42]

2008 185 61 % OS

Müller
[38]

2011 253 50 % OS

Tab. 7.2: Beispiele für Studien zum Nachweis von
CTC im Blut von Patientinnen mit metastsiertem Mam-
makarzinom unter Verwendung des CellSearch®-
Systems. OS: overall survival; PFS: progression free sur-
vival.

■ Schlussfolgerung

Die jüngst vorgestellten Studien sprechen für eine
klinische Relevanz des Nachweises von CTC im
Blut – vor allem in der metastasierten Situation.

7.5. Zirkulierende DNA und RNA
im Blut
Durch apoptotische und nekrotische Tumorzellen
kann Nukleinsäure in die Blutzirkulation gelan-
gen, und Veränderungen in der Konzentration
von zirkulierender Tumor-DNA, mRNA oder be-
stimmter Mikro-RNAs sind mit der Tumorlast
und der Tumorprogression assoziiert worden. Ge-
genwärtig wird intensiv untersucht, ob der Nach-
weis dieser im Serum oder Plasma von Mamma-
karzinompatientinnen zirkulierenden Nuklein-
säuren für das Tumorscreening, für die Abschät-
zung der Prognose der Patientinnen sowie für ein
Therapiemonitoring zum Einsatz gelangen kann
[3].

7.5.1. Methoden zum Nachweis

Obwohl Tumorpatienten signifikant erhöhte
Konzentrationen an zirkulierender zellfreier DNA
als gesunde Probanden aufweisen, kann der Tu-
morzellursprung nur über tumorzellspezifische
genetische Aberrationen oder epigenetische Alte-

rationen aufgedeckt werden. Häufig werden z.B.
Untersuchungen auf das Vorliegen von LOH (loss
of heterozygosity) über PCR-basierte Methoden
vorgenommen. Geringe Mutationsfrequenzen in
bestimmten Genen sowie Verdünnungseffekte
durch Wildtyp-DNA aus gesunden Zellen er-
schweren hingegen die Etablierung spezifischer
Assays. Durch Tumorzellen freigesetzte mRNA
zeichnet sich überraschenderweise durch eine
hohe Stabilität aus, die wahrscheinlich auf ihre
Verpackung in Exosomen und einen dadurch be-
stehenden Schutz vor Degradation zurückzufüh-
ren ist. Der Nachweis dieser mRNAs wird heute
weitestgehend über Mikroarray-Technologien
oder quantitative RT-PCR geführt. Auch für die
Detektion deregulierter Konzentrationen be-
stimmter Mikro-RNAs gelangen gegenwärtig Ex-
pressions-Mikroarrays zum Einsatz, mit deren
Hilfe mehr als 900 dieser kleinen RNAs identifi-
ziert werden können. Ein großes Problem bei der
Quantifizierung dieser RNAs besteht jedoch im
Fehlen einer endogenen Mikro-RNA-Kontrolle
zur Normalisierung der Mikro-RNA-Konzentrati-
on [3].

7.5.2. Datenlage

Erhöhte Konzentrationen an zirkulierenden Nu-
kleinsäuren (cfDNA, mRNA und miRs) sind in
Mammakarzinompatientinnen mit einem
schlechteren klinischen Verlauf der Erkrankung
assoziiert und könnten zukünftig in der nicht me-
tastasierten und auch in der metastasierten Situa-
tion als Biomarker für die Diagnostik oder als Pro-
gnosemarker Bedeutung erlangen [3,43,44]. Wie
weiterhin gezeigt werden konnte, erwies sich ein in
cfDNA detektierter DNA-Verlust in der Region
13q31-33 als Indikator für eine lymphatische Tu-
morzellausbreitung [3]. Shaw et al. beschrieben er-
höhte Frequenzen an CNV (copy number varia-
tions) und LOH in cfDNA von Mammakarzinom-
patientinnen gegenüber cfDNA aus gesunden Pro-
banden [45]. Darüber hinaus gelang der Nachweis
von HER2-Genamplifikationen an cfDNA aus
Mammakarzinompatientinnen im klinischen Ver-
lauf ohne nachweisbare Erkrankung [46]. Die in
cfDNA von Mammakarzinompatientinnen detek-
tierte Hypermethylierung von Tumorsuppressor-
genen könnte sich als prädiktiver und prognosti-
scher Biomarker erweisen [47].
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■ Schlussfolgerung

Die publizierten Ergebnisse erster klinischer Stu-
dien belegen, dass erhöhte Konzentrationen zirku-
lierender zellfreier Nukleinsäuren im Serum oder
Plasma von Mammakarzinompatientinnen vor-
handen sind. Eine potenzielle Anwendung als Bio-
marker für das Tumorscreening, für eine Progno-
seabschätzung sowie für das Therapiemonitoring
ist Gegenstand intensiver klinischer Forschung.
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8. Tumorbiologische Diagnostik und Testverfahren
beim Mammakarzinom – Praktische Anwendung
und Studien

8.1. Stellenwert tumorbiologi-
scher Testverfahren in der Klinik
Der Stellenwert von tumorbiologischen Testver-
fahren bei der Therapie des Mammakarzinoms hat
sich in den letzten Jahren grundlegend geändert.
Während noch vor wenigen Jahren die Ausdeh-
nung des Tumors, beschrieben als Tumorgröße
und Nodalstatus, als wichtigster Prognosefaktor
galt und maßgeblich die Therapie bestimmte, ist
zunehmend die essentielle Bedeutung der Tumor-
biologie für den weiteren Verlauf der Erkrankung,
sowie die Notwendigkeit für und das Ansprechen
auf verschiedene Systemtherapien in den Vorder-
grund gerückt. Damit haben auch verschiedene
moderne tumorbiologische Testverfahren an Be-
deutung gewonnen, und finden zunehmend Ein-
satz in der klinischen Routine.

8.2. Intrinsische Subtypen des
Mammakarzinoms
Grundlage für die Beurteilung der Tumorbiologie
bilden die sogenannten intrinsischen Subtypen des
Mammakarzinoms, die durch RNA-Expressions-
profile definiert sind. Dabei definierten Perou et al.
erstmals folgenden Subtypen: Luminale Mamma-
karzinome, die sich durch einen positiven Östro-
genrezeptor-(ER)-und/oder Progesteronrezep-
tor-(PgR)-Status auszeichnen, stellen die größte
Subgruppe dar. In Abhängigkeit der Tumorzell-
proliferation werden Luminal A Karzinome (mit
geringer Proliferation) und Luminal B Karzinome
(mit hoher Proliferation) unterschieden. Darüber
hinaus werden basale (engl. basal-like) Mamma-
karzinome, die in der Mehrzahl den klinisch defi-
nierten tripel-negativen Mammakarzinomen ent-
sprechen und HER2-positive (HER2-like) Mam-
makarzinome mit HER2-Amplifikation und/oder
Überexpression unterschieden [1]. Auch wenn es
derzeit keine allgemein akzeptierte Übertragung
dieser auf Genexpressionsprofilen basierenden
Subgruppen in die klinisch- bzw. immunhistoche-
misch-definierten Untergruppen gibt, werden
letztere häufig im klinischen Alltag stellvertretend

zur Therapiestratifikation herangezogen. Dabei
bilden die Mammakarzinomsubtypen eine der
wichtigsten Grundlagen sowohl für die Einschät-
zung der Prognose der Erkrankung als auch für die
Auswahl der optimalen Systemtherapie. Die Aus-
wahl zielgerichteter Therapieansätze, d.h. endo-
krine Therapien und HER2-zielgerichtete Ansätze
werden dabei in Abhängigkeit vom entsprechen-
den Mammakarzinomsubtyp appliziert und auch
die Entscheidung für oder gegen eine adjuvante
Chemotherapie wird in der Regel in deren Abhän-
gigkeit getroffen; dabei gilt insbesondere die Diffe-
renzierung von Luminal A-Mammakarzinomen
(i.d.R. ohne Indikation zur Chemotherapie) und
Luminal B Mammakarzinomen (i.d.R. mit Indika-
tion zur Chemotherapie) als besonders klinisch re-
levant.

Generell kommt der Differenzierung von Patien-
tinnen mit Indikation zur Chemotherapie und Pa-
tientinnen ohne Indikation zur Chemotherapie
insbesondere bei Patientinnen mit Hormonrezep-
tor-positivem Mammakarzinom ein besonderer
Stellenwert zu. Wenn klinische Parameter alleine
keine ausreichende Entscheidungsgrundlage für
die Indikation zur Chemotherapie bieten, können
zusätzlich molekulare Tests herangezogen werden.
Derzeit sind verschiedene molekulare Tests kom-
merziell erhältlich, die V.a. in der Gruppe der no-
dal-negativen, Hormonrezeptor-positiven Patien-
tin die Einschätzung der Prognose und Notwen-
digkeit einer adjuvanten Chemotherapie weiter
verbessern können (☞ Tab. 3.2).

Am häufigsten werden dabei in Deutschland der
21-Gen-Recurrence Score® (Oncotype DX®) und
die 8-Gensignatur (EndoPredict®) eingesetzt.
Darüber hinaus steht die PAM50-Signatur zur De-
finition der o.g. intrinsischen Subtypen als Stratifi-
kator zur Verfügung. Beide Tests basieren auf
quantitativen PCR-Analysen und können auf for-
malinfixiertem Gewebe durchgeführt werden, was
im klinischen Alltag einen logistischen Vorteil dar-
stellt. Bei der EndoPredict®-Signatur werden in
Ergänzung zur Tumorbiologie noch der Tumord-
urchmesser und -nodalstatus erfasst und zum EP-
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clin zusammengefasst. Die derzeit publizierten, al-
lerdings ausschließlich retrospektiven Daten bele-
gen eine gute prognostische Relevanz der moleku-
laren Tests sodass eine Anwendung sinnvoll sein
kann, wenn etablierte klinische Parameter keine si-
chere Aussage für/wider eine Chemotherapie er-
lauben (AGO “+”-Empfehlung). Es ist jedoch
wichtig zu erkennen, dass:

 a) die prospektive Validierung der prädiktiven
Anwendung (d. h. der Vorhersage der Notwen-
digkeit einer Chemotherapie) aktuell noch aus-
steht und erst anhand der Ergebnisse der Stu-
dien Mindact (für MammaPrint®) und TailorX
bzw. RxPONDER (für Oncotype DX®) ausge-
wertet werden kann

 b) der systematische Vergleich der Testsysteme
hinsichtlich ihrer prädiktiven Aussagekraft mit
dem Ziel der Definition der optimalen Testsy-
stems zum aktuellen Zeitpunkt noch nicht er-
folgt ist.

8.3. uPA/PAI-1
Als mögliche Alternative zu den o.g. Genexpres-
sionsanalysen können auch die tumorassoziierten
Proteolysefaktoren, d.h. der Plasminogenaktivator
vom Urokinasetyp (uPA) und sein Inhibitor PAI-1
(Plasminogenaktivator-Inhibitor Typ 1) für die
Entscheidung bezüglich einer adjuvanten Chemo-
therapie herangezogen werden. uPA/PAI-1 wurde
prospektiv in einer klinischen Therapiestudie in
Bezug auf seine prognostische und prädiktive Be-
deutung validiert und verfügt daher über eine gute
Evidenzlage. Die 10-Jahres Nachbeobachtungser-
gebnisse der Chemo N0 Studie zeigen, dass
uPA/PAI-1 beim nodal-negativen Mammakarzi-
nom eine Niedrigrisikogruppe (uPA und PAI-1
niedrig) definieren kann, die aufgrund ihrer guten
Prognose von einer adjuvanten Chemotherapie
kaum profitieren würden. Bei Hochrisiko-
Patientinnen (uPA und/oder PAI-1 hoch) kann
eine adjuvante Chemotherapie das Rezidivrisiko
um etwa 40 % reduzieren [2]. Daher kann
uPA/PAI-1 als Entscheidungskriterium beim no-
dal-negativen Mammakarzinom mit unklarer In-
dikation für eine Chemotherapie auch außerhalb
von Studien herangezogen werden. Allerdings ist
der Test ausschließlich mittels standardisierter
ELISAs im Tumorfrischgewebe (FEMTELLE®) va-
lidiert, was den Einsatz in der klinischen Praxis

häufig limitiert. Auch hier kann eine Aussage zum
Vergleich der prädiktiven Aussagekraft von
uPA/PAI-1 und der o.g. Genexpressionsanalysen
zum aktuellen Zeitpunkt nicht getroffen werden.

8.4. Zirkulierende Tumorzellen
Bei Patientinnen mit Mammakarzinom kommt es
bereits früh im Krankheitsverlauf zu einer hämato-
genen Streuung von Tumorzellen. Der Nachweis
von disseminierten Tumorzellen im Knochen-
mark und zirkulierenden Tumorzellen im Blut
beim frühen Mammakarzinom ist mit einem ver-
kürzten rezidivfreien und Gesamtüberleben asso-
ziiert [3-8]. Allerdings gibt es keine Bestätigung,
dass aus diesen Ergebnissen therapeutische Konse-
quenzen zum Vorteil für die Patientinnen gezogen
werden können. Derzeit sollte folglich die Detek-
tion von zirkulierenden Tumorzellen beim primä-
ren Mammakarzinom außerhalb von Studien auf-
grund der noch jungen Datenlage und der fragli-
chen klinischen Konsequenz nur in begründeten
Einzelfällen wie dem Mangel anderer konklusiver
Therapieentscheidungsgrundlagen eingesetzt wer-
den.

Auch in der metastasierten Situation konnte die
prognostische Relevanz von zirkulierenden Tu-
morzellen unter Verwendung des CellSearch® Sy-
stems durch eine Vielzahl von Studien bestätigt
werden [9;10]. Eine Testung auf zirkulierende Tu-
morzellen mit dem CellSearch® System wird ge-
genwärtig von den Empfehlungen der AGO Kom-
mission Mamma als mögliche Option für die Pro-
gnoseabschätzung mit der Empfehlung “+” be-
wertet, beispielsweise für eine Risikoabschätzung
vor dem Hintergrund einer Entscheidung über die
Aggressivität einer Therapie in der metastasierten
Situation.

Auch die erneute Blutentnahme 3-5 Wochen nach
Therapiebeginn wies eine prognostische Relevanz
auf, und könnte damit eine frühzeitigere Informa-
tion liefern als die bildgebende Diagnostik [11].
Auf Grundlage dieser Daten wurde in der amerika-
nischen Studie SWOG S0500 überprüft, ob ein
frühzeitiger Therapiewechsel bei Tumorzellpersi-
stenz (5 Tumorzellen) dem Therapiewechsel erst
bei bildgebend sichtbarem Progress überlegen ist.
Allerdings zeigte sich weder im progressionsfreien
noch im Gesamtüberleben der beiden Behand-
lungsarme ein Unterschied. Der frühe Wechsel ei-
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ner Therapie brachte keinen Vorteil für die Patien-
tinnen [12]. Aufgrund dieser Studienergebnisse
rät die AGO Kommission Mamma von einer The-
rapieentscheidung basierend alleinig auf der Dy-
namik von CTC ab. In begründeten Einzelfällen
(z.B. Unverträglichkeit der Therapie) können je-
doch CTC Messungen dazu dienen, schon frühzei-
tig unwirksame Therapien zu beenden und Alter-
nativkonzepte anzubieten.

Weitere Therapiekonzepte, die auf der Phänotypi-
sierung zirkulierender Tumorzellen beruhen, wer-
den in aktuell laufenden Studien untersucht (DE-
TECT, TREAT CTC).

8.5. Hereditäres Mammakarzi-
nom
In den vergangenen Jahren hat die Bedeutung von
BRCA1/BRCA2 als therapeutische Zielstruktur
zunehmend an Bedeutung gewonnen. Auch wenn
BRCA1 und 2 weiterhin eine hohe Bedeutung als
Risikofaktoren für die Entstehung eines Mamma-
und Ovarialkarzinoms innehaben, werden Muta-
tionen dieser Gene zunehmend als Therapiestrati-
fikatoren wahrgenommen. Einerseits wird zuneh-
mend offensichtlich, dass die Prognose und auch
das Chemotherapieansprechen von beispielsweise
tripel-negativen Mammakarzinomen Unterschie-
de aufweist in Abhängigkeit des BRCA-
Mutationsstatus. Insbesondere wird der Einsatz
platinhaltiger Chemotherapien hier aktuell disku-
tiert. Andererseits ist mit der Entwicklung von
PARP-Inhibitoren ein neues Therapiekonzept in
das klinisch-wissenschaftliche Interesse geraten.

Der Wirkmechanismus basiert auf der zweifachen
Hemmung der zellulären DANN-Reparatur, die
einerseits durch genomische/somatische Muta-
tion des BRCA-Gens und andererseits iatrogen
durch die medikamentöse Hemmung des kom-
pensatorischen PARP-Systems erfolgt. Da beim
hereditären Mammakarzinom ist das BRCA-
System durch Mutation defekt ist, müssen die Zel-
len vermehrt auf das noch funktionierende PARP-
System zurückgreifen. Wird jedoch dieses System
(z.B. iatrogen durch einen PARP-Inhibitor) ge-
hemmt, so ist dies für die Zelle letal (Konzept der
synthetischen Letalität). Somit scheint die defekte
DNA-Reparatur BRCA-assoziierter Mammakar-
zinome einerseits auslösend für die Tumorgenese

zu sein, andererseits auch die therapeutische
Achillessehne der Tumoren darzustellen.

8.6. Aktuelle Studien mit tumor-
biologischem Schwerpunkt
■ Das ADAPT-Studienprogramm – Sensitivi-

tätstestung und Therapiestratifikation in
Mammakarzinomsubgruppen

Das Grundkonzept der Studie besteht darin,

 (a) die Therapie eines Mammakarzinoms im ku-
rativen Stadium nicht nur anhand der Rückfall-
wahrscheinlichkeit) der Erkrankung festzule-
gen, sondern auch die Ansprechwahrscheinlich-
keit (sog. Prädiktion) zu beachten und

 (b) durch den Einsatz zielgerichteter Substan-
zen/optimaler Chemotherapeutika eine gerin-
gere Therapieintensität erreichen zu können.

Die ADAPT-Studie ist als Umbrella-Studie konzi-
piert, d.h. sie umfasst eine grundlegendes Studien-
konzept, welches in Abhängigkeit des molekularen
Subtyps (s.u.) mit unterschiedlichen Systemthera-
pie “bestückt” wird. Dabei kann jede Patientin, bei
der gemäß aktuell gültiger Leitlinien eine Indika-
tion zur neoadjuvanten Chemotherapie besteht,
eingeschlossen werden. Das betrifft somit die tri-
pelnegativen als auch die HER2-positiven Karzi-
nome (im letzteren Fall sowohl Hormonrezeptor-
positiv als auch -negativ). Außerdem können Hor-
monrezeptor-positive Mammakarzinome bei be-
stehender Chemotherapie-Indikation (z.B. G3, G2
in Kombination mit >cT2, Ki67>15 %) in die Stu-
die eingeschlossen werden.

i “HR+/HER2-”-Stratum

Ziel dieses Stratums ist die Identifikation von Pa-
tientinnen, die eine derart hohe Ansprechwahr-
scheinlichkeit auf endokrine Therapie zeigen, dass
eine zusätzliche Chemotherapie nicht identifiziert
ist. Vorstudien legen nahe, dass dies durch wieder-
holte Messungen des Proliferationsmarkers KI67
gelingen kann,

Zunächst erfolgt eine Risikostratifikation (Pro-
gnose) basierend auf den klassischen klinisch-
pathologischen Parametern sowie der KI67-
Expression und dem Recurrence Score® (Oncoty-
pe DX®). Im Anschluss an die Registrierung erhält
die Patientin eine antiendokrine Therapie mit Ta-
moxifen (prämenopausal) bzw. Aromatasehem-
mer (postmenopausal) für 3 Wochen. Anschlie-
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ßend folgt je nach Wunsch der Patientin eine
Stanzbiopsie oder die primäre Operation.

Zu Bestimmung der endokrinen Sensitivität wird
die KI67-Expression nach der dreiwöchigen endo-
krinen Therapie erneut bestimmt. Ein Abfall von
KI67 unter endokriner Therapie gibt Aufschluss
über die endokrine Empfindlichkeit des Tumors
(Prädiktion).

Es ergeben sich drei mögliche Szenarien (☞ Abb.
8.1):

 Niedriger RS + niedrige klinisch-pathologische
Parameter  keine Chemotherapie

 Mittlerer RS und KI67-Abfall  Verzicht auf
Chemotherapie (hier wird Chemotherapie er-
spart!)

 Hoher RS, cN2-3  Chemotherapie nach dem
dosisdichten Therapiekonzept mit 4x Paclitaxel
q2w, 4x EC q2w versus 8x nab-Paclitaxel q1w, 4x
EC q2w. Bei Patienten, die primär cN2-3 sind,
kann auf die 3-wöchige antiendokrine Therapie
verzichtet und direkt die Chemotherapie begon-
nen werden.

Es wird davon ausgegangen, dass mit dem ADAPT
HR+/HER2- Konzept einem signifikanten Anteil
an Patientinnen die Chemotherapie erspart wer-
den kann.

i “HR+/HER2+”-Stratum

Bei Patientinnen, die an einem sowohl HER2-
positiven als auch Hormonrezeptor positiven Tu-
mor erkrankt ist, stellt sich die Frage inwiefern die
neuen HER2-zielgerichteten Therapien kombi-
niert mit einer antiendokrinen Therapie in Zu-
kunft das bisher gültige Konzept einer Chemothe-
rapie bei HER2-neu-Positivität ersetzen kann. Da-
für werden 3 Therapiearme miteinander vergli-
chen und die Raten des Ansprechens i.S. der pCR
analysiert. Es erfolgt nach zentraler Bestätigung
des Rezeptorstatus die Behandlung in einem der
drei Arme (☞ Abb. 8.2):

1. TDM-1

2. TDM-1 + antiendokrine Therapie oder

3. Herceptin + antiendokrine Therapie

Bei Trastuzumab Emtansine (TDM-1) ist der mo-
noklonale Antikörper Trastuzumab an das zytoto-
xische Agent Mertansine (DM-1) gekoppelt. Tra-
stuzumab singulär verhindert durch die Bindung
an den HER2-Rezeptor die Zellproliferation wo-
hingegen TDM-1 als Komplex von der Tumorzelle
aufgenommen wird, intrazellulär seinen zytotoxi-
schen Anteil freisetzt und so die Apoptose indu-
ziert. Die o.g. Therapiekonzepte werden 3-wö-
chentlich über 12 Wochen verabreicht. Anschlie-
ßend folgt die Operation. Als anschließende The-
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rapie wird eine anthrazyklinhaltige Chemothera-
pie empfohlen.

i “HR-/HER2-”-Stratum

In Bezug auf das tripelnegative Mammakarzinom
stellt sich die Frage nach der optimalen Chemothe-
rapie und hier insbesondere dem Stellenwert plat-
inhaltiger Kombinationstherapien:

Die Patientinnen erhalten über 12 Wochen Che-
motherapie mit Paclitaxel +/- Carboplatin oder
Gemzitabin (☞ Abb. 8.3). Nach dem ersten Zyklus
erfolgt eine Biopsie zur Analyse des Ansprechens.
Nach den 12 Wochen schließt sich die Operation
sowie die Standardtherapie mit EC an. Die Ergeb-
nisse der Stanzbiopsie werden mit der Rate der
pCRs verglichen, um Parameter identifizieren, die
mit Substanz-spezifischer Sensitivität/Resistenz
einhergehen, so dass in Zukunft optimalerweise
bereits nach einem Zyklus auf ein (biochemisches)
Nicht-Ansprechen reagiert werden kann.

i “HR-/HER2+”-Stratum

Gerade bei Hormonrezeptor-negativen Tumoren
ist die Sensitivität des Tumors gegenüber der
HER2-gerichteten Therapie prognosebestim-
mend. Ähnlich wie bei dem TNBC ist eine pCR
nach neoadjuvanter Therapie mit einer exzellen-
ten Prognose assoziiert. Wir wissen jedoch auch,
dass die Ansprechrate auf eine reine HER2-
zielgerichtete Therapie (sog. duale Blockade) der-

art hoch sein kann, dass auf eine Chemotherapie
ggf. verzichtet werden kann.

Dieses Konzept wird im HR-/HER2+-Arm ver-
folgt: In diesem Arm der Studie wird die schon
mehrfach als effektiv erwiesene duale Blockade mit
Trastuzumab und Pertuzumab mit und ohne be-
gleitenden Taxan eingesetzt und die Rate der pCR
nach 12 Wochen verglichen. Darüber hinaus er-
folgt 3 Wochen nach Therapiebeginn eine Stanz-
biopsie zur Evaluation des Ki67-basierten Anspre-
chens (Entwicklung von prädiktiven Faktoren) so-
wie von Apoptose und Proliferationsgenen. Diese
Ergebnisse werden anschließend mit der Rate der
pCR verglichen, um konsekutiv Rückschlüsse auf
die Tumoransprechen zu ziehen. Es schließt sich
zur Vervollständigung die Therapie mit EC gefolgt
von Trastuzumab bzw. EC gefolgt von Taxol plus
Trastuzumab an.

Dieser Arm ist zurzeit noch nicht zur Rekrutierung
geöffnet.

Durchgeführt wird die Studie unter Schirmherr-
schaft der Westdeutschen Studiengruppe (WSG)
unter Leitung von Prof. Dr. med. Ulrike Nitz (Bet-
hesda Mönchengladbach) und Prof. Dr. Nadia
Harbeck (LM-Universität München).
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■ Olympia: BRCA als therapeutischer An-
griffspunkt

Mit dem zunehmenden Verständnis von BRCA als
indirekte therapeutische Zielstruktur durch den
Einsatz von PARP-Inhibitoren sind Studienkon-
zepte entwickelt worden, die diese Substanzgruppe
verwenden. Als Indikationsgruppe für den Einsatz
von PARP-Inhibitoren werden Patientinnen mit
BRCA-defizienten Tumoren sowie Patientinnen
mit tripel-negativen Tumoren gesehen. Hinter-
grund des Einsatzes von PARP-Inhibitoren bei Pa-
tientinnen mit TNBC ist die (molekular-)biologi-
sche Ähnlichkeit zwischen sporadischen tripel-
negativen Tumoren und hereditären Tumoren die
oft auch als BRCAness bezeichnet wird. Hierzu ge-
hören Studien zum Einsatz von Veliparib
(NCT02032277) oder Olaparib (Neo-Olympia) in
der neoadjuvanten Therapie des tripel-negativen
Mammakarzinoms sowie auch der Einsatz des
PARP-Inhibitors BMN-673 bei Patientinnen mit
metastasierten BRCA-defizienten Tumoren
(NCT01945775).

■ TREAT CTC: Zirkulierende Tumorzellen
(CTCs) zu Risikostratifizierung und Thera-
piemonitoring beim frühen Mammakarzi-
nom

Der Nachweis von CTCs im peripheren Blut bei
Patientinnen mit frühem Mammakarzinom ist mit
einer ungünstigeren Prognose behaftet. Basierend

auf diesen Daten werden persistierende CTCs nach
Abschluss einer (neo-)adjuvanten Chemotherapie
in der TREAT CTC-Studie herangezogen, um Pa-
tientinnen mit einem erhöhten Rezidivrisiko zu
identifizieren. Diese Patientinnen könnten von ei-
ner zusätzlichen Systemtherapie profitieren.

Trastuzumab ist als hocheffektive Substanz beim
HER2-positiven Mammakarzinom zugelassen.
Neuere Daten unterstützen allerdings die Hypo-
these, dass der therapeutische Effekt der anti-
HER2-zielgerichteten Therapie auf immunver-
mittelten Mechanismen beruht. Trastuzumab
konnte durch antikörpervermittelte zelluläre Zy-
totoxizität (antibody dependent cell cytotoxicity
(ADCC)) oder andere immunologische Mecha-
nismen zirkulierende Tumorzellen eliminieren.
Darüberhinaus konnten in präklinischen Model-
len gezeigt werden, dass die hohe Effektivität von
Trastuzumab in der adjuvanten Therapiesituation
durch eine Beseitigung von Krebsstammzellen ver-
mittelt wird, die unabhängig von der HER2-
Amplification dieser Zellen ist [13]. Auch in ersten
klinischen Studien wurde unabhängig vom HER2-
Status des Primärtumors bzw. der CTCs durch
eine Therapie mit Trastuzumab die Elimination
von CTCs beobachtet. Patientinnen, bei denen
nach Ende der Therapie keine CTCs mehr nach-
weisbar waren, zeigten ein verbessertes rezidivfrei-
es Überleben [14;15].
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Basierend auf diesen Daten wurde TREAT CTC
(NCT01548677) als eine europäische randomi-
sierte Phase-II-Studie unter der Sponsorschaft der
EORTC und der Schirmherrschaft der BIG initi-
iert. In Deutschland wird die Studie durch die
SUCCESS-Studiengruppe durchgeführt. Sie soll
die Effektivität von Trastuzumab bei der Elimina-
tion von persistierenden CTCs nach (neo-)adju-
vanter Chemotherapie und Operation beim
HER2-negativen frühen Mammakarzinom unter-
suchen. Eingeschlossene Patienten werden rando-
misiert zu entweder 6 Zyklen Trastuzumab oder
Beobachtung. Primäre Messgröße ist die Entwick-
lung der CTC-Zahl, gemessen als Baseline sowie
nach Abschluss der Trastuzumabtherapie nach 18
Wochen. Klinische Endpunkte werden ebenfalls
als sekundäre Endpunkte evaluiert.Es sollen an eu-
ropaweit 100 Zentren geschätzte 2175 Patienten
gescreent werden, um 174 Studienteilnehmer ran-
domisieren zu können.

Adäquat operativ entferntes (R0), nicht rezidi-
viertes, nicht fernmetastasiertes, HER2-
negatives primäres invasives Adenokarzinom
der Mamma mit Zustand nach:

 adjuvanter Chemotherapie bei pN+, oder

 neoadjuvanter Chemotherapie mit non-pCR

Nachweis von > 1 CTC in 15 ml peripherem
Blut

 Tumoren aller Größen und aller Gradings er-
laubt

 Frühere Bisphosphonattherapie möglich,
muss jedoch pausiert werden

 Screening-Window 3 Wochen bis 24 nach
Operation bei neoadjuvanter Therapie bzw.
letztem Zyklus der adjuvanten Chemothera-
pie

Tab. 8.1: Einschlusskriterien der TREAT CTC-Studie.

Basierend auf der prognostischen Relevanz von
CTCs beim Mammakarzinom ist TREAT CTC die
erste randomisierte Multicenter-Studie, die den
Nachweis von CTCs zur Entscheidungsfindung
bei der Therapie des frühen Mammakarzinoms
nutzt. Die Ergebnisse dieser Studie werden dazu
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beitragen, den klinischen Nutzen von CTCs in die-
sem Setting zu evaluieren.

■ Detect-Studie: Individualisierte System-
therapie basierend auf dem Phänotyp zir-
kulierender Tumorzellen beim metasta-
sierten Mammakarzinom

Die prognostische Relevanz zirkulierender Tu-
morzellen konnte durch mehrere Studien belegt
werden. Zudem wird im Falle einer Metastasie-
rung die Re-Evaluierung therapierelevanter Mar-
ker empfohlen, z.B. HER2, ER, und PgR empfoh-
len. Da die zirkulierenden Tumorzellen den Phä-
notyp der Zellen mit dem Potential der hämatoge-
nen Disseminierung widerspiegeln, kann mögli-
cherweise durch die Charakterisierung von CTC
eine Therapieoptimierung erfolgen.

Im Rahmen der DETECT-Studien soll die Wirk-
samkeit von auf den HER2-Status der zirkulieren-
den Tumorzellen abgestimmten Therapieansätzen
beim HER2-negativen metastasierten Brustkrebs
evaluiert werden. Fehm et al. Konnten zeigen, dass
bei Patientinnen mit HER2-negativem metasta-
sierten Mammakarzinom in ca. 30 % der Fälle
HER2-positive zirkulierende Tumorzellen nach-
weisbar sind [16]. Diese Patientinnen könnten von
einer zusätzlichen anti-HER2-zielgerichteten The-
rapie profitieren. Daher werden in der DETECT III
Studie Patientinnen mit dem Nachweis von
HER2-positiven CTCs bei HER2-negativer Tu-
morerkrankung zwischen der geplanten Standard-

therapie und der Standardtherapie kombiniert mit
dem Tyrosinkinaseinhibitor Lapatinib randomi-
siert. Als mögliche Standardtherapien sind eine
Reihe von Chemotherapien und endokrinen The-
rapieansätzen je nach Ermessen des Prüfarztes und
Vortherapie der Patientinnen möglich. Neben der
Effektivität von Lapatinib zur Elimination zirku-
lierender Tumorzellen wird die Wertigkeit zirku-
lierender Tumorzellen als frühzeitiger Marker für
das Therapieansprechen geprüft.

Als weiterer Teilbereich des DETECT Studienkon-
zeptes ist die DETECT IV-Studie für Patientinnen
mit dem Nachweis von HER2-negativen zirkulie-
renden Tumorzellen geöffnet. Die DETECT IVa
Studie untersucht als nationale, multizentrische,
einarmige Phase II Studie die Effektivität von Ever-
olimus in Kombination mit einer endokrinen The-
rapie bei postmenopausalen Patientinnen mit
Hormonrezeptor-positivem, HER2-negativem
metastasiertem Mammakarzinom und HER2-
negativen CTCs. Die Patientinnen erhalten den
mTOR-Inhibitor Everolimus in Kombination mit
einer vom Prüfarzt gewählten endokrinen Thera-
pie (Tamoxifen, Exemestan, Letrozol oder Ana-
strozol) (DETECT IVa). Ein weiterer geplanter Be-
handlungsarm sieht vor, Patientinnen mit entwe-
der Hormonrezeptor-negativem metastasiertem
Karzinom oder Hormonrezeptor-positiven MBC
und Indikation zur Chemotherapie mit Eribulin
zu behandeln (DETECT IV b). Durch die beglei-
tenden Forschungsprojekte wird darüber hinaus
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versucht, neue Therapiemöglichkeiten auf der
Grundlage moderner CTC-Technologien zu ent-
wickeln. Dieses umfassende Studienkonzept er-
möglicht die umfassende Evaluation von zirkulie-
renden Tumorzellen zur Therapieoptimierung bei
Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzi-
nom.

Durchgeführt wird die Studie von der DETECT
Studiengruppe (Sponsor: Prof. Janni, Universität
Ulm, Principal Investigator: Prof. Fehm, Düssel-
dorf).
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9. Application of Next Generation Sequencing to
Breast Cancer

9.1. Introduction
The management of breast cancer requires a multi-
disciplinary approach. Although the primary
treatment for early breast cancer is surgery, radio-
therapy, chemotherapy, hormone treatment and
anti-HER2 therapies have been shown to improve
survival in selected patients. It remains challenging
to choose appropriate treatments for an individual
patient as the “one size fits for all” model results in
over-treatment for some patients and disease re-
currence in others. To guide treatment choice, the
majority of breast oncologists continue to rely on
the major clinical-pathological features which
have been proven to be prognostic in breast cancer,
including tumor size, grade, Ki67, ER and HER2
status; axillary lymph node status and patient age
and fitness. These factors have been included in de-
cision making tools such as Adjuvant! Online and
PREDICT. Although these tools have been useful
in informing patient and clinicians of the benefits
and risks of adjuvant systemic treatment, they do
not predict whether further systemic treatment(s)
is definitely necessary for a particular patient.

More than a decade ago, the advent of gene expres-
sion profiling using microarray techniques allo-
wed researchers to venture into the heterogeneous
nature of breast cancer. Perou and co-workers (Pe-
rou et al., 2000) used two dimensional hierarchical
clustering to identify gene markers whose expres-
sion values defined the breast cancer subtypes lu-
minal, basal-like, normal-like and ERBB2-like.
The luminal subtype was further subdivided into
three subtypes including A and B (Sorlie et al.,
2001), where luminal A has a lower proliferation
marker Ki67 relative to luminal B (Smid et al.,
2008). These subtypes differed in their clinical out-
come (Rouzier et al., 2005), their preferential site
of relapse (Parker et al., 2009) and their response to
chemotherapy (Prat and Perou, 2011). For practi-
cal purposes, the initial gene list was later conden-
sed to facilitate analysis and translated to address
formalin-fixed-paraffin-embedded tissue (Parker
et al., 2009). The subtypes were recently decon-
structed and refined to reveal novel subtypes like
claudin-low breast cancer (Stephens et al., 2009).

However, analyzing only the transcriptome – the
RNA molecules that are transcribed from DNA -
has several methodological limitations. The rapid-
ly increasing power of genome-analysis technolo-
gies like next generation sequencing (NGS) as des-
cribed in this chapter give insight not only in the
transcriptome but also in DNA mutations, inclu-
ding sequence changes which create non-
synonymous protein changes. Furthermore, NGS
provides information structural changes (e.g.
translocations), altering the order and frequency
of which DNA segments occur in the genome, on
copy-number variants (e.g. amplifications or dele-
tions) and epigenetic changes, which regulate gene
transcription rates without changing the nucleo-
tide sequence. Using these powerful and rapidly
evolving genomic technologies, we are gaining
deeper insight into the heterogeneity of breast can-
cer. This will lead to a more accurate prognostica-
tion of breast cancer and also facilitate the develop-
ment of more personalized therapeutic approa-
ches targeting specific deregulated cellular altera-
tions and pathways.

9.2. The technology platform

DNA sequencing technology was established by
Sanger’s and Gilbert’s groups using the chain ter-
mination method in the late 1970s (Maxam and
Gilbert, 1977; Sanger et al., 1977) and later used for
human genome project (Lander et al., 2001; Venter
et al., 2001). The human genome is composed of
roughly 3 billion nucleotides of DNA and over
20,000 protein-coding mRNA transcripts. Using
Sanger-based chain-terminating dideoxynucleo-
tide sequencing, assembly of the first human geno-
me sequence took over 10 years, over one billion
dollars, and over 20 laboratories in 2000. Today,
we can sequence a human genome – healthy or tu-
mor – in less than one week, in one lab, for less than
ten thousand dollars. This decrease of 4.2 orders of
magnitude (16,350-fold decrease) over the past de-
cade (Wetterstrand, 2013) is the result of a revolu-
tionary new sequencing platform, namely “next
generation sequencing” (NGS).
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■ Sanger sequencing

Sanger sequencing is the first-generation sequen-
cing technology (Hutchison, 2007). Extracted
DNA is input, purified and amplified using an in
vivo technique such as cloning. A reverse strand
synthesis is performed using a mixture of primers,
polymerases, deoxy-nucleotides (dNTPs) and di-
deoxy-nucleotides (ddNTPs). Synthesis of a com-
plementary DNA strand starts in the presence of
dNTPs and randomly terminated once a ddNTP is
added. The resulting oligonucleotides are separa-
ted by size using polyacrylamide gel electrophore-
sis, and conjugated with fluorophores The DNA
sequence is determined in a single reaction using
four different fluorophores labelled to the different
terminators (ddATP, ddCTP, ddTTP, or ddGTP).
The original slab gel electrophoresis has been sub-
sequently replaced by capillary gel electrophoresis,
which is faster and has better resolution and higher
separation rate of fragments. The use of replaceab-
le linear polymer solutions also results in the ability
to reuse the capillaries in multiple electrophoretic
runs and thus increase sequencing efficiency. The
high throughput capillary array electrophoresis
enables many samples to be analysed in parallel.
Furthermore, low input DNA amounts are now
possible as a result of the use of more sensitive de-
tection systems as well as the use of heat-stable
DNA polymerase Thermus aquaticus (Taq poly-
merase) which allows increased rounds of primer
extensions.

■ Next generation sequencing

NGS platforms generate sequences similar to those
from Sanger sequencing but differ in the amounts
of sequences. The operator prepares a DNA library
from the sample of interest (DNA or cDNA from

RNA), the library of DNA molecules is placed in
the NGS instrument and the instrument outputs
computer files that are converted into sequence
reads (A/C/G/T). However, unlike Sanger sequen-
cing, a single one-week run of an NGS instrument
can generate 3 billion sequence reads comprising
600 billion nucleotides (☞ Figure 9.1). There have
been several NGS platforms from different ven-
dors including pyrosequencing (Roche 454), se-
quencing-by-synthesis (Illumina), sequencing-
by-ligation (Life Technologies SOLiD) and se-
quencing-by-monitoring-pH (Life Technologies
Ion Torrent PGM and Proton), which are summa-
rized in Table 9.1.

Pyrosequencing is used by Roche 454 instruments.
Pyrosequencing utilizes pyrophosphate release
upon incorporation of a nucleotide into a growing
DNA strand, which is detected by a coupled enzy-
matic reaction involving ATP sulphurylase (Metz-
ker, 2010). When a correct dNTP is added, pyro-
phosphate is generated, resulting in ATP sulphury-
lase converting adenosine 5’-phosphosulphate
(APS) to ATP and enabling luciferase to react with
its substrate to produce visible light which is mea-
sured by a detector. During automated pyrose-
quencing, DNA is sheared into different fragments
and an adaptor is ligated to each fragment. The
fragments are attached to beads which are contai-
ned in emulsion droplets containing PCR reagents.
The DNA fragments are amplified within the
droplets, which are then transferred to wells con-
taining the pyrosequencing enzymes and the emit-
ted light is measured by the detector. This method
can read a sequence of 400-500 base pair and is use-
ful for de novo sequencing of previously uncharac-
terized genomes. However, Roche announced that
they will no longer support the 454 instruments.
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Figure 9.1: NGS sequencing. DNA and RNA samples are prepared for sequencing, including amplification and
adaptor ligation. NGS sequencing generates billions of sequence reads. These reads are computationally proces-
sed, comparing tumor reads to a reference genome, followed by interpretation.
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Style of se-
quencing

Average read
length

Number of
reads

Time for a
run

Illumina
HiSeq 2500

Sequencing-
by-synthesis

300 nt (150 nt
x 150 nt)

2.8 billion 8 days

Illumina
MiSeq

Sequencing-
by-synthesis

600 nt (300 nt
x 300 nt)

15 million 24 hours

Life Tech
SOLiD 5500

Sequencing-
by-ligation

110 nt (75 nt
x 35 nt)

1.5 billion 7 days

Life Tech
Ion Torrent

Sequencing-
by-pH

400 nt 5 million 2 hours

Roche 454
GSL FLX+

Pyrosequen-
cing

700 nt 1 million 23 hours

PacBio RS II DNA
polymerase
imaging

8,000 nt 40 thousand
reads per
cell

2 hours

Table 9.1: Six popular next-generation sequencing instruments. The style of sequencing, the average read
length, the number of reads and the time for a run are listed. Each instrument can be run in multiple configurations
impacting run time and read length.
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Sequencing-by-synthesis is used in instruments
from Illumina Inc, the current market leader. The
Illumina HiSeq 2500 instrument can sequence a
genome in 10 days and the Illumina MiSeq bench-
top instrument. The platforms use a reversible ter-
minator chemistry to perform sequencing by syn-
thesis, similar to that of Sanger sequencing (Metz-
ker, 2010). It requires a library preparation where
the sample will be sheared and fragmented into 50-
600 base pairs. The fragments will then undergo a
process of end repair and “A” tailing before adap-
ter ligation in both ends. Molecular barcodes can
be added to individual samples for increased mul-
tiplexing. The next step is cluster generation. To
achieve that, the double-stranded DNA library is
converted into single-stranded DNAs using sodi-
um hydroxide before it is pumped through the
channels of a flow cell. The single-stranded DNA
fragments then bind randomly to the inside sur-
face of the flow cell, which contain oligonucleoti-
des complementary to adapter ends of the sequen-
cing library. The single-stranded DNA library mo-
lecules hybridize to these oligonucleotides before
the polymerases and the nucleotides initiate a re-
verse strand synthesis from the hybridized part. In
a process known as bridge amplification, the new
strand bends over and attached to another oligo-
nucleotide complementary to the adapter sequen-
ce of the free end of the strand. The double strand
molecules are then denatured to leave single-
stranded template anchored to the surface. This
process of solid-phase amplification is repeated
many times to generate clusters of 1000 identical
copies of each template molecule in close proximi-
ty. The completed amplification results in several
millions of clusters generated in each channel of
the flow cell.

A sequencing cycle begins by adding four labelled
reversible terminators, primers and DNA polyme-
rases. After incorporation of each fluorescence-
labelled nucleotide, the reaction is stopped by the
terminator. The free nucleotides and polymerases
are washed away. The fluorescence dye is then exci-
ted by using two different lasers (red for A and C;
green for G and T) with appropriate filters to iden-
tify the base. The fluorescence dye is then enzyma-
tically cleaved to allow the incorporation of the
next nucleotide. The sequence cycle is repeated,
one base at a time, to determine the bases of a frag-
ment.

The HiSeq sequences each molecule up to 150 nu-
cleotides from each end (the 5’ and 3’ ends), resul-
ting in a 150 nt x 150 nt paired-end sequence read
for each input molecule. One HiSeq run can gene-
rate up to 3 billion sequence reads comprising 600
billion nucleotides. The Illumina MiSeq instru-
ment generates less data but faster, with reads up to
300 nt x 300 nt.

Sequencing-by-ligation is used by instruments
from Life Technologies. Similar to 454 platform,
DNA fragments are ligated to adaptors and immo-
bilized onto beads contained within the emulsified
droplets before PCR reaction (Metzker, 2010). In
the SOLiD sequencing chemistry, the beads are co-
valently linked to a glass slide following amplifica-
tion and primers are added and annealed to the
ends of the DNA fragments. A mixture of short oli-
gonucleotides and DNA ligase are added so that
each oligonucleotide ends with a different pair of
bases. Ligation occurs when the probe contains
complementary dinucleotides: unmatched probes
do not ligate and are washed off. Each probe is la-
beled with a fluorescence dye. Since the probe
needs more than two bases to pair correctly, there
is a high degree of accuracy with this method.
However, the read length is shorter than 454 me-
thod (~ 50 base length) and thus most useful for re-
sequencing rather than de novo genome assembly.

Sequencing-by-monitoring-pH is used by the Life
Technologies Ion Torrent Personal Genome Ma-
chine (PGM) and Proton System desktop sequen-
cers, integrating semiconductor technology that
sensitively detects pH changes (Metzker, 2010).
Library preparation is similar to that in the SOLiD
platform, resulting in amplified molecules at-
tached to beads in individual oil micelles, which
are deposited in a chamber whose lower surface is a
semiconductor design to detect positive charges.
During DNA replication, individual nucleotides
are flooded into the chamber and incorporated
into the growing DNA strand. Incorporation relea-
ses a hydrogen ion and a pyrophosphate; the semi-
conductor chip detects the positively charged hy-
drogen release.

Third-generation sequencing instruments are de-
signed to increase read lengths, increase accuracy,
decrease costs, increase speed, or simplify work-
flows. The Helicos HEliScope was able to sequence
single molecules without prior library or amplifi-
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cation (Metzker, 2010). However, company filed
for bankruptcy in 2013. The Pacific Biosciences RS
II instrument sequences single molecules in real
time (SMRT sequencing) using a DNA polymerase
that is affixed in a small volume. As replication
takes place, fluorescently labeled nucleotides are
incorporated by the polymerase into the growing
DNA strand and imaged by optics. While the sto-
chastic error rate is relatively high, the resulting se-
quence reads have a median length of over 8,000
nt, enabling easier computational assembly of ge-
nome. Other vendors, such as Oxford Nanopore
Technologies, have announced plans to sell minia-
turized sequencing instrument the size of a USB
stick. The device detects charges as DNA molecules
are pulled through nanopores in a graphene sheet,
enabling long sequences reads and high through-
put.

■ NGS applications

NGS instruments generate sequence reads from
input libraries, which can be derived from DNA or
RNA. NGS can be used to sequence genomic DNA
from both fresh frozen (FF) and formalin fixed, pa-
raffin embedded (FFPE) tissues. The entire geno-
me can be sequenced (whole genome sequencing);
known exons can be isolated and sequenced (“exo-
me-seq”), saving costs and time; and “targeted re-
sequencing” amplifies genes of interest, such as on-
co-relevant gene panels, followed by NGS sequen-
cing. With the DNA reads, one can determine the
genome of a patient (the “germline” non-mutated
genome) and, by comparing the patient tumor to
the patient germline genome, one can identify tu-
mor-specific somatic mutations, including point
mutations, insertions and deletions, copy number
amplifications, and structural re-arrangements.

Libraries from RNA can also be sequenced (“RNA-
Seq”). The number of NGS sequence reads from a
RNA-derived library is proportional to the abun-
dance of the transcript in the original sample. The
RNA-Seq derived gene expression values have a
higher fidelity, improved accuracy and high dyna-
mic range relative to earlier high throughput gene
expression profiling platforms. The resultant NGS
reads also enable exon-specific expression quanti-
fication. Use of FF tissues is straightforward; seve-
ral labs, including ours, have demonstrated that
FFPE-derived RNA can also be sequenced (REF).
As they contain the sequence, RNA-Seq sequence

reads enable more than expression profiling. One
can, for example, determine patient HLA type and
HLA expression (Boegel et al., 2013), allele specific
expression (Babak et al., 2010), the presence of vi-
ruses (Tang et al., 2013) and RNA editing (Li et al.,
2009).

■ Bioinformatics analysis

The technology revolution in generating NGS data
has been accompanied by an equally impressive
bioinformatics revolution for the processing, ana-
lysis and interpretation of output data. Automated
computational workflows now reliably turn the
huge volumes of raw NGS data into large but ma-
nageable files containing nucleotide sequences.
Novel algorithms, such as BWA (Li, 2009), Bowtie
(Langmead, 2010) and STAR (Dobin et al., 2013),
rapidly compare the short nucleotide sequence to a
reference human genome. We note, however, that
the somatic mutations determined by multiple al-
gorithms to identify mutations, such as Mutect
(Cibulskis et al., 2013) and (Larson et al., 2012),
have a surprisingly small congruence; the algo-
rithms continue to be optimized. Finally, the tools
to interpret the relevance and impact of identified
mutations and gene expression profiles, either
from retrospective cohort studies or from an indi-
vidualized, single patient needing clinical guid-
ance, are helpful but juvenile. We expect the inter-
pretation tools will be rapidly improved, from
both academic and industrial groups, as our ability
to integrate clinical, molecular and pharmaceuti-
cal knowledge increases.

9.3. Genomic landscape of
breast tumors
Several studies have applied the genomic tech-
niques outlined above and found an impressively
complex and heterogeneous landscape of breast
cancer with forward-looking clinical implications.

Early analyses using a paired-end sequencing stra-
tegy identified somatic rearrangements in 24 bre-
ast cancer genomes and these rearrangements
showed a remarkably high diversity (Stephens et
al., 2009). Most observed rearrangements in this
study were intrachromosomal; tandem duplica-
tions were the most common subclass, suggesting
the presence of a defect in DNA maintenance. In-
terestingly, breast carcinomas with many tandem
duplications are usually estrogen receptor (ER) ne-
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gative and classified by expression profiles as basal-
like. On the contrary, ER positive luminal tumors
displayed few tandem duplications and somatic re-
arrangements.

Building on these results, Ellis and co-workers per-
formed a comprehensive whole-genome analysis
of ER positive breast tumors treated with the aro-
matase inhibitor letrozole (Ellis et al., 2012). They
used NGS to investigate 77 pre-treatment tumor
biopsies accrued from patients in two studies of
neoadjuvant aromatase inhibitor therapy. 46 tu-
mors underwent whole-genome sequencing and
31 cases underwent exome sequencing. This was
followed by analysis for somatic alterations and
their association with aromatase inhibitor re-
sponse. Changes in cell proliferation as measured
by Ki-67 (gene MKI-67) expression are associated
with response of ER positive breast carcinomas
treated with neoadjuvant endocrine therapy (Ellis
et al., 2008). Thus, based on post-treatment Ki-67
values, Ellis and co-workers were able to classify 29
of the examined tumors as aromatase-inhibitor re-
sistant and the remainder of the tumors as aroma-
tase inhibitor sensitive. They examined recurrent
mutations in 310 tumors and identified 18 signifi-
cantly mutated genes, with PIK3CA mutations
most frequent. However, PIK3CA mutations were
associated with neither clinical nor Ki-67 response,
limiting their clinical significance. They found
MAP3K1 mutations were associated with luminal
A status, low-grade histology and low proliferation
rates while TP53 mutations were associated with
the opposite pattern and rarely found in luminal A
tumors. They applied pathway analysis to contrast
the signaling perturbations in aromatase inhibitor
resistant and sensitive breast carcinomas and
found that mutations in MAP2K4, a MAP3K1 sub-
strate, produced similar perturbations as MAP3K1
loss. GATA3 mutations did not influence baseline
Ki-67 levels but were enriched in samples exhibi-
ting greater percentage Ki-67 decreases, indicating
that GATA3 mutation status might be a predictive
marker for aromatase inhibitor response. How-
ever, most recurrent mutations were relatively in-
frequent documenting an extreme genomic hete-
rogeneity.

Using high-throughput RNA sequencing (RNA-
seq), Shah and co-workers examined 104 triple-
negative breast cancer (TNBC) patients which, by
definition, do not express ER, progesterone recep-

tor (PgR) or HER2 (Shah et al., 2012). First, they
found that only a minority (36 %) of mutations
were expressed. Not surprisingly, the basal subtype
of TNBC displayed more variation in their clonal
frequencies than non-basal TNBC, with TP53,
PIK3CA and PTEN somatic mutations clonally
dominant compared to other genes. Interestingly,
approximately 20 % TNBC contained of potential-
ly “clinically actionable” somatic aberrations, in-
cluding BRAF mutations, EGFR amplifications
and ERBB2 and ERBB3 mutations. Taken togeth-
er, this work shows that the TNBC subclass is stri-
king heterogeneous and highlights the importance
of individual tumor clonal genotypes.

In an attempt to integrate breast cancer subgroups
with their respective molecular drivers, Curtis and
co-workers performed a comprehensive analysis
of copy number variations and gene expression in a
discovery and validation set of 997 and 995 prima-
ry breast tumors, respectively (Curtis et al., 2012).
They could show that acquired somatic copy num-
ber aberrations (CNAs) correlated to expression
changes ~40 % of genes. Unsupervised analysis of
paired DNA–RNA profiles revealed novel sub-
groups with distinct clinical outcomes providing a
novel molecular classification of the breast carci-
nomas, derived from the impact of somatic CNAs
on the transcriptome. Impressively, the authors
could link their integrated genomic/transcripto-
mic results with long-term clinical outcome.
When examining CNA-expression associations in
cis (a DNA copy number variation at a locus has an
impact on its own gene expression) to identify pu-
tative driver genes, Curtis et al. could, for instance,
strengthen the evidence for MAP2K4 as a tumor
suppressor in breast cancer. When looking at ge-
nomic variants acting in trans (a DNA copy num-
ber variation at a locus is associated with gene ex-
pression at other sites in the genome), they could,
for example, highlight known driver modules, in-
cluding MYC.

By joining clustering of copy number and gene ex-
pression data, Curtis and co-workers identified 10
integrative clusters typified by copy number aber-
rations which split several groups into subtypes
with distinct clinical outcome. For instance, one
cluster was termed “CNA-devoid” subgroup be-
cause of an essentially flat copy number landscape.
While the cluster includes tumors with different
intrinsic subtypes, including both ER-positive and
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ER-negative cases, the novel cluster had a good
outcome. Further, the tumors in this cluster exhi-
bited an extensive lymphocytic infiltration, indica-
ting an immunological response which has been
effectively associated with prognosis in early breast
cancer (Schmidt et al., 2008). This integrative ana-
lysis and joint clustering of CNAs and gene expres-
sion profiles demonstrate how gene copy number
aberrations affect gene expression in breast cancer
and reveal novel tumor subgroups with distinct
long-term clinical outcome, suggesting a path to
develop more robust patient biomarker classifiers.

An elaborate approach to evaluate the original in-
trinsic subtypes with novel genomic platforms was
undertaken by The Cancer Genome Atlas network
(TCGA) (Cancer Genome Atlas, 2012). In their
comprehensive work, they used not only genomic
DNA copy number arrays and exome sequencing,
but also DNA methylation, messenger RNA arrays,
microRNA sequencing and reverse-phase protein
arrays to provide deeper insights in the previously
defined breast cancer subtypes luminal A, luminal
B, HER2-enriched (HER2E), and basal-like. While
each subtype showed significant molecular hetero-
geneity and only 3 genes (TP53, PIK3CA and GA-
TA3) were somatically mutated in at greater than
10 % incidence, many subtype-associated and no-
vel mutations were identified. The overall muta-
tion rate was lowest in luminal A subtype and high-
est in the basal-like and HER2E subtypes. The most
commonly mutated gene in luminal A tumors was
PIK3CA (45 %) while TP53 was frequently muta-
ted in basal-like breast cancer (80 %). The HER2E
subtype displayed a hybrid pattern with a high fre-
quency of TP53 (72 %) and PIK3CA (39 %) muta-
tions. Regardless of the subtype, TP53 and PIK3CA
mutations rarely co-occurred in a single tumor.
Utilizing DNA methylation arrays, the authors
identified 4,283 differentially methylated genes:
hypermethylation and hypomethylation were as-
sociated with luminal B and basal-like tumors, re-
spectively.

To identify higher-order structure in breast tu-
mors, significant clusters identified by each of the
five platforms were integrated using a multiplat-
form unsupervised consensus clustering. This
“cluster of clusters” (C-of-C) approach revealed
four major C-of-C subdivisions which correlated
well with previously published mRNA subtypes.
This underlines that that the information content

from copy number aberrations, miRNAs and me-
thylation was captured at the level of gene expres-
sion and protein function. Furthermore, integra-
ted pathway analyses identified many subtype-
specific mutations and copy number changes that
identify potentially therapeutically actionable ge-
nomic aberrations. Impressively, considering the
phenotypic heterogeneity of breast cancer outlined
above, this plethora of genomic, transcriptome,
proteomic and epigenetic alteration data conver-
ged phenotypically into four main breast cancer
classes.

Comparing the breast tumors to other tumor ty-
pes, basal-like breast carcinomas show a surpri-
singly strong molecular concordance with high-
grade serous ovarian carcinomas, suggesting a re-
lated etiology. The concordance suggests the possi-
bility of similar therapeutic opportunities. Plati-
num compounds are standard in ovarian cancer
and thus could be investigated in basal-like breast
cancer.

Clearly, these novel and powerful genomic techni-
ques will give more profound insight in breast can-
cer heterogeneity and should pave the way for
more accurate prognostication and novel thera-
peutic approaches, either treating “actionable mu-
tations” with targeted therapies or, even more
challenging, performing personalized vaccination
strategies. However, it should be always kept in
mind that despite understandable enthusiasm for
any novel genomic technique, rigorous quality
control, validation in independent datasets, and
confirmation of independent significance to achie-
ve a high level of evidence (Simon et al., 2009) is
mandatory before any novel prognostic or predic-
tive factors move from the bench to the bedside.

The NGS profiling data from the TCGA projects
are listed on the TCGA homepage (https://tcga-
data.nci.nih.gov/tcga/). Processed data from 23
different tumor indications can be effectively mi-
ned using the University of California, Santa Cruz,
Cancer Genomics Browser (https://genome-
cancer.ucsc.edu/). As of October, 2013, there seve-
ral hundred genome-wide profiles from breast tu-
mors, including profiles of gene expression, soma-
tic point mutations, copy number variations, DNA
methylation, and protein levels. For example, Fi-
gure 9.2 shows normalized breast tumor gene ex-
pression profiles from the UCSC Cancer Genom-
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ics Browse, along with the associated PAM50 bre-
ast tumor classification into luminal A, luminal B,
HER2+ and basal-like subtypes. HER2 expression
is observed in most tumors classified as HER2+, as
expected, but also some luminal A and luminal B
tumors as well. ER expression is observed almost
exclusively in luminal A and B tumor. Basal-like
tumors, as by definition, do not express HER2, ER
or PgR. Proliferation markers, such as KI-67, di-
stinguish luminal A from luminal B tumors. In
terms of existing drug targets, EGFR and MET are
over-expressed in basal-like and some HER2+ tu-
mors whereas MEK is over-expressed in luminal B
tumors.

Figure 9.2: RNA-Seq gene expression data from the
TCGA Breast Tumor cohort, accessed through the
UCSC Cancer Genomics Browser. Gene expression va-
lues are normalized by subtracting the mean from all
samples. Values greater than the mean are red; values
less than the mean are green.

Finally, NGS profiling of tumors and single cells
has identified that there is not only inter-tumor he-
terogeneity, but there is frequently significant in-
tra-tumor heterogeneity in breast tumors. The stu-
dy of triple negative breast tumors by Shah et al.
(Shah et al., 2012) showed that some tumors con-
tain significant sub-clonal populations. Further-
more, some tumors contain sub-populations that

do not include any of the dominant TP53, PTEN or
PIK3CA mutations often considered founder mu-
tations. Nik-Zainal et al. (Nik-Zainal et al., 2012)
used NGS and novel algorithm to determine the
evolutionary history of 21 breast tumors and
found prominent subclonal diversity. While most
mutations occur only in a fraction of all subclonal
populations, a dominant clonal population usually
exists and represents over 50 % of all tumor cells.
Furthermore, Navin et al (Navin et al., 2011) were
able to use NGS to sequence single cells from a
breast tumor; they found three distinct subpopula-
tions in the primary tumor and that a metastasis
was formed from a single clonal subpopulation.

9.4. Clinical use
The described applications use the genomics plat-
forms to profile samples from large cancer cohort
studies to retrospectively identify novel candidate
targets, novel candidate biomarkers, or novel po-
tential therapeutic combination regiments. Candi-
date biomarker targets are then investigated in pre-
clinical and clinical studies and translated to clini-
cal profiling platforms, resulting in target-focused
clinical assays such as MammaPrint® and Onco-
type DX® (Harris et al., 2007), which have been
used to stratify patients into high, intermediate
and low risk groups for therapy selection.

The NGS platform itself is also starting to find ap-
plication as a clinical diagnostic tool. Using NGS
profiling the genome and transcriptome of a pa-
tient adenocarcinoma, Jones et al (Jones et al.,
2010) identified non-synonymous point muta-
tions, DNA copy number changes, and tumor
over-expressed. They predicted that the tumor
cells were driven by the RET oncogene and based
on this predicted, the patient was treated with suni-
tinib, followed by 4 months of stable disease. When
resistance occurred, the patient was treated with
sorafenib and sulindac, followed by 3 months of
stable disease at which point resistance occurred
through MAPK and AKT pathways. Their conclu-
sion was that the NGS profiles guided the thera-
peutic decision making into a non-obvious, and
likely beneficial, direction.

Additional early examples of testing NGS for pa-
tient treatment include Welch et al. (Welch et al.,
2011), who used whole genome and transcriptome
sequencing of a patient with acute promyelocytic
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leukemia. Within 7 weeks, they identified and vali-
dated a novel structural variation that resulted in
an expressed bcr3 PML-RARA fusion gene, leading
to a modification in the patient’s treatment plan.
Roychowdhury et al. (Roychowdhury et al., 2011)
have run a pilot study exploring application of
NGS profiling for therapy selection (for patients)
and patient selection (for clinical trials). They were
able to return therapeutically relevant results, in-
cluding clinically relevant mutations (NRAS,
TP53) and overexpression (CDK8) to the tumor
board within four weeks. To move beyond pilot
studies, teams are now defining criteria for the use
of omics-based predictors in clinical trials
(McShane et al., 2013).

A novel NGS application is to design individuali-
zed, patient-specific therapeutic cancer vaccines
that are synthesized on-demand for each patient
(Castle et al., 2012). Therapeutic anti-tumor can-
cer vaccines can now be synthesized rapidly, on-
demand and in GMP quality (Diken et al., 2013).
NGS-based profiling of the patient tumor, follo-
wed by bioinformatics analysis, results in a list of
patient-specific, non-synonymous, expressed and
immunogenic mutations; these antigens are used
as a blueprint for the synthesis of the patient-
specific individualized vaccines against cancer
(IVACs). The concept will be clinically tested with
triple negative breast tumor patients in the MERIT
clinical trial starting in 2014 (http://merit-
consortium.eu/).

The concept of a “liquid biopsy” incorporating an
NGS profile is being investigated by many groups.
This concept involves examining molecular spe-
cies in patient blood, such as profiling single circu-
lating tumor cells (CTCs) (Heitzer et al., 2013),
tracking mutations in CTCs and cell free DNA
(cfDNA) (Dawson et al., 2013), and profiling T cell
TCR sequences (clinical trial NCT01306188). Re-
cent studies have shown that sequencing of plasma
DNA can be used to monitor early treatment re-
sponse and emergence of drug resistance (Murtaza
et al., 2013) and, as a liquid biopsy is minimally in-
vasive, it enables longitudinal patient profiling.
For example, a patient with ER-positive and
HER2-positive breast cancer was treated with ta-
moxifen and trastuzumab. Longitudinal liquid
biopsy profiling showed that the tumor developed
a truncating mutation in MED1 (mediator com-
plex subunit 1), an ER co-activator involved in ta-

moxifen resistance following treatment. The pa-
tient was then treated with lapatinib in combina-
tion with capecitabine. Longitudinal liquid biopsy
profiling showed that this led to a splicing muta-
tion in gene GAS6 (an AXL ligand), which causes
lapatinib resistance (Murtaza et al., 2013). Success-
ful implementation will allow us to monitor evolu-
tion of the patient tumor, including undetected
metastases, and immune system throughout treat-
ment and incorporate the results into clinical deci-
sion making to modify and optimize patient treat-
ment.

■ Conclusion

The next generation sequencing platform has been
available for 5 years and has already enabled us to
better understand the genomic and transcriptomic
processes and heterogeneity associated with breast
cancer. The platform has enabled us to identified
genes and mutations that distinguish phenotypi-
cally different subgroups that have different thera-
peutic sensitivities. Multiple biomarkers have been
translated to clinically approved assays. Many no-
vel targets have been identified and are currently in
drug development projects and trials.

NGS is starting to be used in clinical settings.
Whole genome, exome, and targeted resequencing
pilot projects have demonstrated the workflows,
that the timelines are clinically acceptable, and that
the results can impact therapeutic decision ma-
king. Clinical trials are starting that use a patient-
specific NGS mutanome profile to design and ma-
nufacture a custom drug product for the indivi-
dual patient. Finally, NGS is being used as a longi-
tudinal diagnostic assay.

The technology platform continues to evolve ra-
pidly, including the lab processes, the data proces-
sing and the data interpretation. We look forward
to more and improved translational and clinical
applications.
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■ Main points

 Next generation sequencing is a new techno-
logy platform that enables rapid determina-
tion of patient tumor genomes and transcrip-
tomes

 The profiling of hundreds of breast tumors
has identified known and novel recurrent
mutations, several of which are now in drug
and biomarker development projects.

 RNA expression recapitulates and refines bre-
ast tumor subtypes established using DNA
and IHC assays. HER2+ tumors express
ERBB2 (HER2); luminal A and B tumors ex-
press ESR1 (ER); and basal-like/triple negati-
ve tumors lack expression of ESR1, ERBB2
and PgR. Luminal A and B tumors can be di-
stinguished by proliferative markers such as
MKI67 (Ki-67) and FOXM1. Basal-like and
HER2+ tumors are more likely to contain
TP53 mutations whereas luminal A tumors
are more likely to contain PIK3CA mutations.

 Novel “liquid-biopsy” patient blood profiling
is enabling less invasive and longitudinal te-
sting.

 Tumor mutation and expression profiles are
enabling individualized immunotherapeutics
designed and manufactured for single pa-
tients.
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 Deutsche Röntgengesellschaft (DRG)
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stockkrebs

 Frauenselbsthilfe nach Krebs

 Gesellschaft der Plastischen, Rekonstruktiven
undÄsthetischen Chirurgie (DGPRAC)

 Konferenz Onkologischer Kranken- und Kin-
derkrankenpflege (KOK)

 Tumorregister München (TRM)

 Women’s Health Coalition e.V. (WHC)

 Selbsthilfegruppen:

- Mamazone e.V.

- Brustkrebs Deutschland e.V.

AGO-Empfehlungsgrade

Empfeh-
lungsgrad

Beschreibung

++ Diese Untersuchung oder thera-
peutische Intervention ist für die
Patientin von großem Vorteil, wird
daher uneingeschränkt empfohlen
und sollte durchgeführt werden.

+ Diese Untersuchung oder thera-
peutische Intervention ist für die
Patientin von begrenztem Vorteil
und kann durchgeführt werden.

+/- Diese Untersuchung oder thera-
peutische Intervention hat für die
Patientin keinen Vorteil gezeigt.
Sie kann in individuellen Fällen
durchgeführt werden. Anhand ge-
genwärtigen Wissens kann derzeit
keine allgemeine Empfehlung aus-
gesprochen werden.

- Diese Untersuchung oder thera-
peutische Intervention kann für
die Patientin von Nachteil sein und
sollte nicht durchgeführt werden.

-- Diese Untersuchung oder thera-
peutische Intervention ist für die
Patientin von klarem Nachteil und
sollte unbedingt vermieden wer-
den.

Oxford-Empfehlungsgrade –
Grades of Recommendation (GR)

Empfeh-
lungsgrad

Beschreibung

A consistent level 1 studies

B consistent level 2 or 3 studies or
extrapolations from level 1 studies

C level 4 studies or extrapolations
from level 2 or 3 studies

D level 4 evidence or troublingly in-
consistent or inconclusive studies
of any level
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