Aus dem Institut fiir Pathologie
der Heinrich-Heine-Universitét Diisseldorf

Leiterin: Univ.-Prof. Dr. med. Irene Esposito
- Funktionsbereich Cytopathologie -

TV-bildanalytische Quantifizierung der
TUNEL-Reaktion beim Mammakarzinom

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Zahnmedizin
der Medizinischen Fakultit der Heinrich-Heine-Universitét Diisseldorf

vorgelegt von
Christin Achterfeld
2019



Als Inauguraldissertation gedruckt mit Genehmigung der Medizinischen Fakultét der
Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf

gez.:

Dekan: Univ.-Prof. Dr. med. N. Klocker
Erstgutacher: Prof. Dr. med. S. Biesterfeld

Zweitgutachterin: Prof. Dr. med. M. Hampl



Fiir meine Mutter



Zusammenfassung

Das Mammakarzinom ist in Deutschland die mit Abstand héufigste maligne
Tumorerkrankung bei Frauen und zeigt einen sehr heterogenen klinischen Verlauf. Um
die Patientinnen adédquat therapieren zu konnen, bedarf es gut definierter und klinisch
valider pradiktiver GroBen, von denen viele im Rahmen der morphologischen
Tumordiagnostik in der Pathologie erhoben werden. Zu ihnen gehoren die
Tumorausdehnung  gemidB  TNM-Klassifikation, das  Tumorgrading, die
Hormonrezeptorexpression und der HER-2/neu-Status. Auch in der Zusammenschau
dieser GroBen lassen sich aber nicht alle Fille ausreichend gut klassifizieren; nach wie
vor gibt es Fille mit giinstigen prognostischen Faktoren und schlechtem klinischen
Verlauf und umgekehrt, so dass weiterhin Bedarf zur Erprobung weiterer GroBen
besteht. In der hier vorgestellten retrospektiven Studie werden morphologisch
darstellbare Apoptosemerkmale von Mammakarzinomen auf die Prognose der
Patientinnen bezogen.

An reprisentativen Schnitten von 113 priméren unilateralen Mammakarzinomen waren
unter Verwendung des gewerblich erhiltlichen ApopTag®-Kits (Fa. Oncor) per in-situ-
Hybridisierung apoptotische Zellen nach DAB-Entwicklung mit einem braunen
Kernsignal dargestellt worden (TUNEL-Methode). Unter Verwendung eines TV-
Bildanalysesystems war die Zahl in der Firbung positiver Tumorzellen an 20
Gesichtsfeldern bestimmt und auf die Gesamtzahl an Tumorzellen unter Verwendung
verschiedener abgeleiteter Grofen (darunter der Mittelwert der 20 Gesichtsfelder
(APOmean) und der hochste Einzelwert eines Gesichtsfeldes (APOmax)) bezogen worden.
Die jetzt vorgenommene Auswertung der Rohdaten zeigte bezogen auf ein Langzeit-
Follow-Up in der univariaten Uberlebensanalyse fiir das Gesamtkollektiv eine 5-Jahres-
bzw. 10-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit von 65% bzw. 48,5%. Stirkste
Uberlebenspridiktoren waren das Tumorstadium nach TNM (p = 0,0001, Wilcoxon-
Breslow-Test), der Lymphknotenstatus pN (p = 0,0002), das morphologische Grading
(p = 0,0031), die Mitoserate (p = 0,0036) und der Progesteronrezeptorstatus (PR)
(p=0,0156). Aufgeteilt in drei Gruppen im Verhiltnis 1:2:1 zeigte APOmean €in besseres
Uberleben fiir Patientinnen mit hoher Apoptoserate (p = 0,0108); APOmax Wies einen
identischen Trend auf (p = 0,0559), die iibrigen Apoptoseparameter zeigten keinen
erkennbaren prognostischen Einfluss. In der multivariaten Analyse (Cox-Modell) ergab
sich im Besonderen eine hohe prognostische Signifikanz im Zusammenwirken von pN
und PR; der Einfluss der Apoptoseparameter ist als lediglich marginal und klinisch
nicht relevant aufzufassen. Diese Ergebnisse bestitigten sich auch bei der Validierung
des Cox-Modells am Datensatz.

Die Bedeutung der Bestimmung von Apoptoseparametern mit der TUNEL-Methode
wird beim Mammakarzinom in der Literatur in recht heterogen aufgebauten Studien
unterschiedlich gesehen. Neben Studien, die univariat einer hohen Apoptose eine
giinstigere Prognose zuschreiben, gibt es auch Untersuchungen mit gegenteiligem
Ergebnis und solche, die iiberhaupt keinen prognostischen Einfluss sehen. Allen Studien
ist dabei allerdings gleich, dass ein multivariater Effekt nicht in klinisch relevantem
Mal gesichert werden kann. Unsere Erfahrungen belegen, dass auch die mit weniger
subjektiven Einflussgrolen versehene bildanalytische Auswertung keine klinisch
wesentliche prognostische Relevanz herausarbeiten lisst.



Abstract

Breast carcinoma is by far the most common malignant tumour disease in women and
exhibits a very heterogenous clinical course. In order to treat patients adequately, there
is a need for well-defined and clinically-valid predictive variables, many of which are
collected in pathology, in the context of morphological tumour diagnostics. These
include tumour spread according to the TNM classification, tumour grading, the
hormone receptor expression and the HER-2/new status. But even with an overview of
all these variables, not all cases can be classified sufficiently well; there are still cases
with favourable prognostic variables and bad clinical courses and vice versa, so that a
need to test further variables still exists. In the retrospective study presented here,
representable morphological apoptotic characteristics of breast carcinomas are related to
the patients’ prognoses.

Representative slides from 113 primary, unilateral breast cancers were represented with
a brown nuclear signal by in-situ hybridisation of apoptotic cells following DAB
development (TUNEL method), using the commercially available ApopTag®-Kits (Fa.
Oncor). Using a TV image analysis system, the number of positive tumour cells within
the staining was determined at 20 visual fields and related to the total number of tumour
cells by using various derived variables (including the mean of the 20 visual fields
(APO mean) and the highest individual value of a visual field (APO max)).

The following evaluation of the raw data in relation to a long-term follow-up, showed a
S-year or 10-year survival probability of 65% or 48.5% respectively, in the univariate
survival analysis for the entire collective. The strongest predictors of survival were the
tumour stage according to the TNM (p = 0,0001, Wilcoxon- Breslow-Test), the lymph
node status pN (p = 0,0002), the morphological grading (p = 0,0031), the mitosis rate
(p = 0,0036) and the progesterone receptor status (PR) (p=0,0156). Divided into three
groups in the proportion 1:2:1, the APOmean showed a better survival for patients with
a high apoptosis rate (p = 0,0108); APOmax demonstrated an identical trend
(p = 0,0559), the other apoptosis parameters showed no identifiable prognostic
influence. In the multivariate analysis (Cox-Modell), there was, in particular, a high
prognostic significance in the interaction of pN and PR; the influence of the apoptosis
parameters is to be understood as only marginal and not clinically relevant. These
results were confirmed by the validation of the Cox model on the data set.

The importance of determining the apoptosis parameters with the TUNEL method in
respect of breast carcinomas, is seen very differently in heterogeneously constructed
studies reported in the literature. As well as studies in which a favourable prognosis is
attributed to a apoptosis univariate, there are also investigations with the opposite result,
and those which find no prognostic influence at all. However, all the studies agree that a
multivariate effect of a clinically-relevant size cannot be ensured. Our experience shows
that even those image analysis evaluations with less subjective influencing variables, do
not allow a clinically relevant prognostic relevance to be derived.
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1 Einleitung

1.1  Epidemiologie des Mammakarzinoms

Das Mammakarzinom ist mit einer jahrlichen Neuerkrankungszahl von knapp einer Million
Fillen weltweit und rund 70.000 nationalen Fillen die hiufigste bosartige Tumorerkrankung
der Frau (Robert Koch-Institut and Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in
Deutschland e.V., 2015; Tumorzentrum Miinchen, 2015) noch vor dem kolorektalen
Karzinom, dem Bronchialkarzinom, dem Endometriumkarzinom und dem malignen Melanom
der Haut (Robert Koch-Institut and Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in
Deutschland e.V., 2015, p. 18). Laut der Statistik des Robert-Koch-Instituts (RKI) und des
Tumorregisters Miinchen (TRM) verstarben im Jahre 2010 zwischen ~ 17% und 25% der
betroffenen Frauen (Robert-Koch-Institut und Gesellschaft der epidemiologischen
Krebsregister in Deutschland e.V., 2015; Tumorregister Miinchen, 2015).- Dabei lésst sich aus
den Tabellen des TRM ablesen, dass das Risiko, an Brustkrebs zu erkranken, fiir die Frau im
Alter zwischen 50 und 70 am hochsten ist. Etwa jede vierte erkrankte Frau ist bei der
Diagnosestellung unter 55 Jahre, jede zehnte unter 45 Jahre alt (Robert Koch-Institut and
Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V., 2015, p. 75;
Tumorregister Miinchen, 2015, p. 9). Das kumulative Erkrankungsrisiko, als neugeborenes
Midchen bis zum Alter von 75 Lebensjahren an einem Mammakarzinom zu erkranken, liegt
bei 1:8 (12,8%) (Robert Koch-Institut and Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister
in Deutschland e. V., 2015).

Seit 1980 steigt die Brustkrebsinzidenz (Neuerkrankungsrate) laut den Angaben des RKI
stetig an, wobei die Mortalititsrate riickldufig ist und heute weniger Frauen versterben als vor
10 Jahren (Robert Koch-Institut and Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in
Deutschland e.V., 2010). So liegt die Inzidenz in Deutschland je 100.000 Frauen bei 169,1
und die Mortalitétsrate je 100.000 Frauen bei 43,2 (Robert Koch-Institut and Gesellschaft der
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V., 2015).

Durch den medizinischen Fortschritt haben sich die Uberlebenschancen deutlich verbessert.
Dies mag zum einen daran liegen, dass seit der Etablierung des Mammographie-Screenings

2005 mehr Fille in frithen Stadien erkannt werden. AuBerdem sind auch Fortschritte in der



systemischen adjuvanten bzw. neoadjuvanten Therapie eingetreten, die ebenfalls zu einer
Verbesserung der Uberlebensaussichten gefiihrt haben. Auch trigt ein Umdenken in der
Verordnungshaltung der Hormonersatztherapeutika im Periklimakterium zu einer sinkenden

Inzidenz bei (Chlebowski et al., 2009; Katalinic et al., 2009).

Minner konnen ebenfalls am Mammakarzinom erkranken; die Inzidenz ist hier allerdings mit
1,6 je 100.000 Personen sehr niedrig. Das Robert-Koch Institut bezifferte 2012 620
Neuerkrankungen und 150 Sterbefille. Am hiufigsten sind Minner betroffen, die iiber
erhohte Spiegel weiblicher Geschlechtshormone ("Hyperdstrogenismus") verfiigen, z.B.
Patienten mit Leberzirrhose oder hormonbehandelte Patienten bei Prostatakarzinom

(Schlappack et al., 1985; Sgrensen et al., 1998).

1.2 Atiologie des Mammakarzinoms

Das Mammakarzinom ist wie viele andere Karzinome ein multifaktorielles Karzinom; einen
"Regelfall" der Atiologie gibt es nicht. Entsprechend wurde eine Vielzahl an Untersuchungen
durchgefiihrt, um mogliche Risikofaktoren ausfinden zu machen (Haag et al., 2003;
McPherson et al., 2000).

- Zuerst wire da die genetische Disposition zu nennen, die das Tumorrisiko erhéht und
bereits im Vorfeld in Untersuchungen der Keimbahn genetisch nachweisbar ist,
ndmlich in Form einer Mutation der Tumorsuppressorgene BRCA1 bzw. BRCA2.
Insgesamt gesehen macht diese Art von Tumorsuppressionsmutation rund 25% der
bisher als erblich bedingt erkannten Mammakarzinom-Neuerkrankungen (Easton,
1999) und insgesamt 5-10% der gesamten Anzahl der Mammakarzinome aus
(Campeau et al.,, 2008). Eine erste Mutation an einem Suppressorgen fithrt zum
Ausfall des ersten Allels. Der Ausfall des zweiten Allels, der sog. "second hit", fiihrt
zum Ausfall der Genfunktion und erleichtert somit die Tumorentstehung.

- Ebenfalls zu beriicksichtigen wire die Familiengeschichte der Patientinnen. Bereits
ohne Nachweis einer Mutation haben Frauen mit erblicher Vorbelastung im Vergleich
zum sporadischen Mammakarzinom ein 1,5-6-fach erhohtes Risiko zu erkranken
(Brandt et al., 2010). Bei einer BRCA-Mutationstrigerin betrdgt das Risiko, bis zum
70. Lebensjahr zu erkranken, 50-80% (Antoniou et al., 2003). Das Risiko steigt



zusitzlich bei einer Erkrankung im Verwandtenkreis 1. Grades unter 50 Lebensjahren
um das 1,2-fache fiir BRCA-1 Mutationstrigerinnen, bei BRCA-2 um das 1,7-fache
(Metcalfe et al., 2010).

Zu weiteren Risikofaktoren gehoren hormonelle Faktoren. Auf welche Weise diese
das Tumorrisiko erhohen, ist nicht geklart. Allgemein kann man sagen, dass Frauen
mit frither Menarche, spidter Menopause, keinen oder eher spiten Schwangerschaften
ein erhohtes Risiko aufweisen (Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast
Cancer, 2012). Man konnte daraus folgern, dass ein Lebensverlauf mit vielen
Ostrogen-betonten Phasen ohne eine Unterbrechung durch lingere Gestagen-betonte
Phasen (Schwangerschaft) mit einem erhohten Risiko assoziiert ist. Bei Frauen, die
ihre Kinder gestillt haben, wird ein geringeres Tumorrisiko veranschlagt.

Eine duBlere Hormonzufuhr durch die Einnahme von Kontrazeptiva fiihrt dagegen zu
einem nur geringem Risikoanstieg von 1,24 und ist 10 Jahre nach Beendigung der
Einnahme nicht mehr relevant (Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast
Cancer, 1996). Eine Hormonsubstitution wihrend der Menopause erhoht ebenfalls das
Brustkrebsrisiko und zeigte sich abhiingig von der Dauer der Ostrogensubstitution und
der alleinigen Anwendung oder in der Kombination mit Progesteron (Ross et al.,
2000).

Erndhrungstechnisch hat sich gezeigt, dass Frauen, die zu Adipositas neigen, ein
erhohtes Risiko haben. Generell ist ein zu groBer Anteil an fettreicher Nahrung
negativ zu werten. Frauen, die nach der Postmenopause zu Bewegungsmangel und
erhohten Fettdepots neigen, zeigen ebenfalls ein signifikantes erhohtes Risiko, am
Mammakarzinom zu erkranken. Dabei wire auch ein Augenmerk auf die Dichte der
Brustdriise zu legen. Eine erhohte Dichte, also relativ mehr Driisengewebe, schligt
sich in einer hoheren Wahrscheinlichkeit, ein Mammakarzinom zu entwickeln, nieder.
Rauchen und Alkoholabusus zeigten ebenfalls eine positive Korrelation zur
Mammakarzinom-Inzidenz.

Offenbar spielt auch die geographische Lage bzw. ethnische Herkunft bei der Inzidenz
des Mammakarzinoms eine Rolle. So findet sich eine erhdhte genetische Disposition
vor allem bei jiidischen Frauen. Ebenfalls zeigen sich erhohte Inzidenz- und
Mortalitédtsraten in nordamerikanischen und nordeuropdischen Lindern, wiéhrend

niedrige Raten im afrikanischen und asiatischen Raum zu finden sind (Kelsey, 1979).



Fiir diese Verteilung gibt es unterschiedliche Erkldrungsansitze. Eine Hypothese stiitzt
sich auf Migrationsstudien, die den Anstieg der Mammakarzinominzidenz bei
asiatischen Frauen nach ihrer Auswanderung in die USA in der 2. und 3. Generation
zeigt (Buell, 1973). Hier sah man den Wandel der Lebens- und Essgewohnheiten, vor
allem von pflanzenreicher, fettarmer zu fleisch- und fettreicher Nahrung als ursédchlich

an.

Andere diskutierte Einfliisse sind Umweltfaktoren, wie die Belastung der natiirlichen Umwelt
durch Ostrogene und radioaktive Strahlung, ein hoherer Sozialstatus, der mit einem hoherem
Alter bei der Erstgeburt bzw. Nullipara oder einem hoheren Gebrauch an Hormonersatz

assoziiert wird, oder auch virale Infektionen.

Die Moglichkeit zur Ausbildung eines Mammakarzinoms ist somit offensichtlich multikausal.
Entscheidend fiir den Verlauf der Erkrankung ist es, eine gesicherte moglichst frithe
Erkennung zu erreichen sowie optimierte Therapien und eine Interdisziplinaritit in der

Behandlung zu gewihrleisten.

1.3  Pathologie des invasiven Mammakarzinoms

Beim Mammakarzinom handelt es sich um eine maligne Tumorform, die sich durch grofle
Heterogenitit auszeichnet und bei der es weitere spezielle Differenzierungsformen gibt. Bei
den invasiven Formen wurden von der WHO lange insbesondere eine invasiv-duktale und
eine invasiv-lobuldre Entitdt unterschieden, die auch in unserem Patientenkollektiv
differenziert wurden (Tavassoli and Devilee, 2003). Auflerdem sind diverse Sondertypen
definiert. Inzwischen werden nach der neuen WHO-Klassifikation von 2012 (Lakhani et al.,
2012) die invasiv-duktalen Karzinome als "invasives Adenokarzinom (NST / duktal)"
bezeichnet, wobei "NST" fiir no special type steht. Im Folgenden wird aber bei der
Bezeichnung als invasiv-duktal, die zur Zeit der Zusammenstellung des Patientenkollektivs

galt und die sich auch in den allermeisten Publikationen in der Literatur findet, geblieben.

Das invasiv-duktale Mammakarzinom ist mit ca. 60-75% der Fille am héufigsten, gefolgt

vom invasiv-lobuldren Karzinom mit ca. 15-20%. Auch Mischformen, die "duktolo-lobulér"



genannt werden, sind moglich. Daneben gibt es viele weitere, oft prognostisch giinstige, aber
seltene Unterformen, die separat gefiihrt werden, darunter das medulldre Karzinom (1-7%),
das tubuldre Karzinom (1-2%), das muzindse Karzinom (1-2%) und das papilldre
Karzinom(1-2%) (Tumorzentrum Miinchen, 2015); die Héufigkeit von Langzeitrezidiven
(Rosen et al., 1989) wird bei ihnen nur mit ca. 10% angegeben. Andere seltene Sonderformen
sind beispielsweise das lipidreiche Karzinom, das adenoid-zystische Karzinom oder das
apokrine Karzinom. Die Differenzierung zwischen den einzelnen Tumortypen erfolgt auf der
Basis ihrer histologischen Wachstumsformen; in Zweifelsféllen dariiber, ob eine invasiv-
lobulidre Differenzierung vorliegt, wird eine E-Cadherin-Immunhistochemie durchgefiihrt,
deren negativer Ausfall im Tumor einen invasiv-lobuldren Tumortyp nahelegt, aber nicht

beweist.

Allen Mammakarzinomen gleich ist ihre Entstehung in der terminalen duktulo-tubulidren
Einheit (TDLU), oftmals auf dem Boden von Tumorvorstufen wie dem duktalen Carcinoma
in situ (DCIS), moglicherweise auch dem Carcinoma lobulare in situ (LIN3). Andere
Veridnderungen in der Brustdriise sind nicht selber sicher prikanzerds, werden aber als
"Indikatorldsion" fiir ein erhShtes Risiko, ein invasives Mammakarzinom zu entwickeln,
gerechnet, darunter die flache Epithelatypie der Milchginge (FEA) und die atypische duktale
Hyperplasie (ADH).

Die Prognose der invasiv-duktalen und der invasiv-lobuliren Mammakarzinome gilt
stadienbezogen als gleich. Der klinisch-morphologische Unterschied beider Tumorentitdten
ist allerdings, dass die TumorgroBBe beim invasiv-duktalen Karzinom im Wesentlichen dem
Palpations- und Mammographiebefund entspricht, wihrend invasiv-lobuldre Karzinome
manchmal unerwartet viel groBer sind. Dies liegt daran, dass man prioperativ nicht die
wirkliche TumorgroBBe bestimmt, sondern die Groe des Bezirks, in dem tumor-assoziiert
oder tumor-induziert eine bindegewebige Sklerosierung des ortsstindigen Fettgewebes
entstanden ist. Invasiv-duktale Karzinome halten sich iiblicherweise recht streng begrenzt nur
in oder an dieser Sklerosierungszone auf, wihrend invasiv-lobuldre Karzinome iiber die
Fahigkeit verfiigen, in kleinsten Stringen und Verbédnden iiber diese Zone hinaus in das
angrenzende, palpatorisch und mammographisch unauffillige Fettgewebe vorzuwachsen.

AuBlerdem konnen sie in das Mantelbindegewebe von Milchgingen eindringen und sich in



diesem unter konzentrischer Umwachsung der Milchginge ausbreiten und auch auf diese

Weise weit jenseits der Sklerosierungszone angetroffen werden.

1.4  Klinik, Diagnostik und Therapie des Mammakarzinoms

Klinik

Allgemeinsymptome fehlen im frithen Stadium des Mammakarzinoms. Im spiteren Verlauf
bzw. fortgeschrittenem Stadium kann es zu Gewichtsabnahmen und Leistungsminderungen
kommen. Lokale Symptome konnen sich als tastbare Knoten, Hautverdnderungen einschlie3-
lich peau d‘orange (sog. Orangenhaut oberhalb des Tumors), Einziehungen der Haut und der
Mamille, Verdnderungen der Kontur oder der Symmetrie der Brust, Blutungen oder Sekretion
der Mamille sowie bestehender flichiger Rotung und Uberwidrmung (bei einem
inflammatorischen Mammakarzinom) darstellen. Weiterhin gelten vergroflert tastbare

Lymphknoten in der Axilla oder der Supraklavikularregion als mogliche lokale Symptome.

Primdrmanifestationen lassen sich zu 50% im oberen #uBleren Quadranten der Brust
lokalisieren, am seltensten im unteren inneren Quadranten. Die iibrigen verbleibenden
Quadranten und der zentrale Anteil sind in etwa gleichen Anteilen betroffen. Dabei spricht
man bei einem Auftreten von mehreren, aber getrennten Karzinomherden in einem
Quadranten bzw. bei einem Abstand von unter 4 cm zwischen den Herden von Multifokalitit.
Das Auftreten von getrennten Karzinomherden in mehr als einem Quadranten bzw. einem
Abstand iiber 4 cm bezeichnet man als Multizentrizitédt (Leitlinienprogramm Onkologie der

AWMF et al., 2012).

Von der Lokalisation der Primidrmanifestation ausgehend unterscheidet man zwischen lokaler,
regionaler und ferner Metastasierung. Bei der lokalen Ausbreitung kommt es zur direkten
Infiltration in das Nachbarparenchym und zu einer lokalen Ausbreitung entlang der
Milchgiénge. Regional erfolgt die Ausbreitung iiber die axilldren, supra- und infraklavikulidren
und zentral der Mamma gelegene Lymphknoten. Fernmetastasen konnen in fast allen
Regionen des Korpers auftreten. Hiaufigste Lokalisationsorte sind dabei Skelett, Leber, Lunge
und Gehirn. Symptomatisch fiir eine Metastasierung des Tumors konnen Schwellungen des

Armes durch Lymphddem bei einer Lymphknotenmetastasierung in der Axilla,



Knochenschmerzen bei Skelettmetastasen, Husten und Dyspnoe bei pulmonaler und / oder
pleuraler Metastasierung, Ikterus und Leberinsuffizienz bei Lebermetastasierung und
neurologische Symptome bei cerebraler Metastasierung sein (Wormann et al., 2018). Vielfach

verlauft die Metastasierung aber ldngere Zeit asymptomatisch.

Diagnostik

Nach einer positiven, also befundauffilligen Basisuntersuchung, bestehend aus der Inspektion
und der Palpation der Brust und der Lymphabflussgebiete, ist der erste Schritt die Bestitigung
der klinischen bildgebenden Verdachtsdiagnose.

Die weiterfithrende Methode der ersten Wahl ist dabei die beidseitige Mammographie der
Brust. Da es sich dabei um eine Untersuchung basierend auf Rontgenstrahlen (4 mGy Dosis)
handelt und die Sensitivitit bei steigender Dichte der Brust um bis zu 50% abnehmen kann,
wird bei Frauen < 40 Jahren als Mittel der ersten Wahl auch die Sonographie empfohlen
(Tumorzentrum Miinchen, 2015, p. 37).

Die zusitzliche Nutzung der beidseitigen Magnetresonanztomographie (MRT) mit Kontrast-
mittelgabe dagegen wurde bei der Konsensuskonferenz in St. Gallen 2013 als Standard fiir
eine praoperative Abkldrung wie auch als RoutinemaBBnahme bei der Entscheidungshilfe fiir
oder gegen Brusterhalt abgelehnt. Das MRT erhoht zwar die Nachweisrate zusitzlicher
Léasionen und kann das operative Vorgehen beeinflussen, aber bisher konnte kein Nachweis
erbracht werden, dass durch eine priaoperative MRT-Abkldrung die Prognose verbessert oder

die Rezidivquote gesenkt wird (Houssami et al., 2008; Tumorzentrum Miinchen, 2015, p. 55).

Die nach Bildgebung verbleibenden auffilligen Brustbefunde bediirfen einer histologischen
Abklidrung. Die frither verbreitete primére offene Exzisionsbiopsie sollte gemif3 der aktuellen
S3-Leitlinie nur noch angewandt werden, wenn eine der gerade genannten bildgebenden
Verfahren nicht moglich ist (Leitlinienprogramm Onkologie der AWMEF et al., 2012, chap.
4.2.3.2), und wird heutzutage kaum noch ausgefiihrt. Stattdessen bedient man sich der

bildgebenden Stanz- oder Vakuumbiopsie.

Die Stanzbiopsie dient im Falle eines manifesten Mammakarzinoms bereits der Bestimmung
erster tumorrelevanter morphologischer Faktoren. Neben der Bestimmung des Tumortyps

gemidll WHO-Klassifikation sollte auf eine DCIS-Komponente eingegangen werden.



AuBlerdem ist iiblich, an den Stanzen bereits ein Grading (Elston and Ellis, 1991)
vorzunehmen, welches aber am Resektionsprdparat wiederholt werden soll. Ferner werden
immunhistochemische Firbungen zur Darstellung einer Ostrogen- bzw. Progesteronrezeptor-
Expression (ER, PR) vorgenommen und auf die gleiche Weise der HER2/neu-Status

bestimmt.

Sofern man sich klinischerseits nicht fiir ein neoadjuvantes Vorgehen entscheidet, folgt dann
die stadiengerechte Tumorresektion geméll den giiltigen S3-Leitlinien (Leitlinienprogramm
Onkologie der AWMEF et al., 2012), die heute in den meisten Fillen als anatomisches
Segmentresektat (z.B. "Mammasegmentresektat links 8 - 9 Uhr") vorgenommen wird. An
diesem werden vom Pathologen erneut Aussagen zum Tumortyp und zum Grading erwartet,
ferner die dreidimensionale Bestimmung der Tumorausdehnung inklusive Ubertragung der
Messwerte in die pT-Kategorie der pTNM-Klassifikation (Sobin et al., 2010). Auflerdem sind
Angaben zu den Sicherheitsabstinden zu allen sechs Dimensionen (mamillennah,
mamillenfern, ventral, thorakal sowie zu den beiden Nachbarsegmenten, auf das obige
Beispiel bezogen: Richtung 7 Uhr und 10 Uhr) zu titigen und daraus der R-Status abzuleiten.
AuBlerdem ist es iiblich geworden, die eigentlich noch fakultativen Angaben zu einer
Lymphangiosis carcinomatosa (L) und einer Hédmangiosis carcinomatosa (V) zu machen.
Sofern keine technischen Probleme aufgetreten waren, ist eine Wiederholung der

Bestimmungen von ER, PR und HER2/neu am Resektat nicht vorgesehen.

Leicht modifiziert ist die Vorgehensweise, wenn nach neoadjuvanter Therapie operativ
vorgegangen wird. Das Tumorgrading wird durch den Regressionsgrad nach Sinn (Sinn et al.,
1994), der die Reaktion des Tumors auf die Chemotherapie abschitzen soll, ersetzt.
AuBerdem werden die Bestimmungen von ER, PR und HER2/neu am Resttumor wiederholt,

um Erkenntnisse iiber therapierelevante Verdnderungen der Expressionsmuster zu erhalten.

Die Diagnose eines invasiven Mammakarzinoms zieht auch ein Staging zur bildgebenden
Abkldrung von eventuellen Fernmetastasen nach sich, welche neben einer Skelettszintigraphie
eine Lebersonographie bzw. ein Oberbauch-CT und eine bildgebende Abkldrung der Lunge

umfasst.



Therapie

Die stadiengerechte addquate Therapie eines Mammakarzinoms ist heute im Wesentlichen
multimodal und schlieft operative Mallnahmen und adjuvante Ansitze wie Strahlentherapie,
Chemotherapie, Hormontherapie und Therapieformen mit Antikorpern ein. Im Rahmen dieser
Arbeit konnen nur die Prinzipien kurz skizziert werden, wobei betont werden soll, dass sich
Details der Therapie im stetigen Wandel befinden und immer wieder aktuell an die

Ergebnisse von Studien angepasst werden.

Neoadjuvante Therapie

Der hiufigen primédr operativen Therapie soll hier die seltenere neoadjuvante Therapie
vorangestellt werden, weil in den betroffenen Fillen eine adjuvante MaBnahme der operativen
Therapie vorausgeht - bezeichnet mit dem Misnomer "neoadjuvant”, womit also eigentlich
"praoperativ adjuvant” gemeint ist. Laut dem Jahresbericht 2017 der deutschen
Krebsgesellschaft wurde in 7036 Fillen eine neoadjuvante Therapie vor OP eingeleitet, dies
entsprach knapp 13% der an zertifizierten Brustkrebszentren betreuten Patienten (Deutsche
Krebsgesellschaft e.V. et al., 2017). Ihr Sinn liegt darin, bei groen oder multizentrischen
Tumoren bzw. bei sich extrem iiber die Lymphwege ausbreitenden Tumoren, den
"inflammatorischen Karzinomen", die Operabilitéit der Patientin zu erleichtern bzw. auch eine
brusterhaltende Therapie zu ermdglichen (Leitlinienprogramm Onkologie der AWMEF et al.,
2012). Sollte eine systemische Chemotherapie grundsitzlich indiziert sein, besteht auch die
Moglichkeit, sie optional bei primér operablen Mammakarzinomen einzusetzen, um eine Ver-
kleinerung des Tumors bzw. moglichst vollstindige Elimination der Tumorzellen zu
erreichen. Hinsichtlich des Langzeitiiberlebens ist die neoadjuvante Therapie der adjuvanten

Therapie gleichwertig.

Zudem erlaubt dieses Therapiekonzept durch regelméflige Kontrollen des Ansprechens eine
Individualisierung der Therapie (Kaufmann et al., 2006). Als valider Surrogatmarker fiir das
Ansprechen einer neoadjuvanten Chemotherapie und ein ldngeres progressionsfreies
Gesamtiiberleben dient die Beurteilung der Rate der pCR (pathologische Komplettremission).
Sie ist definiert als fehlender Tumorzellnachweis in Brust- und Lymphknotengewebe nach

erfolgter neoadjuvanter Chemotherapie und gilt fiir Triple-negative, fiir Hormonrezeptor-



negative und gleichzeitig HER2/neu-positive sowie fiir Luminal B' eingestufte und
HER?2/neu-negative Tumorkonstellationen (Minckwitz et al., 2012).

Wenn eine neoadjuvante Chemotherapie indiziert ist, sollte in der Medikation ein
Anthrazyklin und ein Taxan enthalten sein und eine Dauer von mindestens 6 Zyklen
prdoperativ beinhalten. Nach zwei Zyklen sollte der Therapieeffekt kontrolliert werden.
Hierbei macht sich ein Vorteil der neoadjuvanten Therapie bemerkbar, da frithzeitig die
Chemosensibilitit des Primértumors beurteilt und je nach Befund die Therapie weitergefiihrt,
umgestellt oder abgebrochen werden kann.

Zusitzlich kann prioperativ zur Chemotherapie bei HER2/neu-iiberexprimierenden Tumoren
die Gabe von Trastuzumab die pCR und somit das Gesamtiiberleben signifikant erhohen
(Minckwitz et al., 2012). Wie in der adjuvanten Therapie sollte auch hier die Gabe von
Trastuzumab postoperativ iiber ein Jahr fortgesetzt werden.

Eine weitere neoadjuvante Therapieform stellt die endokrine Therapie mit
Aromatasehemmern bei postmenopausalen, hoch rezeptorpositiven Patientinnen mit einem
fortgeschrittenen Mammakarzinom dar, bei denen eine Operation kontraindiziert oder

abgelehnt worden ist (Smith et al., 2005).

Operative Therapie

Die operative Therapie ist iiberwiegend brusterhaltend und beschrinkt sich, anders als dieses
noch vor 30-40 Jahren war, in den meisten Fillen auf eine anatomische Resektion eines oder
mehrerer Segmente. Stellt sich in der morphologischen Untersuchung heraus, dass der Tumor
mit einem gewissen Sicherheitsabstand im Gesunden entfernt ist, wird derzeit keine weitere
operative Therapie fiir notwendig gehalten. Klinische Untersuchungen haben gezeigt, dass die
brusterhaltende Therapie (BET) mit adjuvanter Bestrahlung des Restdriisenkorpers der
modifiziert radikalen Mastektomie beziiglich des Uberlebens gleichwertig ist (Fisher et al.,
2001; Veronesi et al., 2002). Eine modifiziert-radikale Mastektomie, die frither Standard-
therapie war, wird heute nur noch in bestimmten Situationen vorgenommen werden miissen,
beispielsweise bei sehr groen Tumoren der Stadien T3 und T4, insbesondere auch bei einem

inflammatorischen Karzinom, oder bei multizentrischem Tumorwachstum (Tumorzentrum

! Auf Definitionen fiir "Luminal B" und fiir "Luminal A" wird unten in Kapitel 1.5 eingegangen.
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Miinchen, 2015, p. 122). Weitere Kontraindikationen fiir ein operatives Vorgehen mit
Brusterhalt kdnnen aber auch eine ungiinstige Relation von Tumorgroe zu Brustvolumen,
etwaige Kontraindikationen fiir eine nachfolgende Bestrahlung (z.B. extreme Makromastie)
oder eine inkomplette Tumorentfernung auch nach Nachresektion (bei einem
Sicherheitsabstand von 1 mm fiir die invasive Komponente und 2mm fiir die intraduktale

Komponente) sein (Houssami et al., 2010).

Die operative Therapie des Priméartumors wird mit einer intraoperativen Inspektion der Axilla
kombiniert. Ublicherweise wird dort eine Entfernung des oder der zuvor nuklearmedizinisch
markierten Sentinel-Lymphknoten vorgenommen. Hierunter versteht man den oder die ersten
Lymphknoten, die das Mammakarzinom drainieren und somit die Lymphknoten mit der
hochsten Wahrscheinlichkeit auf eine Karzinominfiltration sind. Generell nehmen der bzw.
die Sentinel-Lymphknoten als erste den periareoldr eingespritzten Tracer auf. Die
Aufarbeitung dieser Lymphknoten erfolgt Leitlinien-gerecht in enger Serienschnitt-Technik.
Sind die Sentinel-Lymphknoten tumorfrei, so wird zur Vermeidung von Nebenwirkungen
(therapieresistentes chronisches Lymphodem, Dysisthesien, Bewegungseinschrankungen und
chronische Schmerzzustinde) heutzutage nicht mehr radikal axillir disseziert; die lokale
Morbiditidt ist bei alleiniger Entnahme der Sentinel-Lymphknoten gegeniiber einer
herkdmmlichen axilldren Lymphknotendissektion signifikant reduziert (Veronesi et al., 2003).
Anders ist das Vorgehen, wenn sich bereits palpable, womdglich auch harte Lymphknoten in
der Axilla primér préasentieren. Findet sich in den Sentinel-Lymphknoten eine Metastasierung,
die iiber eine sogenannte Mikrometastasierung, also eine 2 mm gro3e Lymphknotenmetastase,
hinausgehen, so werden zumindest die Lymphknoten des axilldren Level I, nicht selten auch
die des Level II, in einem zweiten Eingriff entfernt. Eine solche Axilladissektion umfasst die
Entfernung von mindestens 10 Lymphknoten.

Die Untersuchung axilldrer Lymphknoten dient der histopathologischen Tumorklassifikation,
der Prognoseabschitzung und als pridiktiver Faktor fiir eine mogliche adjuvante systemische

Therapie.
Bei der Konsensuskonferenz in St. Gallen ist die Vorgehensweise, bei positiven Sentinel-

Lymphknoten die axillire Lymphknotendissektion vorzunehmen, hinterfragt worden,

basierend auf der Anfang 2011 publizierten Z0011-Studie (Giuliano et al., 2010). Patientinnen

11



mit einem Tumorstadium pT1-pT2/cNO und 1-2 positiven Sentinel-Lymphknoten wurden mit
einer brusterhaltenden Therapie mit nachfolgender perkutaner Radiotherapie iiber tangentiale
Gegenfelder behandelt. Es ergab sich kein Nachteil gegeniiber einer Axilladissektion. Unter
bestimmten Rahmenbedingungen wire somit ein Verzicht auf eine Axilladissektion auch bei

positiven Sentinel-Lymphknoten moglich.

Strahlentherapie

Allgemein soll eine Bestrahlung der betroffenen Brustdriise nach brusterhaltender Operation
bei invasivem Mammakarzinom durchgefiihrt werden. Dies schlieft man aus Studien, die eine
Verbesserung des Gesamtiiberlebens und die Senkung lokoregionidrer Rezidive angeben
(Early Breast Cancer Trialists’ Collaborative Group (EBCTCG), 2005, 2011; Fisher et al.,
2002). So verringert sich die Rezidivrate bei pNO von 28,3% auf 10,4%, bei pN+ von 39,9%
auf 10,9%, bezogen auf 15 Jahre (Leitlinienprogramm Onkologie der AWMEF et al., 2012, p.
126), wihrend die erkrankungsspezifische Mortalitit um 3,3 % bei pNO und um 8,5% bei
pN+ reduziert wird. Vier bis sechs Wochen nach der Operation sollte mit der Bestrahlung
begonnen werden, alternativ nach Abschluss einer vorgeschalteten adjuvanten
Chemotherapie.

Das Zielvolumen schlie3t dabei die gesamte verbliebene Brustdriise und die angrenzende
Thoraxwand ein. Bis vor einigen Jahren galt die Dosis einer sog. konventionellen
Fraktionierung von 5 x 1,8-2 Gy tiber 5-6 Wochen, was somit 45-50 Gy entsprach, als Mittel
der Wahl. Aktuelle Studien hinsichtlich einer moderaten Hyperfraktion zeigen jedoch
ebenfalls gute Ergebnisse hinsichtlich der Tumorkontrolle und Spéttoxizitdt an (Haviland et
al., 2013; Whelan et al., 2010). Hyperfraktion bedeutet, dass die Einzeldosis sich erhoht, die
Anzahl der Fraktionen jedoch verringert wird, sodass sich die Gesamtdosis insgesamt
reduziert. Fiir die Patientinnen bedeutet dies 15-16 Fraktionen anstelle der 25-28 bei einer
Verkiirzung der Behandlungszeit von 5-6 Wochen auf 3 Wochen, insgesamt mit gleicher
lokaler Tumorkontrolle, verminderter akuter Hautreaktion und tendenziell verminderten
Spitfolgen (Zhou et al., 2015).

In wie weit eine weitere Erhohung der Einzelfraktionen bzw. eine weitere Verkiirzung der
Behandlungszeit sinnvoll ist, ist Gegenstand derzeitiger Studien. Jiingere Frauen und Frauen

mit erhohtem Rezidivrisiko profitieren zusitzlich noch von einer Dosisaufsittigung des
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Tumorbettes (Boost-Bestrahlung) um 10-16 Gy, die zu einer Senkung der lokalen Rezidivrate
fiihren kann. Sie sollte obligat bis zum 50. Lebensjahr erfolgen (Tumorzentrum Miinchen,
2015, p. 133).

Ebenfalls empfohlen wird eine Strahlentherapie der Axilla bei bestehendem Resttumor in der
Axilla bzw. bei eindeutig klinischem Befall und nicht erfolgter Axilladissektion
(Leitlinienprogramm Onkologie der AWMF et al., 2012, p. 147). Bei Patientinnen mit
Bestrahlung der Lymphabflusswege gilt weiterhin die konventionelle Fraktionierung als 1.

Therapiewahl, da derzeit die Datenlage zu schwach ist.

Adjuvante Therapie

Unabhingig vom Alter der Patientinnen und Nodalstatus verbessert eine systemische
Therapie in Form einer zytotoxischen Chemotherapie das rezidivfreie Uberleben als auch das
Gesamtiiberleben (Early Breast Cancer Trialists’ Collaborative Group (EBCTCG), 2012). Die
genauen Vorgehensweisen bei der Chemotherapie konnen hier nicht umfassend dargestellt
werden und unterliegen stetig Verdnderungen im Rahmen der Ergebnisse von aktuellen
Studien, in die viele Patientinnen eingeschleust werden. Eine typische Anthrazyklin- und

Taxan-haltige adjuvante Chemotherapie dauert 18-24 Wochen (6-8 Zyklen).

Die Gabe einer anti-Ostrogenen endokrinen Therapie ist im Wesentlichen an die
immunhistochemische Positivitit des Ostrogenrezeptors gebunden und kann mit zentral
(GnRH-Analoga) bzw. peripher (z. B. Tamoxifen) angreifenden Pharmaka erfolgen. Ca. 65-
75% der Mammakarzinome zeigen eine Expression von Ostrogen- und / oder Progesteron-

rezeptoren (Miller et al., 2014).

Patientinnen mit primdarem Mammakarzinom mit einem Durchmesser > 1cm und HER2/neu-
Uberexpression sollten zur Chemotherapie eine anti-HER2/neu-Therapie mit dem Antikdrper
Trastuzumab erhalten. Die Dauer der Antikorpertherapie betrdgt 1 Jahr. Trastuzumab wird
dabei als Infusion oder subkutane Injektion wochentlich oder in 3-wochentlichen Intervallen
verabreicht. Hierbei ist eine Uberwachung einer adiiquaten Herzfunktion obligat, diese sollte

wihrend (alle 3 Monate) und nach der Behandlung (2-5 Jahre) erfolgen.
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Risikogruppen nach St. Gallen (2007)

Es gibt somit bestimmte Kriterien, mit denen sich das Rezidivrisiko fiir Frauen mit Brustkrebs
einschitzen ldsst. Auf der Konferenz von St. Gallen wurden 2007 drei Risikokategorien gebil-
det, die wiederum auf den in drei Gruppen angeordneten Lymphknotenstatus, der vielfach als
der wichtigste Prognosefaktor gilt, bezogen werden. Da manche Kombinationen, z.B. pNO /
hohes Risiko, unbesetzt sind, werden statt theoretisch neun nur funf verschiedene

Konstellationen unterschieden (Tabelle 1):

pN-Status Rezidivrisiko
niedrig mittel hoch
pNO alles erfiillt: mind. 1 erfiillt: -
e Tumor <2cm | e Tumor>2cm
(pTla-pTlc) (ab pT2)
e Gl e G2/G3
e keine Blut- o  BlutgefiB3-
gefdBlinvasion invasion

¢ ER- oder PR- e ER-und PR-

positiv negativ
e HER-2/neu- e HER-2/neu-
negativ positiv
e >35]ahre e < 35]Jahre
pN+ (1-3LK) | --- ER- PR-positivund | ER- und PR-negativ
HER-2/neu-negativ oder HER-2/neu-
positiv
pN+ (>4 LK) |- immer

Tab 1: Einschitzung des Rezidivrisikos von Mammakarzinomen als niedrig, mittel oder hoch
durch Kombination des Lymphknotenstatus mit weiteren morphologischen Gréen
gemif der St. Gallen-Konvention von 2007 (Goldhirsch et al., 2007)
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Wegen der schlechteren Prognose schlief3t sich postoperativ insbesondere fiir Patientinnen mit
einem hohen Rezidivrisiko eine Chemotherapie an (Goldhirsch et al., 2007). Bei Frauen mit
einem vergleichsweise niedrigen Risiko (Luminal A, nur 1-3 LK befallen) kann man unter
Umstinden auf eine adjuvante Chemotherapie verzichten, dennoch sollte hier eine endokrine
Therapie, prdmenopausal mit Aromatasehemmern, postmenopausal zumeist mittels
Tamoxifen, stattfinden (Goldhirsch et al., 2007). Moderne molekulare Testverfahren wie z.B.
der OncoType- oder der Endopredict-Test werden derzeit dazu eingesetzt, diejenigen
Patientinnen moglichst exakt zu identifizieren, bei denen trotz formaler Indikation hierzu

vielleicht doch auf eine Chemotherapie verzichtet werden kann.

1.5  Prognostische und priadiktive Faktoren

Prognosefaktoren geben zum Zeitpunkt der Diagnose einer Erkrankung Informationen iiber
den zu erwartenden Krankheitsverlauf, vor allem in Bezug auf das Rezidiv-freie Uberleben
und das Gesamtiiberleben. Pridiktive Faktoren helfen bei der Entscheidung zu einer
Therapieoption bzw. machen eine Aussage iiber das wahrscheinliche Therapieansprechen

adjuvanter oder neoadjuvanter Anséitze.

Folgende Faktoren, die in ihrer prognostisch klinischen Relevanz unbestritten sind, werden
derzeit beim Mammakarzinom als obligat betrachtet und daher auch routinemé@fig erhoben:
- Die international anerkannte TNM-Klassifikation der UICC (Sobin et al., 2010)
("Staging") mit ihren drei obligaten Faktoren TumorgroBe (pT), Lymphknotenstatus
(pN) und Fernmetastasen (pM) und den derzeit noch fakultativen Angaben zu einer
eventuellen Lymphspalten- (L) bzw. Blutgefidlinvasion (V) sowie zur Beurteilung des
Resektionsrandes (R) spielt in der Prognostik des Mammakarzinoms die grofite Rolle.
Dabei stellt der axillire Lymphknotenstatus (pN) den prognostisch stdrksten
Einzelfaktor dar. So korreliert der Lymphknotenstatus direkt mit der Rezidiv- und
Metastasenhiufigkeit als auch dem Gesamtiiberleben (Atkinson et al., 1986; Bloom
and Richardson, 1957; Carter et al., 1989; Soerjomataram et al., 2008; Veronesi et al.,
1993).
- Die histologische Tumordifferenzierung nach Bloom und Richardson ("Grading"),
modifiziert durch Elston und Ellis (Elston and Ellis, 1991; Lakhani, 2012; Sobin et al.,
2010; Tavassoli and Devilee, 2003), ist ebenfalls von groer Bedeutung geblieben.
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Die drei zugrunde gelegten histologischen bzw. zytologischen Kriterien sind die
Bildung tubuldrer bzw. duktaler Tumorstrukturen, die Kernpleomorphie und die
Mitoserate. Obwohl das Grading einen sehr aussagekriftigen Faktor fiir die Prognose
und die Therapie darstellt (Silverstein et al., 1996), findet es auch seine Grenzen, z.B.
in der eingeschrinkten Reproduzierbarkeit, und ist stark von der Erfahrung des
beurteilenden Pathologen abhingig (Champion and Wallace, 1971; Remmele, 1997)
Die immunhistochemische Bestimmung der Expression des Ostrogenrezeptors (ER)
und des Progesteronrezeptors (PR) im Tumorgewebe ist, wie bereits oben erwihnt,
beim Mammakarzinom Standard. Ausgedriickt wird sie im deutschsprachigen Raum
durch den semiquantitativen Remmele-Score (Remmele and Stegner, 1987).
Insbesondere das Vorhandensein von Ostrogenrezeptoren wird als prognostisch
giinstig und hinweisend auf ein geringeres Rezidivrisiko und ein verbessertes
Gesamtiiberleben angesehen (Roodi et al., 1995). 70% der Mammakarzinome Félle
sind Ostrogenrezeptor-positiv (Lumachi et al., 2013; Miller et al.,, 2014). Die
Hormonrezeptor-Bestimmung hat nicht nur prognostische, sondern auch pridiktive
Aussagekraft, da bei einem positiven Befund eine anti-Ostrogene Hormontherapie
indiziert ist (Leitlinienprogramm Onkologie der AWMEF et al., 2012). So liegt die
Ansprechrate einer endokrinen Therapie mit Tamoxifen bei 50% bei Patientinnen mit
Ostrogenrezeptor-positiven Mammakarzinom, aber nur bei 5% bei Ostrogenrezeptor-
negativen Patienten (Osborne, 1998). Oftmals sind ER und PR gleichgerichtet in ihrer
Ausprigung, was zu einem Therapieansprechen von 70-80% fiihrt. Es kommen aber
auch Fille vor, in denen die Ergebnisse divergieren und das Therapieansprechen auf
Tamoxifen verringert ist (Arpino et al., 2005). Dabei wird dem alleinigen Nachweis
von Progesteronrezeptoren keine klare signifikante Aussagekraft zugewiesen (ER-,
PR+), einer alleinigen Ostrogenrezeptorexpression (ER+, PR-) hingegen schon. Dies
ist darauf zuriick zu fiihren, dass Progesteronrezeptoren als Produkt der aktivierten
Ostrogenrezeptoren gebildet werden (Horwitz and McGuire, 1975). Patientinnen mit
hormonnegativen Tumoren (ER-, PR-) sprechen signifikant besser auf die primére
Chemotherapie an als hormonrezeptorpositive Patientinnen (Fisher et al., 2001).
Ebenfalls einen hohen pridiktiven Wert hat der HER2-neu-Status, der in Deutschland
iiblicherweise durch Immunhistochemie, bei bestimmten Konstellationen auch per in
situ-Hybridisierung (ISH) erhoben wird. Er macht eine Aussage iiber das prospektive

Ansprechen auf Antikorper wie Trastuzumab, seine Statuserhebung ist inzwischen
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Standard bei neu diagnostizierten Mammakarzinomen. HER2-neu stimuliert die
Zellproliferation und hemmt die Apoptose. Er hat bei einigen Tumorpatientinnen
einen groBen Einfluss auf das Tumorwachstum. So liegt bei 20-25% aller invasiven
Mammakarzinome eine Uberexpression des HER2-neu-Rezeptors vor, was mit einer
schlechteren Uberlebensprognose korreliert (Untch et al., 2006). Die Therapie mit
Trastuzumab bremst das Tumorwachstum durch Blockade des Rezeptors und wurde
anfangs nur Patientinnen mit metastasieren Mammakarzinom gegeben, da
Trastuzumab vor allem in Verbindung mit einer Chemotherapie zu lingerem
Uberleben fiihrte (Marty et al., 2005). Nach derzeitiger S3-Leitlinienempfehlung ist
eine adjuvante Behandlung nach Operation mit Trastuzumab auch bei allen Nodal-
positiven sowie -negativen Tumoren mit einem Durchmesser > 1 cm mit HER2/neu-
Uberexpression grundsitzlich indiziert (Leitlinienprogramm Onkologie der AWMF et
al., 2012). Da die alleinige Wirkung von Trastuzumab derzeit nicht belegt ist, wird die
Behandlung vorzugsweise simultan mit der adjuvanten Chemotherapie begonnen
(Petrelli and Barni, 2012). Die Dauer der Therapie betrdgt 1 Jahr. Liegt die Indikation
fiir eine Chemotherapie bei Tumoren < 1 cm vor, sollte zusitzlich ebenfalls
Trastuzumab gegeben werden, sofern keine Kontraindikationen (z.B. bekannte
Herzinsuffizienz) vorliegen.

- Bei Ki-67 handelt es sich um ein Proliferationsprotein, das ausschlieBlich wihrend der
Zellteilung im Zellkern exprimiert wird. Es ist nur in Zellen der S-, G2- und der M-
Phase des Zellzyklus zu finden, nicht dagegen in ruhenden Zellen der Go/Gi-Phase.
Somit dient es der Differenzierung zwischen aktiven und ruhenden
Tumorzellpopulationen und gibt einen Aufschluss iiber die Proliferationsaktivitit des
Gewebes. Der paraffingingige monoklonale Antikdrper zur immunhistochemischen
Darstellung des Ki-67-Proteins heilt MIB-1. Das Wachstum eines Tumors ist
geringer, wenn der prozentuale Wert fiir Ki-67 niedrig ist. Ein erhohter Wert dient der
therapeutischen Entscheidung fiir eine zytostatischen Chemotherapie, z B. zusitzlich
zur antihormonellen Therapie bei ER-positiven Tumoren (Tumorzentrum Miinchen,

2015, p. 94).
Mit Hilfe der genannten Parameter wurde im St. Gallen-Konsensus 2011 eine neue

molekulare Typisierung der Mammakarzinome vorgeschlagen und eine Basis fiir die

Empfehlung adjuvanter systemischer Therapie erarbeitet (Tabelle 2) (Goldhirsch et al., 2011).
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Dabei werden Hormonrezeptor-positive und HER2-negative Tumoren mit einer niedrigen
Proliferationsrate als "Luminal A" gewertet, Tumoren mit einer hohen Proliferationsrate als
"Luminal B". Ein Problem dieser Typisierung ist die Definition der Ki-67-Ausprigung als
"niedrig" oder "hoch", da der Standardisierungsgrad dieser Anwendung eine Ver-
allgemeinerung ebenso wenig zuldsst wie die eingeschrinkte Reproduzierbarkeit der
Untersuchung (Leitlinienprogramm Onkologie der AWMEF et al., 2012, p. 165). Werte von <

10% werden als niedrig proliferierend, Werte iiber 20-25% als hoch proliferierend eingestuft

(Coates et al., 2015).

lg/l[l(:)lf)l](:larer Subgruppe Definition Therapie
o ER /PR positiv
Luminal A o HER2 negativ Endokrine Therapie
e Ki67 niedrig
o ER/PR positiv .
HER?2 negativ e HER2 negativ S;;(ﬁ;ig{?ﬁzz o
e Ki67 hoch p
Luminal B
o ER/PR positiv | Chemotherapie +
o o HER?2 positiv endokrine Therapie
HER?2 positiv « Ki67 niedrig | + Anti-HER2-
oder hoch Therapie
cos e ERund PR Chemotherapie
fiﬁi;fl?zlt v negativ + Anti-HER2-
e HER?2 positiv Therapie
Chemotherapie
e ER und PR (kein Ansprechen
?ii?lzlzl:gpa tive") negativ auf antihormonelle
pie neg « HER2negativ | oder Anti-HER2-
gerichtete Therapie)

Tab. 2: Therapeutische Auswirkungen der Definition molekularer Subtypen des Mamma-
karzinoms durch Kombination der Ausprigung von ER, PR und HER2-neu

(Goldhirsch et al., 2011)
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Molekularpathologische Untersuchungen gehoren nicht zum Standardprogramm der
Diagnostik, da ihnen derzeit noch keine allgemeine Bedeutung in der Therapieplanung und
Prognostik zukommt. In besonderen Fillen, z.B. wenn eine erbliche Erkrankung vermutet
wird, stehen sie aber zur Verfiigung und konnen auch nachtriglich beauftragt werden.
Aufgrund der Dokumentationspflicht in der Medizin werden Paraffinblocke iiblicherweise
mindestens 10 Jahre aufbewahrt, so dass sich ein langes Zeitfenster fiir Folgeuntersuchungen

ergibt.

1.6  Apoptose, der "programmierte Zelltod"

Die vorliegende Studie befasst sich mit Apoptose-assoziierten Parametern als moglichen
Prognosefaktoren fiir das Mammakarzinom. Deswegen soll im Folgenden auf das biologische

Phéanomen der Apoptose genauer eingegangen werden.

Die Apoptose ist ein streng geregelter Vorgang eines programmierten, physiologischen
Zelltodes und in ihrer Form wichtig fiir die Entwicklung, Erhaltung und das Altern

vielzelliger Organismen.

Der Begriff der Apoptose wurde 1972 durch Kerr, Wyllie und Currie geprégt (griech. Apo
(weg), ptosis (Fall) = "Herabfallen der Blitter von Bédumen") und beschreibt ein
morphologisch zu beobachtendes Phidnomen, bei dem einzelne Zellen zur Schrumpfung
veranlasst werden und dabei kleine rund bis ovale zytoplasmatische Fragmente mit
basophilen nukledren Anteilen bilden. Diese Zelliiberbleibsel nennt man "Apoptotic bodies",

sie werden im weiteren Verlauf phagozytiert (Kerr et al., 1972).

Grundsitzlich wird die Apoptose als ein aktiver biochemischer Vorgang einer einzelnen Zelle

und Bestandteil des Zellstoffwechsels von dem Vorgang der Nekrose unterschieden.

- Bei der Nekrose verliert eine Zelle die Kontrolle iiber ihre Konzentrationsgradienten
durch einen pathologischen Stimulus, z.B. ein Trauma. Es kommt zum Wasser-
einbruch mit Anschwellung und Zerplatzen der Zelle durch die Schadigung der

Plasmamembran. Mit dem Austritt des Zytoplasmas und der Zellorganellen in den
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Extrazellularraum kommt es zu einer Entziindungsreaktion mit Beteiligung von
Makrophagen. In Folge der ablaufenden Reaktion werden die Zell- und DNA-
Fragmente unspezifisch verdaut.

- Dahingegend lduft die Apoptose lokal begrenzt ab, ohne eine Schiadigung des
Nachbargewebes. Sie ist durch klare morphologische Kriterien gekennzeichnet:
Chromatin-Kondensation, DNA-Fragmentierung, bei der die DNA durch Endo-
nukleasen in definierte Stiicke (der sog. "DNA-Leiter", s. unten) geschnitten wird und
dem sog. "Membranblebbing" durch Umstrukturierung des Cytoskelettes und
Zellschrumpfung (Ellis et al., 1991).

Durch die Membranverinderungen werden apoptotische Zellen umgehend erkannt und
phagozytiert, sodass es zu keiner moglichen Freisetzung von zelluldren Bestandteilen
und somit auch nicht zu einer Entziindungsreaktion kommen kann (Martin et al.,

1995).

Neben der visuellen Moglichkeit, Apoptose lichtmikroskopisch nachweisen zu konnen, indem
man morphologischen Merkmale apoptotischer Zellen wie die Zellschrumpfung, "membrane
blebbing", "apoptotic bodies" und Nukleus-Fragmentierung darstellt, bestehen weitere gut

etablierte Standardverfahren.

Mittels DNA-Elektrophorese kann gut zwischen apoptotischer und nekrotischer DNA-
Spaltung unterschieden werden. Im spéteren Verlauf der Apoptose wird die DNA spezifisch
durch Ca?*/ Mg**-abhingige Endonukleasen enzymatisch fragmentiert. Hierbei entstehen sehr
groe DNA-Fragmente, deren Grofle spiter ca. 180-200 bp und deren Vielfaches betragt.
Diese MolekiilgroBen werden in Agarosegel aufgetrennt, wobei das Muster einer "Leiter"
entsteht (Wyllie, 1980). Das Vorhandensein einer derartigen DNA-Leiter stellt somit einen
Hinweis auf apoptotischen Zelltod dar, in nekrotischen Zellen wird dagegen an zufilligen

Stellen geschnitten.

Weiterhin gibt es eine Reihe von immunhistochemischen Nachweistests, die relativ
spezifische, an der Apoptose beteiligte Proteine, wie pS3, Bax, bcl-2, BAG-1 oder Caspasen,
darstellen. Ferner konnen DNA-Fragmente auch mithilfe der Durchflusszytometrie und am

Fluoreszensmikroskop dargestellt werden.
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Bei der TUNEL-Firbung (transferase-mediated dUTP biotin nick end-labeling), die ebenfalls
auf der kontrollierten Zerlegung der DNA basiert, wird ein mit Fluoreszein-markiertes dUDP
mithilfe einer Transferase an DNA-Bruchstiicke apoptotischer Zellen gekoppelt (Gavrieli et
al., 1992). Entsprechende Antikorper konnen an das Fluoreszein binden, wobei die

fragmentierten Bruchstiicke farblich dargestellt werden kdnnen.

Der Ablauf einer Apoptose von der Zellschrumpfung bis zur Bildung der apoptotic bodies
kann unterschiedlich schnell ablaufen und dauert beispielsweise bei Lymphozyten 1-3
Stunden, bei Keratozyten hingegen 48-72 Stunden (Haake und Polakowska, 1993;
Polakowska et al., 1994). Innerhalb kurzer Zeit (1-2 Std.) erkennen dann Phagozyten
apoptotische Zellen im Organismus und phagozytieren diese (Savill, 1997).

Apoptose kann durch verschiedene duflere und innere Faktoren ausgelost werden. Externe
Signale konnen unter anderem Rontgenstrahlen, Gammastrahlen, ultraviolette Strahlung,
Oxidation, Hitzeschock, veridnderte pH-Werte, verdnderte ATP-Level und Glucose-Level, der
Entzug von Wachstumsfaktoren, Glucocorticoide und Zytostatika sein, die direkt im Zyto-
plasma wirken. Interne Signale, die durch membranstindige Rezeptoren vermittelt werden,
wie der Fas-Ligand (auch CD95L genannt), TNF bei T-Zellen oder IgM bei B-Zellen wirken
ebenfalls Apoptose-induzierend (Green and Scott, 1994). Der Verlust der Zelladhision an die
extrazellulidre Matrix (Anoikis) kann ebenfalls zur Apoptose fithren (Frisch and Francis, 1994;
Meredith et al., 1993).

Eine bedeutende Rolle zur Identifizierung wichtiger am Zelltod beteiligter Molekiile kommt
der Forschung an der Nematode Caenorhabditis elegans zu (Gumienny et al., 1999; Horvitz,
1999; Yuan, 1995). Wihrend der Entwicklung des Fadenwurmes zum adulten Tier werden
von ca. 1090 somatischen Zellen, die wihrend der Entwicklung eines Hermaphroditen
gebildet werden, genau 131 Zellen eliminiert (Ellis and Horvitz, 1986). Genetische
Untersuchungen fiihrten zur Isolierung von drei Genen, ced-3, ced-4 und ced-9, wobei "ced"
fiir "cell death defective" steht. Die Aktivitit der Gene ced-3 und ced-4 fiihrt zum Untergang
besagter 131 somatischer Zellen (Yuan and Horvitz, 1990). Ced-9 dagegen ist ced-3 und ced-
4 tibergeordnet und verhindert bei eigener Aktivierung die Aktivierung der beiden anderen
und somit die Apoptose (Chinnaiyan et al., 1997). Eine Uberexpression der Zelltodaktivatoren
ced-3 und ced-4 durch den Wegfall von ced-9 fiihrt dagegen ebenfalls zu ausgedehnten
Gewebsuntergidngen (Hengartner et al., 1992).

21



Ausloser der zur Apoptose fithrenden zelluliren Veridnderungen stellen proteolytische
Enzyme, die sog. Caspasen, dar (Cystein-Aspartyl-Proteasen) (Hengartner, 2000). Beim
Menschen wurden bisher 12 verschiedene Caspasen beschrieben. Man unterscheidet bis zu 3
Gruppen von Caspasen: die Apoptose-auslosenden Initatorcaspasen, Effektorcaspasen sowie
die proinflammatorischen Caspasen.

Die Caspasen werden auf einem intrinsischem oder einem extrinsischen Weg aktiviert.
Extrinsisch kommt es zur Apoptoseeinleitung iiber extrazelluldre Signale (z.B. TNF oder Fas-
Ligand), die rezeptorvermittelt werden. Nach Bildung einer sog. Todesdoméne setzt sich eine
Kaskade in Gang, an deren Ende die Aktivierung der Effektorcaspasen steht und somit die
Apoptose ausgelost wird. Intrinsisch dagegen spielen die Mitochondrien der Zellen eine
wichtige Rolle. Durch &dulere Einfliisse, wie DNA-Schidigung, Stress oder virale Infekte

kommt es zu einer zunehmenden Permeabilitit der duBBeren Mitochondrienmembran.

1993 entdeckten Horvitz und seine Mitarbeiterin Yuan die Ahnlichkeit von ced-3 zum
humanen Analog des Cysteinprotease interleukin-1-beta converting enzyme (ICE oder auch

Caspase-1) (Yuan et al., 1993; Yuan and Horvitz, 2004).

Als die humane Version von ced-9 ist das bcl-2 Gen (B-cell lymphoma-2-Gen) anzusehen
(Chinnaiyan et al., 1997; Hengartner and Horvitz, 1994). Dessen Produkt, ein Protein,
verhindert die Freisetzung von Cytochrom c in der Membran von Mitochondrien, indem es an
die proaptotischen bcl-2-Proteine Bax (Bcl-2 associated X protein) und Bak (Bcl-2
homologous antagonist killer) bindet. Bax und Bak liegen als Heterodimer vor und bilden in
threr aktiven Form eine Pore in der &duBleren Mitochondrienmembran, durch die
proapoptotische Molekiile wie z.B. Cytochrom ¢ das Mitochondrium verlassen konnen. Das
antiapoptotische Bcl-2 vermag an Bax/Bak zu binden und diese an der Porenbildung zu

hindern (Oltval et al., 1993).

Neben dem bcl-2 Gen hat auch das p53-Gen Apoptose-induzierenden Einfluss. Dem Gen
kommt die Funktion eines "Wichters des Genoms" zu (Lane, 1992). Kommt es zu DNA-
Schéden, z.B. durch ionisierende Strahlen, einem Doppelstrangbruch oder dhnlichem, bewirkt
die Funktion des p53-Suppressorgens eine DNA-Reparatur sowie den Stopp des Zellzyklus
(Hooper, 1994). Bei zu starker Anhdufung von p53 aktiviert es die Gene der bcl-2-Gruppe,
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vor allem Bax. Es kommt zur Apoptose. Eine Mutation des p53-Genes ldsst sich in ungefihr
55% aller Krebsarten nachweisen, somit gehort es zu den hiufigsten genetischen

Verdnderungen in Tumorzellen (Greenblatt et al., 1994; Hollstein et al., 1991).

Apoptose tritt schon in der Embryonalentwicklung auf. So bilden sich die Finger und Zehen
eines embryonalen Sdugetieres erst durch die interdigitale Apoptose (Alberts et al., 2013;

Jacobson et al., 1997; Zuzarte-Luis and Hurle, 2004).

Beim Heranreifen des Zentralnervensystems spielt die Apoptose ebenfalls eine wichtige
Rolle. Fast iiber die Hilfte der neugebildeten Neuronen wird bei normalem Hirnwachstum
apoptotisch eliminiert (Barres et al., 1992; Burek and Oppenheim, 1996; Krueger et al.,
1995). Dies dient der Verbesserung der neuronalen Verschaltung. Durch den apoptotischen
Zelltod werden die Anzahl der Nervenzellen an die Zahl der zu innervierenden Neurone bzw.
Zielgewebe angepasst und fehlerhafte Verbindungen eliminiert (Burek and Oppenheim, 1996;
Waters, 1996).

Bei der Differenzierung des Immunsystems dient die Apoptose dem Aussortieren nicht-
funktioneller, ggfls. autoreaktiver B- und T-Lymphozyten (Melchers et al., 1995). Wihrend
ihrer Reifung zu T- und B-Zellen durchlaufen lymphoide Stammzellen im Thymus und im
Knochenmark verschiedene Kontrollpunkte. Durch "positive Selektion" werden unreife T-
Zellen, die nicht in der Lage sind, einen funktionelle Antigenrezeptor zu bilden, durch
Apoptose eliminiert (von Boehmer, 1994). In einer zweiten Selektionsrunde werden
Autoantigene den Lymphozyten prisentiert. Reagiert eine Zelle auf das Antigen und wire
somit potenziell autoreaktiv, wird diese durch "negative Selektion" aussortiert (Palmer, 2003).
B-Zellen mit einem nichtfunktionellem B-Zellrezeptor werden im Knochenmark ebenfalls

durch Apoptose eliminiert (Osmond, 1993).

Eine weitere Aufgabe kommt der Apoptose beim Erhalt des zelluldren Gleichgewichts
zwischen alten und neuen Zellen im adulten Korper zu, der sog. Homoostase. Die Apoptose
stellt somit die Gegenkraft zur Proliferation dar (Wagener and Miiller, 2009). Dabei
unterscheidet man zwischen der stetigen Erneuerung von Geweben mit langsamer
Proliferation wie in Gehirn, Herz, Leber, Schweifldriisen, Skelettmuskeln und in schnell

proliferierenden Geweben. Aufgrund ihrer relativ kurzen Lebensdauer miissen z.B. Zellen der
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Haut (Lebensdauer von ca. 20 Tagen), Gewebe des Gastrointestinaltraktes (Zotten der
Darmwand erneuern sich alle 3-5 Tage), Leukozyten (10 Tage) etc. hiufig erneuert werden.
Apoptose ist auch wihrend des weiblichen Zyklus in der Gebarmutterschleimhaut oder in den
Brustdriisen zu finden, in deren Epithelanteil stindig Umbau stattfindet (Ferguson and

Anderson, 1981).

Fehlregulationen im Ablauf der Apoptose konnen zu Krankheiten fiithren. So lédsst sich bei
neurodegenerativen Erkrankungen wie z.B. amyotropher Lateralsklerose, Morbus Alzheimer,
Morbus Parkinson oder multipler Sklerose eine iibermifBige, pathologisch gesteigerte
Apoptose beobachten (Rassow et al., 2012). Auch Erkrankungen, die sich zunichst durch
Nekrose manifestieren wie z.B. ein Herzinfarkt oder ein Schlaganfall, schidigen im weiteren
Verlauf durch gesteigerte Apoptose das entsprechende Organ. Durch toxische, ischidmische
oder entziindliche Vorginge kann es zum apoptotischen Untergang potenziell lebens-
notwendiger Zellen kommen, so z. B. bei den B-Zellen der Pankreasinseln mit dem
ausgebildeten Krankheitsbild des Diabetes Typ 1 oder dem vermehrten Abbau von CD4-
Zellen durch das HI-Virus (Ameisen et al., 1994; Ashwell et al., 1994; Jeremias et al., 2001;
Krijnen et al., 2009; Thompson, 1995). Verminderte Apoptose dagegen fithrt zu einem
Uberschuss an Zellen. Es entsteht zusitzliches Gewebe, fehlerhafte oder transformierte Zellen

iiberleben, und die Entstehung von Tumoren wird begiinstigt.

Der natiirliche Schutzmechanismus der Zelle wird bei maligner Tumorbildung auBler Kraft
gesetzt, indem wihrend des Transformationsprozesses die Tumorzelle eine Apoptoseresistenz
erhdlt und als entartete Zelle nicht mehr apoptotisch wird. Zusitzlich besteht eine
ungebremste Zellteilung, und sie besitzen die Fidhigkeit zur Metastasierung sowie sich mit
Blutgefaen zu versorgen (Hanahan and Weinberg, 2011). Tumorzellen haben verschiedene
Schutzmechanismen gegen apoptotische Stimuli entwickelt (Thompson, 1995). Eine Wieder-
herstellung der Apoptosebereitschaft konnte deshalb auch zur Therapie von Tumoren genutzt
werden (Stamatiadis-Smidt et al., 2006). So findet man bei Radio-, Chemo- und
Immuntherapie eine Hemmung des Tumorwachstums durch teilweise Induktion der
Apoptosefahigkeit (Hickman, 1992). Eine zentrale Bedeutung nehmen hier wieder die als
Todesrezeptor bezeichneten Rezeptoren CD95 und TRAIL ein. TRAIL (Tumor Necrosis
Factor Related Apoptosis Inducing Ligand) spielt im Immunsystem eine Rolle, indem es

Zielzellen inaktiviert und Apoptose auslost, aber bei nicht-tumordsen Zellen nur wenig
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Zellschidigung verursacht (Chinnaiyan et al., 2000). Problematisch wird es bei Storungen der
CD95- oder TRAIL-assoziierten Apoptose, da sie an der Zytostatika-induzierten Apoptose
beteiligt sind. Manche Zytostatika fiihren iiber eine Hochregulierung der Todesrezeptoren
zum Untergang der Tumorzellen. In diesem Fall tragen Stérungen der Todesrezeptor-

vermittelten Apoptose auch zur Resistenz gegeniiber einer Chemotherapie bei.

Wie man sieht, hat die Apoptose einen starken FEinfluss auf Tumorentstehung und
Tumorwachstum. Dabei ist ein hoher Apoptoseindex oft in Tumoren mit hoher Mitoserate
vorhanden, was mit einer schlechteren Prognose auf das Rezidivintervall und das
Gesamtiiberleben verbunden ist. So fand man héhere Apoptoseraten bei Ovarialkarzinomen
(Kalogeraki et al., 2011), Non-Hodgkin-Lymphomen (Leoncini et al., 1993), Karzinomen der
Prostata (Aihara et al., 1994), der Harnblase (Lipponen and Aaltomaa, 1994) oder des Larynx
(Teppo et al., 2003) in Verbindung mit einer schlechteren Prognose. Studien an anderen
Geweben wie dem Osophaguskarzinom und dem Astrozytom ergaben jedoch wiederum eine
verbesserte Prognose beziiglich des Uberlebens bei hohen Apoptoseindizes (Kuriyama et al.,
2002; Shibakita et al., 2000). So kann bei einer erhohten Apoptoserate das Tumorwachstum
beschrinkt sein und moglicherweise dadurch prognostisch giinstig wirken, dass sie die

Proliferationsrate iibersteigt.

Fiir das Mammakarzinom lassen sich in der Literatur widerspriichliche Ergebnisse beziiglich
des Einflusses der Apoptoserate auf die Prognose finden. Histopathologische Untersuchungen
zeigten, dass eine Reduzierung der Apoptoserate eine Karzinomentstehung in der Mamma
begiinstigt (Allan et al., 1992). Tanaka et al. untersuchten in einer Studie mit 167 Patientinnen
mit invasivem Mammakarzinom die Beziehung von Survivin, einem Apoptose hemmendem
Protein, auf die bcl-2 Expression und die Apoptoserate beim Mammakarzinom und schluss-
folgerten, dass niedrige Apoptoseindizes auf eine schlechtere Uberlebensrate deuten als bei
hohe Apoptoseraten (Tanaka et al., 2000). Zu einem dhnlichen Ergebnis kam eine Studie, die
den Caspasen-Inhibitor XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis) untersuchte. Wie Survivin
gehort auch XIAP ebenfalls zu der Familie der IAPS (inhibitor of apoptosis proteins). Durch
Bindung an die Caspasen 3,7 und 9 wirkt es antiapoptotisch. Eine Uberexpression von XIAP
und Survivin, sowie eine Dysbalance zu dem XIAP-Antagonisten Smac (mitochondria-
derivated activator of caspase) reduziert die Sensitivitit zu Chemotherapeutika und korreliert

signifikant mit Kanzerogenese, Progression und der Uberlebensprognose (Zhang et al., 2011).

25



Autoren anderer Studien untersuchten weitere Proteine von apoptotisch wirkenden Promoter-
und Suppressorgenen, die ebenfalls prognostische Signifikanz aufwiesen. Eine direkte
Korrelation zwischen Apoptoserate und Gesamtiiberleben konnte aber in keiner dieser
Studien nachgewiesen werden (Schondorf et al., 2004; Sirvent et al., 2004).

Aus anderen Studien wiederum wurde abgeleitet, dass ein hoher Apoptosewert ein Indikator
fiir Invasivitdt und Proliferation ist (Berardo et al., 1998; Lipponen et al., 1994; Lipponen,
1999) und zu einer schlechteren Prognose fiihrt (Gonzélez-Cdmpora et al., 2000; Parton et al.,
2001). Bei Zhang et al. bestand ein signifikanter Zusammenhang zwischen der TumorgroBe,

dem Lymphknotenbefall und einem erhohtem Apoptoseindex (Zhang et al., 1997).

1.7  Ziel der Untersuchung

Aus dem bisher Dargestellten erschlieBt sich, dass man weiterhin nach moglichen
prognostischen Faktoren sucht, die die derzeitigen Standards der klinischen Parameter
sinnvoll ergédnzen, gerade in Bezug auf die Stadieneinteilung und das Tumorgrading. Fiir die
Wahl einer geeigneten Therapie und fiir das Erreichen einer guten Beeinflussung bzw.
Heilung einer Krebserkrankung ist nicht nur eine frithzeitige Diagnose, sondern auch
bestmogliches Wissen dariiber, wie sich eine Tumorart verhilt, von Bedeutung. Ziel ist es, zu
der derzeit bestehenden Routinediagnostik besser aussagekriftige und immer weniger
aufwendige Parameter mit hinzuzuziehen, um noch genauere Prognosen bzw. individuellere

und bessere Therapien der jeweiligen Erkrankung zu ermdglichen.

Gegenstand dieser retrospektiven Arbeit war es, den Einfluss der Apoptose als prognostischen
Parameter beim Mammakarzinom mit Hilfe der TUNEL-Methode nach bildanalytischer
Quantifizierung zu bestimmen und anschlieBend mit anderen, bisher gidngigen Einflussgroen
in einer Multiparameter-Analyse zu vergleichen. Dazu stand ein gut definiertes Patienten-

kollektiv mit bekanntem Follow-Up zur Verfiigung.

1.8 Ethikvotum

Zu der Studie wurde ein Ethikvotum von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultit

der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf eingeholt (Studiennummer 4217 vom 8.4.2013).
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2 Material und Methoden

2.1 Material

In dieser retrospektiven Studie wurde an einem Kollektiv von 113 konsekutiven Fillen von
Mammakarzinomen mit einem Beobachtungszeitraum von > 10 Jahren untersucht. Bei allen
Patientinnen wurde ein priméres, unilaterales, invasiv-duktales oder invasiv-lobulires
Karzinom ohne vorige maligne Erkrankung diagnostiziert. Alle Patientinnen wurden nach den
damaligen {iblichen, stadienorientierten operativen und adjuvanten Therapiekonzepten
behandelt. So konnte in den meisten Fillen die betroffene Brust brusterhaltend operiert
werden, bei einigen Fillen musste jedoch auch eine Mastektomie durchgefiihrt werden.
Zeitgleich wurde die seinerzeit iibliche Axilladissektion des Level I immer durchgefiihrt.
AnschlieBend wurden je nach Stadium eine adjuvante Chemotherapie, Radiatio und

Antihormontherapie bzw. Kombination dieser Therapieansitze angeschlossen.

Die primire Befunderhebung fand am Institut fiir Pathologie der RWTH Aachen statt. Sie
umfasste die Bestimmung des Tumorstadiums gemill der TNM-Klassifikation, des modi-
fizierten Gradings und des Hormonrezeptorstatus auf biochemischem und auf immunhisto-
chemischem Weg. Letztere Bestimmungsmethode ist allerdings nicht Gegenstand der hier

vorgelegten Arbeit, da sie in einem eigenen Promotionsprojekt bearbeitet worden ist.

2.2 Methoden

2.2.1 Bestimmung des Tumorstadiums

Die Stadieneinteilung der Tumoren nach GroBe des Primértumors, Lymphknotenstatus und
eventueller Fernmetastasierung erfolgte nach den TNM-KTriterien der 5. Ausgabe der UICC-
Klassifikation (Union Internationale Contre le Cancer (UICC), 1997). Dabei steht "T" fiir die
Grole des Primirtumors (T1-T4), "N" fiir das Ausmall einer eventuellen
Lymphknotenmetastasierung (NO-N3) und "M" fiir die Beurteilung von Fernmetastasen in

z.B. Knochen, Leber, Lunge und Gehirn. Das Prifix "p" wird vorangestellt, wenn die Angabe

auf einer histopathologischen Untersuchung basiert.
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Im Folgenden werden die in der Studie verwendeten Kategorien fiir die Stadienparameter
wiedergegeben. Gegeniiber der 7. Auflage der TNM-Klassifikation (Wittekind and Meyer,
2010), die zur Zeit der Re-Evaluation der Fille galt, wurden dabei einzelne Vereinfachungen
vorgenommen, um nicht zu viele und zu schlecht besetzte Patientengruppen zu erhalten

(Tabellen 2.1 - 2.3)

Zunichst soll die Einteilung der TumorgroBe (pT) tabellarisch dargestellt werden (Tabelle
2.1).

pT nach TNM Definition Kategorle.ln der
Studie
pTO kein Tumor nachweisbar ---
pTis Carcinoma in situ, kein invasiver Tumor ---
pT1 Tumorgréfle <2 cm pT1
pT1mi Mikroinvasion bis 0,1cm Grof3e -
pT1la TumorgréBe 0,1 cm - 0,5 cm -
pT1b TumorgréBe 0,5 cm - 1 cm pT1
pTlc Tumorgréfe 1 cm - 2 cm pT1
pT2 Tumorgrée 2 cm - 5 cm pT2
pT3 Tumorgroie > 5 cm pT3
Tumor jeder GroBBe mit Ausdehnung auf
pT4 Brustwand oder Haut pT4
pT4a Ausdehnung auf die Brustwand ---
Odem oder Ulzeration der Brust-
pT4b haut oder Satellitenknotchen der pT4
Haut der gleichen Brust
pT4c ZKur;;e;g;r; r\llon pT4a und pT4b pT4
Entziindliches (inflammatorisches)
pT4d Karzinom pT4

Tab. 2.1: Stadieneinteilung gemidl der 7. Auflage der TNM-Klassifikation fiir die
postoperative TumorgroBe pT; bei der Auswertung der Fille wurde die in der rechten Spalte
dargestellte vereinfachte Kategorisierung herangezogen. --- = Kategorie unbesetzt.
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Auf die Wiedergabe der ausfiihrlichen Version der pN-Klassifikation, die neben pNx
("Regiondre Lymphknoten konnen nicht beurteilt werden") und pNO ("Keine regionédren
Lymphknotenmetastasen") im Falle von Lymphknotenmetastasen die kompliziert und sehr
diversifiziert definierten Kategorien pN1 (mit den Sub-Kategorien pN1mi, pNla, pN1b und
pNlc), pN2 (mit den Subkategorien pN2a und pN2b) sowie pN3 (mit den Subkategorien
pN3a, pN3b und pN3c) kennt, wird hier verzichtet. Grund dafiir ist, dass nur in 54 Fillen
tiberhaupt Lymphknotenmetastasen vorlagen, davon die meisten in einer der Kategorien von
pN1. Entsprechend wiren viele sehr kleine und damit schlecht auswertbare Gruppen
entstanden. Wir haben uns daraufthin auf eine stark vereinfachte Auswertung beschrinkt, die
in der Zusammenschau ausschlieBlich mit den Hauptkategorien von pN wiedergegeben

werden soll (Tabelle 2.2).

pN nach TNM Definition Kategorle. in der
Studie

pNx keine Lymphknoten nachweisbar ---

pNO keine Lymphknotenmetastasen pNO
Mikroskopische Metastasierung nachgewiesen

pN1 durch Untersuchung des Schildwéchterlymph- ---
knotens, aber nicht klinisch erkennbar
Metastasen in 1-3 ipsilateralen axilliren Lymph-

pN1 knoten und / oder 1ps1laFer'alen Lymphkn'oten pN1
entlang der A. mammaria interna, aber nicht
klinisch erkennbar
Metastasen in 4-9 ipsilateralen axilliren Lymph-

pN2 knoten oder in klinisch (‘3rk'ennbaren Lymph{moten pN1
entlang der A. mammaria interna ohne axilldre
Lymphknotenmetastasen

pN3 Alle iibrigen Konstellationen regionédrer Lymph-
knotenmetastasen

Tab. 2.2: Stadieneinteilung gemdll der 7. Auflage der TNM-Klassifikation fiir den post-
operativen Lymphknotenstatus pN; bei der Auswertung der Fille wurde die in der rechten
Spalte dargestellte vereinfachte Kategorisierung herangezogen. --- = Kategorie unbesetzt.

Die Kategorisierung der Fernmetastasen folgt beim Mammakarzinom lediglich dem
Vorhandensein oder Nicht-Vorhandensein von Metastasen, die nicht zu den regiondren

Lymphknoten gehoren (Tabelle 2.3).
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M nach TNM Definition Kategorie in der
Studie
Mo keine Fernmetastasen nachgewiesen Mo
M1 Fernmetastasen nachgewiesen M1

Tab. 2.3: Stadieneinteilung gemill der 7. Auflage der TNM-Klassifikation fiir die Fern-
metastasierung M, die unverindert in der Studie tibernommen wurde.

AuBerdem kann man die jeweilige TNM-Formel eines Tumors (z.B. pT2, pN1, M0) auch

einem zusammenfassenden Stadium nach der UICC zuordnen (Tab. 2.4).

Stadlijlilgél ach TNM-Konstellationen KategS(;:'li(;:iin der

0 pTO, pNO, MO und pTis, pNO, MO -

I pT1, pNO, MO I
IIa pT1, pN1, MO und pT2, pNO, MO II
IIb pT2, pN1, MO und pT3, pNO, MO 1I
IIIa pT1-pT3, pN2, MO und pT3, pN1, MO 111
I1Ib pT4, pN1/pN2, MO I
IlIc pN3, MO (unabhingig von pT) I1I

IV M1 (unabhéngig von pT und pN) IV

Tab. 2.4: Stadieneinteilung gemél der 7. Auflage der TNM-Klassifikation fiir das Gesamt-
stadium nach UICC; bei der Auswertung der Fille wurde die in der rechten Spalte dargestellte
vereinfachte Kategorisierung herangezogen. --- = Kategorie unbesetzt.

2.2.2 Bestimmung der Tumorgradierung

Die Tumorgradierung wurde nach dem 1957 entwickelten System von Bloom und Richardson in der
modifizierten Form nach Elston und Ellis (Bloom and Richardson, 1957; Elston and Ellis, 1991)
durchgefiihrt. Hierzu werden drei Kriterien semiquantitativ in einem System von ein bis drei Punkten

einzeln bewertet, und zwar die histologische Wachstumsform (Tubulusbildung oder "tubuldre
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Differenzierung"), die zytologischen Veridnderungen (Kernpleomorphie) und die Zellteilungsaktivitit
(Mitoserate). Wihrend im urspriinglichen Grading ausschlieBlich rein subjektiv geschitzt wurde,
ergibt sich durch die Modifikation von Elston und Ellis eine gewisse Skalierung der Schitzungen fiir

Tubulusbildung und Mitoserate (Tab. 2.5 - 2.7).

Beurteilung Tubuliire
der Grading- . . Kernpolymorphie Mitoserate
Differenzierung
Komponenten
1 > 75% gering 0-6
2 10% - 75% mifig 7-11
3 <10% stark ab 12

Tab. 2.5: Komponenten und Bewertungskriterien des dreigliedrigen modifizierten Gradings
fir Mammakarzinome. Die Prozentangaben bei der tubuldren Differenzierung beziehen sich
auf lumenbildende Wachstumsformen des Tumors. Die Mitoserate beriicksichtigt 10 aus-
gezihlte Gesichtsfelder mit 400x-facher Endvergrof3erung bei einem Gesichtsfelddurchmesser
von 0,45 mm (Sehfeldzahl 18) und einer Gesamtfldche von 1,59 mm?2. Fiir Mikroskope mit
groeren oder kleineren Gesichtsfeldern miissen die beiden Grenzwerte entsprechend
angepasst werden (Biesterfeld, 1997).

Fiir das Grading werden die pro Tumor ermittelten Werte der Grading-Komponenten addiert und die

Tumoren als gut (G1), méBig (G2) oder gering differenziert (G3) eingestuft (Tab. 2.6).

Grading Summe der Werte der Interpretation
Grading-Komponenten
G1 3bis 5 gut differenziert
G2 6 und 7 miBig differenziert
G3 8und 9 gering differenziert

Tab. 2.6: Modifiziertes Grading des Mammakarzinoms nach Elston und Ellis (Elston and
Ellis, 1991). Zu den Gradingkomponenten siehe oben bzw. Tab. 2.5.

Streng genommen ist das Grading in allen seinen Komponenten sinnvollerweise nur bei
invasiv-duktalen Karzinomen anwendbar, da insbesondere aufgrund ihrer abweichenden
Wachstumsform das Kriterium "tubuldre Differenzierung" bei invasiv-lobuldren Karzinomen

keine Anwendung finden kann. Deswegen fehlen in unserer Studie bei den Grading-
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komponenten einige Angaben. Das Gesamtgrading wurde fiir diese Tumoren aus
histomorphologischen Gesichtspunkten heraus im Facharztkonsens mehrerer Untersucher
erstellt.

2.2.3 Bestimmung des Hormonrezeptorstatus

Biochemische Analyse

Die Durchfithrung der biochemischen Analyse erfolgte im Rahmen der priméren Kranken-
versorgung im Rezeptorlabor der Frauenklinik der RWTH Aachen an unfixiertem
Tumormaterial, das unter Einhaltung einer sogenannten Kiihlkette, d.h. transportiert auf FEis,
vom Operationssaal iiber die Pathologie dorthin gebracht worden war. Angewandt wurde ein
an die speziellen Laborbedingungen adaptierter Dextran-Coated Charcoal Assay (DCC) aus
einem Tumorhomogenisat. Dabei wird im Zytosol die Konzentration freier Rezeptoren fiir 3H-
markiertes 17 B-Ostradiol fiir den Ostrogenrezeptor bzw. fiir 3H-markiertes R5020 fiir den
Progesteronrezeptor bestimmt (Etzrodt et al., 1983). Als Grenzwert fiir ein positives Ergebnis
wurde 10 fmol/mg Protein fiir den Ostrogenrezeptor und 20 fmol/mg Protein fiir den
Progesteronrezeptor festgelegt, was einer international iiblichen Grenzziehung vieler

vergleichbarer Studien entspricht.

Immunhistochemische Analysen

Eine immunhistochemische Bestimmung des Ostrogen- und Progesteronrezeptors wurde im
Rahmen dieser Studie ebenfalls vorgenommen, blieb aber Teil eines eigenen Projektes und
stand deswegen fiir die hier vorgelegte Arbeit nicht zur Verfiigung. Gleiches gilt fiir die
HER?2/-neu-Bestimmung und die Bestimmung der Ki-67-Proliferationsrate. Daher soll hier

auch auf technische Details nicht eingegangen werden.
2.2.4 Bestimmung der Apoptoserate im Tumorgewebe
Die Untersuchungen zur Bestimmung der Apoptoserate wurden in einer Kooperation

zwischen den Instituten fiir Pathologie der Universitit Mainz und der RWTH Aachen

vorgenommen und standen fiir diese Arbeit als nicht ausgewertete Rohdaten zur Verfiigung.
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Priparatevorbereitung

Vor Herstellung der Schnittprdaparate von den 113 zu untersuchenden Féllen wurden die aus
der Primirdiagnostik vorliegenden HE-Schnitte noch einmal daraufhin durchgesehen, an
welchem Tumorabschnitt vitale und besonders reprédsentative, moglichst zelldichte
Tumorareale vorlagen. Auf diese Weise konnte der am besten geeignete Paraffinblock
ausgewdhlt werden. Von diesem wurden ca. 3 um dicke Paraffinschnitte mithilfe eines

Schlittenmikrotoms genommen und auf einen Objekttriger aufgezogen.

Vorbereiten der Schnitte zur Apoptosedarstellung

Um die von Apoptose betroffenen Zellen darstellen zu konnen, mussten die Schnitte zuerst
entparaffiniert werden. Dazu verbrachten sie ca. 12-16 h im Wéarmeschrank und wurden
danach fiir 10 min mit Xylol behandelt. Darauf folgte eine Behandlung der Prédparate mit

einer absteigenden Alkoholreihe zur Rehydrierung:

- 5 min in absolutem Alkohol

- 15 min. in einem Methanol- und H>O»- Gemisch (Verhiltnis 29:1)

- 5 min in 96 % igen Alkohol

- 5 minin 70 %igen Alkohol

- 5 min in Aqua bidest.

- 2 x 5 min in PBS- Puffer (Aliquot eines Ansatzes aus 51 Aqua dest. mit 40g NaCl,
5,75g NaaHPOq, 1,0 g KH2PO4 und 1,0 g KCl, jeweils von der Qualitéit "reinst - pro

analysi" von Merck)
Nun wurde jedes einzelne Prédparat mit 50 pl Proteinase K fiir 15 min inkubiert. Dabei
vermischt man zusétzlich noch 4 pl Proteinase K mit 1000 pul PBS-Puffer. Dann erfolgte

wiederum eine Spiillung mit PBS- Puffer fiir 5 min.

Darstellung der apoptotischen Zellen mithilfe der TUNEL-Methode

Nach dieser Vorbehandlung wurde die Darstellung apototischer Zellen mithilfe der TUNEL-
Methode (TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling) vorgenommen, bei der es sich formal
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um eine in situ-Hybridisierung handelt. Dabei fand das gewerblich erhiltliche ApopTag®-Kit
(In Situ Apoptosis Detection Kit - Peroxidase) der Firma Oncor Verwendung, das bereits
zuvor im Institut fiir Pathologie der RWTH Aachen erfolgreich erprobt und fiir die dort

gegebenen Laborbedingungen optimiert worden war.

Die Darstellbarkeit apoptotischer Zellen geht dabei auf die endonucleotische Zersetzung der
DNA zuriick, aus der in mehreren Arbeitsschritten viele mittelgroe DNA-Fragmente von ca.
180 bp Lénge generiert werden. Diese verfiigen iiber freie 3'-OH-DNA-Enden, an die
Digoxigenin-Nukleotide enzymatisch durch TdT (terminale Desoxynucleotidyltransferase)
angelagert werden. Dieses Enzym katalysiert die Addition von Desoxyribonucleotid-
Triphosphaten an das 3'-OH-Ende doppel- und einzelstringiger DNA. Konjugiert man diese
Nukleotide mit einem an Peroxidase gekoppelten Antidigoxigenin-AntikOrper aus
Digoxigenin-11-dUTP und dATP, so kann das entstandene Produkt mit DAB in einen

braunen Farbstoff umgesetzt werden.

Die schon entparaffinierten Schnitte wurden fiir 5-10 Minuten in 50 pl Equilibrations-Puffer
behandelt, um danach bei 37 °C in einem Brutschrank mit 50 pl / pro Schnitt einer Working
Solution aus TdT-Enzyme und einem Reaktionspuffer (2:1) zu lagern. Danach erfolgte eine
Behandlung mit Stop/Wash-Puffer, ebenfalls bei 37 °C iiber 30 min., gefolgt von einer 2 x 5
min Spiilung mit PBS-Puffer. Schlussendlich wurde das Pridparat noch einmal fiir 30 min mit

einer Antidigoxinin-Peroxidase bei Raumtemperatur inkubiert.

Zeitgleich erfolgte im Dunkeln die Herstellung des Firbesubstrates aus 30 mg
Diaminobenzidin (DAB von Sigma) und 0,3 g Trishydroxymethylaminomethan (Merck) in 50

ml aqua dest. Hierbei musste ein pH-Wert von 7,6 eingestellt werden.

Nach Abschluss der Inkubation wurden die Priparate wiederholt mit dem PBS-Puffer gespiilt.
Nun erfolgte der Auftrag der Firbelosung auf die Priparate, zusitzlich wurde H>O> (1:1000)
zur Katalyse der Reaktion hinzugefiigt. Die Reaktion des Inkubationsproduktes mit dem DAB
ergab eine bridunliche Kernfiarbung, die unter dem Lichtmikroskop sichtbar ist. Nach 60-90
Sek. wurde eine weitere Anfdrbung des Pridparates durch eine Aqua dest.-Spiilung
unterbrochen. Nun erfolgte eine gesonderte Anfirbung der Zellkerne mit Methylgriin, an die

sich eine Spiilung mit Butanol zum Auswaschen iiberschiissiger Farbstoffe anschloss. Nach
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einer weiteren 10-min Inkubation mit Xylol wurden die Schnitte mit einem Eindeckmedium

(Vitro Clud, Langenbrinck) beschichtet und mit einem Deckglas eingedeckt.

Bildanalytische Auswertung

Um die nun entstandenen Schnitte auswerten zu konnen, wurde ein TV-Bildanalysesystem
CM-2 (Hund Wetzlar) verwendet. Es setzt sich zusammen aus einem HUND H 500 LL
Mikroskop (Firma Helmut Hund GmbH, Wetzlar)- bestehend aus Kondensor, Objektiven mit
10-, 20- , 40-facher VergroBerung und 1.6facher Zwischenlinse, einer 50 Watt Halogen-
Lichtquelle, deren Weiterleitung iiber eine Glasfasereinheit erfolgt, einem automatischem
Filterrad ( Normallicht, Rotlicht mit einer Wellenldnge = 623nm + 5nm, Griinlicht mit einer
Wellenldnge =~ 500nm + 5nm), einer Graustufen CCD Videokamera Pulnix TM 765 mit
logarithmischer Antwortkurve, ferner einem handelsiiblichen PC mit Monitor, Tastatur und

Maus sowie einem Laserdrucker.

Die von der ABOS GmbH (Eching bei Miinchen) in Kooperation mit dem Institut fiir
Pathologie der RWTH Aachen entwickelte Software diente urspriinglich der Quantifizierung
von mit DAB entwickelten kernbindenden immunhistochemischen Reaktionen, z.B. im
Rahmen der immunhistochemischen Hormonrezeptoranalyse oder der Auswertung der Ki-67-
Immunhistochemie. Mit dem Programm besteht fiir den Untersucher die Moglichkeit,
Schnittpriparate zu analysieren, Bildausschnitte manuell nachzubearbeiten und aus der
spiteren Datenverteilung bestimmte Parameter zu extrahieren und graphisch darzustellen. Da
die TUNEL-Methode ebenfalls eine kernbindende Reaktion auf der Basis einer DAB-
Entwicklung darstellt, ist ihre Auswertung mit der gleichen Software ebenfalls

uneingeschrinkt moglich.

Pro Messung wurden 20 Gesichtsfelder eines Schnittes mit 20xfacher Vergroferung

2. was einer

untersucht. Dabei betrug die Einzelfliche eines Gesichtsfeldes 0,0484 mm
Gesamtfliche von 0,968 mm? und damit fast genau einem mm? entspricht. Die Schnitte
wurden dabei jeweils mdanderférmig untersucht. Fiir jedes Pridparat wurden zwischen 944
und 6966 Kerne (Mittelwert £ SD: 3109 + 982) ausgewertet. Unterschiede in der
Tumorzelldichte, dem Stromaanteil und den KerngroBen fiihrten zu den recht hohen

Schwankungen in der Messzellzahl (Variationskoeffizient: 31,6%). Pro Messung wurden die
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Zahl und die Summenfldche der positiven Messzellen sowie die Zahl und die Summenfliche
aller Messzellen aus allen 20 Gesichtsfeldern dokumentiert, ferner die Apoptoserate pro
Gesichtsfeld, berechnet als Quotient aus den positiven Messzellen und allen Messzellen in
Prozent. Entsprechend standen pro Messung vier Zahlenwerte bezogen auf alle Gesichtsfelder
und jeweils ein weiterer fiir jedes der 20 Gesichtsfelder, insgesamt also 24 Daten, zur

Verfiigung.

Aus diesen wurden folgende Zellzahl-bezogene Apoptose-Parameter zur spiteren klinischen

und methodischen Auswertung extrahiert (Tab. 2.7):

Parameter Definition

APOmin Niedrigste der in den 20 Gesichtsfeldern erhobenen Apoptoseraten (in %)
APOmax Hochste der in den 20 Gesichtsfeldern erhobenen Apoptoseraten (in %)
APOumean Quotient (in %) der als positiv angenommenen Messzellkerne in allen

untersuchten 20 Gesichtsfeldern, bezogen auf die gesamte Messzellzahl

APOmea Median der 20 einzeln pro Gesichtsfeld erhobenen Apoptoseraten (in %)

APOumodal Modalwert der 20 einzeln pro Gesichtsfeld erhobenen Apoptoseraten (in
%)

APOrent Mittelwert der Zahl der in den 20 Gesichtsfeldern untersuchten positiven

bzw. negativen Messzellen

APOtarea Mittelwert der Kernfldche der in den 20 Gesichtsfeldern untersuchten
positiven bzw. negativen Messzellen (in pm?)

Tab. 2.7: Definition der verwendeten Apoptoseparameter. "Apoptoserate" bezeichnet dabei
den Quotienten aus der Zahl positiver Zellen und aller Zellen (in %) eines Gesichtsfeldes

Bei den Apoptose-bezogenen Parametern stellte sich auBerdem die Frage nach dem
Auswertemodus. Wihrend fiir die TNM-Klassifikation und das Tumorgrading sowie fiir
deren beider Einzelparameter feste Gruppendefinitionen vorlagen und fiir den biochemischen
Hormonrezeptorstatus sich Grenzwerte in gewisser Weise "eingependelt" haben (siehe Kap.

2.2.3), sind fiir die Apoptose-bezogenen Parametern keine solchen Grenzwerte bekannt.
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Sinnvoll erschien, moglichst neutrale Grenzen zu wéhlen, also nicht solange die Grenzwerte
zu verdndern, bis ein moglichst optimales Ergebnis in den p-Werten des Wilcoxon-Breslow-
Tests erreicht war, sondern nach bestimmten Vorgaben auszuwerten. Da eine Auswertung in
drei Gruppen vorgesehen war, kamen eine 1:1:1- oder eine 1:2:1-Quantilisierung in Betracht,
durch die die Patientenfille den drei Gruppen Q1, Q2 und Q3 im Verhiltnis 38:37:38 oder
28:57:28 zugeordnet wiirden?. Unter der Annahme, dass bei vielen Datenverteilungen
klinisch-prognostischer Parameter mehr Fille in den mittleren Kategorien angesiedelt sind als
am Rand, wurde hier das 1:2:1-Modell gewihlt. Die entsprechenden Grenzwerte sind im

Ergebnisteil in Kapitel 3.1.5 in Tabelle 3.11 wiedergegeben.

2.2.5 Statistische Auswertung

Die biometrische Auswertung erfolgte eigenstindig bzw. unter Anleitung am Schwerpunkt
Cytopathologie der Heinrich-Heine- Universitét Diisseldorf, teilweise in Kooperation mit dem
Institut fiir Medizinische Biometrie, Epidemiologie und Informatik (IMBEI) der Johannes-
Gutenberg-Universitidt Mainz, und zwar mit dem biometrischen Programmpaket BMDP. Die
verwendeten Unterprogramme (1D, 1L, 2D, 2L, 4M) sind im folgenden Abschnitt in

Klammern den jeweiligen Auswerteschritten hinzugefiigt (z.B. "1D").

An biometrischen Grunddaten standen alle Parameter der deskriptiven Statistik, d. h. Modal-
wert, Median, Mittelwert, Minimal- und Maximalwert, Varianz, Standardabweichung und
Variationskoeffizient sowie Angaben zu allen gewiinschten Perzentilen zur Verfiigung (1D,
2D). Zur kompakten Darstellung von Korrelationen zwischen den Apoptose-bezogenen
Parametern wurde ferner ein Varianzkomponentenmodell mit Varimax-Rotation angewandt

(4M).

Univariate  Uberlebensanalysen  erfolgten unter Berechnung von Kaplan-Meier-
Uberlebenskurven (Kaplan and Meier, 1958), die mit dem Wilcoxon-Breslow-Test auf
statistische Signifikanz iiberpriift wurden (1L). Angeschlossen wurden multivariate

Uberlebensanalysen mit Cox-Modellen (Cox, 1972) im forward stepping-Modus (2L).

2 Abweichungen ergeben sich dann, wenn mehrere Fille genau den gleichen Wert haben und dieser dem Grenzwert
entspricht. So ist z.B. bei APOmin (s.u.) eine Verteilung im Verhiltnis 48:38:27 dadurch eingetreten, dass 48 Werte bei 0
lagen (Grenzwert von Q1 nach Q2); da ferner zwei Werte dem Grenzwert zwischen Q2 und Q3 entsprachen, enthilt die
Gruppe Q3 statt 28 nur 27 Fille.
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Ungestufte Parameter wurden in die univariate und die multivariate Uberlebensanalyse

jeweils nach neutraler 1:2:1-Quantilisierung der Datensitze (2D) eingebracht.

Statistische Signifikanz wurde jeweils fiir ein a-Niveau von < 0,05 (Cox-Modelle: < 0,10)
angenommen, entsprechend einer Irrtumswahrscheinlichkeit von < 5% (< 10%), die

Nullhypothese félschlich zu verwerfen.
Wegen der in dieser Studie vorliegenden multiplen Testproblematik, welche immer dann

auftritt, wenn anhand eines Kollektivs mehrere statistische Tests beziiglich verschiedener

Zielparameter durchgefiihrt werden, wurde die statistische Auswertung explorativ angesetzt.
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3 Ergebnisse

3.1 Univariate Uberlebensanalyse

3.1.1 Gesamtiiberleben aller Patientinnen

In der nachfolgenden Statistik wurde der Krankheitsverlauf von 113 Patientinnen nach einer
Mammakarzinom-Diagnose iiber einen Zeitraum von > 10 Jahren verfolgt. Am Ende des
Beobachtungszeitraumes lebten noch 51 Patientinnen, 59 waren nach 5,3 + 5,2 Jahren (SD)
gestorben. Die Uberlebensdaten von drei Patientinnen waren nach 6,2 + 1,0 Jahren (SD) nicht

weiter zu ermitteln gewesen.

Die 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit lag bei 65%, die fiir 10 Jahre bei 48,5% (Abb.
3.1). Das mittlere Uberleben betrug 7,7 Jahre, das mediane Uberleben 9,2 Jahre.

Gesamtiiberleben

0,9 -

0,6 -

0,4 -

0,1 -

0 T T T T T T T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Uberleben (Jahre)

Abb. 3.1: Kaplan und Meier-Uberlebenskurve fiir alle 113 Patientinnen
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3.1.2 TNM-Klassifikation und ihre Komponenten

Die Tabellen 3.1 - 3.4 bzw. die Abbildungen 3.2 - 3.5 zeigen den Einfluss der einzelnen

Staging-Parameter auf das Uberleben. Im Anschluss an die Darstellungen werden die

Ergebnisse zusammengefasst.

TumorgroBe pT

pT 1 2 3 4
Anzahl der Patienten 20 67 17 9
verstorbene Patienten 6 37 10 6
mittl. Uberleben (Jahre) 9,5 7.8 6,3 4,6
5-Jahres-ULW (%) 85% 70,2% 47.1% 33,3%
10-Jahres-ULW (%) 69,6% 46,3% 41,2% 33,3%
Tab 3.1.: Uberleben in Beziehung zur TumorgroBe (pT) (p = 0,0230)
TumorgréBe
0,2 -
0,1 -
0 T T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Uberleben (Jahre)

Abb. 3.2: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier zur TumorgroRe (pT)
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Lymphknotenstatus pN

pN 0 1
Anzahl der Patienten 58 54
verstorbene Patienten 21 37
mittl. Uberleben (Jahre) 9,2 6,0
5-Jahres-ULW (%) 79,3% 51,9%
10-Jahres-ULW (%) 66,6% 30,5%

Tab. 3.2: Uberleben in Beziehung zum Lymphknotenstatus (pN) (p = 0,0002). In einem Fall

war der Lymphknotenstatus nicht bekannt, so dass hier nur 112 Fille erfasst sind.

0,9 -

0,7 -

0,6 -

0,4 -
0,3 A

0,2 -

Lymphknotenstatus

Abb. 3.3: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier fiir den Lymphknotenstatus (pN); n =

112

6

Uberleben (Jahre)
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Fernmetastasierung bei Diagnosestellung (M)

M 0 1
Anzahl der Patienten 105 7
verstorbene Patienten 52 7
mittl. Uberleben (Jahre) 7,97 3,77
5-Jahres-ULW (%) 68,57% 28,57%
10-Jahres-ULW (%) 51,74% 0,0%

Tab. 3.3: Uberleben in Beziehung zur Fernmetastasierung (M) (p = 0,0024). In einem Fall
war der Fernmetastasenstatus nicht bekannt, so dass hier nur 112 Fille erfasst sind.

Fernmetastasierung

0,8 -

0,7 A

0,4 -

0,3 -

0,1 -

0 T T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Uberleben (Jahre)

Abb. 3.4: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier zur Fernmetastasierung (M); n = 112
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TNM-Stadium

pTNM 1 2 3 4
Anzahl der Patienten 14 75 16 7
verstorbene Patienten 2 39 11 7
mittl. Uberleben (Jahre) 10,48 7,94 5,23 3,77
5-Jahres-ULW (%) 92,86% 76,67% 37,5% 28,57%
10-Jahres-ULW (%) 85,71% 49,62% 31,25% 0,0%

Tab. 3.4: Uberleben in Bezichung zum Staging (pTNM) (p = 0,0001). In einem Fall waren
keine Angaben zu Lymphknoten- bzw. Fernmetastasenstatus bekannt, so dass hier nur 112

Falle erfasst sind.

TNM-Stadium

0,9 -
0,8 -
0,7 -

0,6 -

04 -
03 -

0,2 -

TNM3

TNM4

5 6 7 8 9 10 11 12
Uberleben (Jahre)

Abb. 3.5: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier zum Staging (pTNM). n = 112
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Wie aus der Tabelle und Abbildung zum pTNM Staging zu entnehmen ist, sieht man, dass es

sich hierbei um einen hoch signifikanten prognostischen Parameter handelt (p=0,0001).

Auch die drei Parameter (pT, pN und M) lassen einen guten Riickschluss auf das Uberleben
der Patientinnen zu, wobei der Lymphknotenstatus der aussagekriftigste Einzelparameter ist
(p < 0,0001). Kurz gesagt, kann man bereits bei Diagnosestellung ohne axillire Lymph-
knotenmetastasierung eine deutlich positivere Aussage fiir das Uberleben der Patientin treffen

als bei Patientinnen mit Metastasierung.

3.1.3 Grading und seine Komponenten

Als weitere Klassifizierung wurden die modifizierte Tumorgradierung nach Elston und Ellis
(1991) sowie ihre Komponenten als Prognosefaktoren herangezogen. Im Folgenden sind die

entsprechenden Tabellen und Uberlebenskurven wiedergegeben.

Aus der Einzelbetrachtung der drei Parameter tubulidre Differenzierung, Kernpleomorphie und
Mitoserate ldsst sich aus den Tabellen und den Uberlebenskurven ableiten, dass eine
univariate prognostische Bedeutung in erster Linie fiir die Mitoserate besteht (Tab. 3.7, Abb.
3.8) (p =0,0036).

Bei1 der tubuldren Differenzierung (Tab. 3.5, Abb. 3.6) und der Kernpleomorphie (Tab. 3.6,
Abb. 3.7) sind die Unterschiede nicht so deutlich, vor allem auch, weil die Gruppen recht
ungleich besetzt sind und gute Differenzierungsausprigungen nur in geringer Zahl vorkamen

(p > 0,05).

Das aus den drei Komponenten zusammengesetzte Grading wiederum (Tab. 3.8, Abb. 3.9)
zeigt fiir die univariate Uberlebensanalyse eine statistische Signifikanz bei einem p-Wert von
p = 0,0031 und lasst diesen als weiteren aussagekriftigen Prognosefaktor durchaus sinnvoll

erscheinen.
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Tubulire Differenzierung

tubulire Differenzierung 1 2 3
Anzahl der Patienten 5 29 66
verstorbene Patienten 1 14 39

mittl. Uberleben (Jahre) 9,7 8,1 7,1

5-Jahres-ULW (%) 80,0% 72,4% 59,1%
10-Jahres-ULW (%) 80.0% 54,3% 41,8%

Tab. 3.5: Uberleben in Beziehung zur tubuliren Differenzierung (TD) (p = 0,3052). In den 13
Fillen lobulidrer Karzinome wurde dieser Parameter nicht bestimmt, so dass hier nur 100 Fille
erfasst sind.

Tubulére Differenzierung

1 D1

0,9 -

0,8 -

0,7 -

PO5 - D3
0,4 -
03 -

0,2 -

O T T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Uberleben (Jahre)

Abb. 3.6: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier zur tubuliren Differenzierung (TD). n =
100
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Kernpleomorphie

Kernpleomorphie 1 2 3
Anzahl der Patienten 9 45 52
verstorbene Patienten 3 20 32

mittl. Uberleben (Jahre) 9,3 8.5 6,7
5-Jahres-ULW (%) 77,8% 75,6% 55,8%
10-Jahres-ULW (%) 66,7% 54,9% 41,5%

Tab. 3.6: Uberleben in Beziehung zur Kernpleomorphie (KP) (p = 0,0608). In sieben Fillen
wurde dieser Parameter nicht bestimmt, so dass hier nur 106 Fille erfasst sind.

1 -
‘% Kernpleomorphie

0,9 -
0,8 - L‘—L‘ﬁ

0,7 - KP2

KP1

0,6 -

KP3

0,3 -

0,2 -

0 T T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Uberleben (Jahre)

Abb. 3.7: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier zur Kernpleomorphie (KP). n = 106
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Mitoserate

Mitoserate 1 2 3
Anzahl der Patienten 52 36 17
verstorbene Patienten 20 22 12

mittl. Uberleben (Jahre) 8,9 7.1 52
5-Jahres-ULW (%) 76,9% 63,9% 35,3%
10-Jahres-ULW (%) 62,9% 38,0% 35,3%

Tab. 3.7: Uberleben in Beziehung zur Mitoserate (MIT) (p = 0,0036). In acht Fillen wurde
dieser Parameter nicht bestimmt, so dass hier nur 105 Fille erfasst sind.

Mitoserate

0,9 -

0,8 -

0,6 -

04 -

0,3 -

0,1 -

0 T T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Uberleben (Jahre)

Abb. 3.8: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier zur Mitoserate (MIT). n = 105
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Gradin

Grading 1 2 3
Anzahl der Patienten 21 54 37
verstorbene Patienten 7 25 26
mittl. Uberleben (Jahre) 9,0 8.4 5.8
5-Jahres-ULW (%) 76,2% 74,1% 48,7%
10-Jahres-ULW (%) 66,3% 54,9% 31,5%

Tab. 3.8: Uberleben in der Beziehung zum Grading (Grad) (p = 0,0031). In einem Fall liegt

keine abschlieBende Angabe zum Grading vor, so dass hier nur 112 Fille erfasst sind.

0,8 A
0,7 -

0,6

04 -
03 -

0,2 -

Grading

Gradl

Grad3

5

Uberleben (Jahre)

12

Abb. 3.9: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier zur Grading (Grad). n = 112




3.1.4 Ostrogen- und Progesteronrezeptorstatus

Die Tabellen 3.9 und 3.10 bzw. die Abbildungen 3.10 und 3.11 zeigen den Einfluss der

biochemisch bestimmten Hormonrezeptoren auf das Uberleben der Patientinnen.

Ostrogenrezeptor
ER negativ positiv
Anzahl der Patienten 29 84
verstorbene Patienten 16 43
mittleres Uberleben (Jahre) 6,8 8,0
5-Jahres-ULW (%) 55,2% 70,2%
10-Jahres-ULW (%) 44.3% 50,3%

Tab. 3.9: Uberleben in Beziehung zum biochemischen Ostrogenrezeptorstatus (ER) (p =
0,1428)

Ostrogenrezeptorstatus

0,9 -

0,7 -

0,6 -

0,2 -

0,1 -

O T T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Uberleben (Jahre)

Abb. 3.10: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier zum biochemischen Ostrogenrezeptor-
status (ER)
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Progesteronrezeptor

PR negativ positiv
Anzahl der Patienten 57 56
verstorbene Patienten 35 24
mittl. Uberleben (Jahre) 6,7 8,7
5-Jahres-ULW (%) 56,1% 76,8%
10-Jahres-ULW (%) 41,7% 56,1%

Tab. 3.10: Uberleben in Beziehung zum biochemischen Progesteronrezeptorstatus (PR) (p =
0,0156)

Progesteronrezeptorstatus

0,8 -

0,7 A

04 -

0,3 -

O T T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Uberleben (Jahre)

Abb. 3.11: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier zum biochemischen Progesteron-
rezeptorstatus (PR)
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Bei ER (p=0,1428) zeigt sich im Vergleich zu PR (p=0,0156) keine statistische Signifikanz.
Daraus resultiert, dass der Progesteronrezeptor eine signifikant wertvollere Aussage fiir die
Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten zuldsst. Der Uberlebensvorteil fiir Rezeptor-
positive Patientinnen ist beim Ostrogenrezeptor nur bis 8. Jahr nach Diagnosestellung

signifikant nachweisbar.

3.1.5 Apoptose-bezogene Parameter

Die Auswertung der Apoptose-bezogenen Parameter wurde in drei Gruppen nach einer 1:2:1-
Quantilisierung vorgenommen. Die entsprechenden Grenzwerte und die konkrete Verteilung
der Fallzahlen auf die drei Gruppen Q1 (niedrig), Q2 (mittel) und Q3 (hoch) ist in Tabelle
3.11 wiedergegeben. AuBler fiir APOmin konnten dabei die angestrebten idealen

Gruppenverteilungen von 28 : 57 : 28 ganz oder zumindest weitgehend eingehalten werden.

Parameter Grenzwert Q1/ Q2 Grenzwert Q2 / Q3 Q1:Q2:Q3
APOnmin 0% 2,50% 48 :38:27
APOmax 22,8% 54,05% 28 :57:28
APOmean 7,95% 21,65% 28:57:28
APOmed 6,375% 22,5% 28:59:26
APOmodal 3,3% 11,1% 24:52:37
APOtcent 119 182,15 28:56:29
APOtarea 2028,675 um? 3845,85 pm? 28:56:29

Tab. 3.11: Grenzwerte der Apoptose-Parameter bei 1:2:1-Quantilisierung und Verteilung der
Fille auf die drei gebildeten Gruppen Q1, Q2 und Q3

Die Tabellen 3.12 - 3.18 und die gleich nummerierten Abbildungen zeigen die Ergebnisse der

univariaten Uberlebensanalyse.
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APOmin

APO min Q1 Q2 Q3
Anzahl der Patienten 48 38 27
verstorbene Patienten 25 21 13

mittl. Uberleben (Jahre) 8,1 7,1 7,7

5-Jahres-ULW (%) 70,8% 57,9% 70,4%
10-Jahres-ULW (%) 51,4% 43,5% 51,9%

Tab. 3.12: Uberleben in Beziehung zum niedrigsten Apoptosewert der 20 Gesichtsfelder
(APOnmin) (p =0,7118)

0,8 -
“\ Apomin Ql

0,7 A

0,6 -

P05 - Apo,, Q2

0,4 -

0,1 -

0 T T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Uberleben (Jahre)

Abb. 3.12: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier fiir APOmin
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APOmaX

APOumax Q1 Q2 Q3
Anzahl der Patienten 28 57 28
verstorbene Patienten 19 31 9

mittl. Uberleben (Jahre) 6,3 7,6 9,1

5-Jahres-ULW (%) 50% 70,2% 75%
10-Jahres-ULW (%) 34,2% 46,6% 67,9%

Tab. 3.13: Uberleben in Beziehung zum hochsten Apoptosewert der 20 Gesichtsfelder

0,8 -
0,7 -
0,6 -

P05 -

0,3 -

0,2 -

5

11 12

Uberleben (Jahre)

Abb. 3.13: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier fiir APOmax
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APOmean

APOmean Q1 Q2 Q3
Anzahl der Patienten 28 57 28
verstorbene Patienten 20 30 9
mittl. Uberleben (Jahre) 5,9 7,7 9,3
5-Jahres-ULW (%) 46,4% 68,4% 82,1%
10-Jahres-ULW (%) 30,1% 48,7% 67,7%

Tab. 3.14: Uberleben in Beziehung zur prozentualen Apoptoserate aller 20 Gesichtsfelder

(APOmean) (p:(),O 1 08)

0,8 -
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Abb. 3.14: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier fiir APOmean
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APOmed

APOnmed Q1 Q2 Q3
Anzahl der Patienten 28 59 26
verstorbene Patienten 16 31 12

mittl. Uberleben (Jahre) 7.4 7,6 8,1

5-Jahres-ULW (%) 64,3% 66,1% 69,2%
10-Jahres-ULW (%) 44.8% 48,6% 53,9%

Tab. 3.15: Uberleben in Beziehung zum medianen Apoptosewert der 20 Gesichtsfelder

(APOpea) (p = 0.8165)

Apo med
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Abb. 3.15: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier fiir APOmed
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APOmodal

APO modal Q1 Q2 Q3
Anzahl der Patienten 24 52 37
verstorbene Patienten 14 28 17
mittl. Uberleben (Jahre) 7,3 7,7 7.9
5-Jahres-ULW (%) 58,3% 69,2% 67,6%
10-Jahres-ULW (%) 49,7% 45,0% 53,7%

Tab. 3.16: Uberleben in Beziehung zum modalen Apoptosewert der

(APOmodal) (p=0, 8350)
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Abb. 3.16: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier fiir APOpmodal
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APOtcnt

APOtcent Q1 Q2 Q3

Anzahl der Patienten 28 56 29

verstorbene Patienten 13 32 14

mittl. Uberleben (Jahre) 8,1 7.4 7.8
5-Jahres-ULW (%) 71,4% 64,3% 65,5%
10-Jahres-ULW (%) 51,9% 44.5% 54,4%

Tab. 3.17: Uberleben in Beziehung
Gesichtsfeldern (APOxcnt) (p=0,7867)

ﬁ
0,8 -

zur Gesamtzahl der untersuchten

Apo ;o

0,7 A
0,6 -

P05 -

0,3 -

0,2 -

Tumorzellen in 20

5 6

Uberleben (Jahre)

Abb. 3.17: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier fiir APOjcnt
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APOtarea

APOtrarea Q1 Q2 Q3

Anzahl der Patienten 28 56 29

verstorbene Patienten 12 32 15

mittl. Uberleben (Jahre) 8,2 73 7.8
5-Jahres-ULW (%) 71,4% 64,3% 65,5%
10-Jahres-ULW (%) 55,6% 44.5% 50,7%

Tab. 3.18: Uberleben in Beziehung zur Gesamtfliiche der untersuchten Tumorzellen

(APOtarea) (p=0,6287)
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Abb. 3.18: Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier fiir APOrea
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Fasst man die Ergebnisse der Tabellen 3.12 - 3.18 und der Abbildungen 3.12 - 3.18
zusammen, so zeigen sich insbesondere fiir die Auswertemodi nach dem Mittelwert apo-
ptotischer Zellen in allen 20 Gesichtsfeldern (APOmean) und dem Wert fiir das Gesichtsfeld
mit der hochsten Apoptoserate innerhalb der 20 Gesichtsfelder (APOmax) eine zumindest
graphisch erkennbare bessere Prognose insbesondere fiir die Fallgruppe Q3, also fiir die
Patientinnen mit hohen Werten, und ebenso eine gewisse Unterscheidbarkeit zwischen den
Gruppen Q2 und QI. Diese Ergebnisse sind fiir APOnean statistisch signifikant (p = 0,0108)
und fiir APOnax fast signifikant (p = 0,0559). Die iibrigen Auswertemodi der Datenverteilung
(APOmin, APOmed, APOmodal) fithren hingegen zu keinen sinnvollen Unterscheidungen der
Fallgruppen.

Besonders hinzuweisen ist noch darauf, dass sich fiir APOtarea und APOxne keinerlei Trends
oder Signifikanzen ergaben. Dieser Effekt ist ausdriicklich als positiv herauszustellen und ist
methodisch von groBler Bedeutung. Die beiden Parameter beschreiben nidmlich keine
Apoptoseraten, sondern beziehen sich rein auf die Gesamtfliche bzw. die Gesamtzahl aller
erfassten Tumorzellen in allen 20 Gesichtsfeldern im Rotfilterbild (in der Bezeichnung
jeweils angedeutet mit "t" wie "total"). Wenn sich bei ihrer Auswertung beziiglich der
Prognose der Patientinnen keine Unterschiede zeigen, ist dies ein Hinweis auf die gewiinschte
Unabhingigkeit des Messergebnisses von der untersuchten Tumorkernfliche bzw. Tumor-

zellzahl.

Zusammenfassend ldsst sich also sagen, dass sich mithilfe der "klassischen" Parameter
APOmean und APOmax dhnlich wie bei immunhistochemischen Anwendungen mit dem
gleichen MeBsystem prognostische Aussagen erheben lieBen, mit anderen Auswerte-

vorschldgen hingegen nicht.
3.2 Multivariate Uberlebensanalyse
Die multivariate Uberlebensanalyse in Cox-Modellen soll der univariaten Uberlebensanalyse

angeschlossen werden. Bevor diese dargestellt wird, ist es aber zuvor sinnvoll, Korrelationen

zwischen den Apoptose-bezogenen Parameter darzustellen.
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3.2.1 Methodische Untersuchungen zu den Variablen der Apoptosequantifizierung

In diesem Teil sollen die einzelnen Variablen zur Apoptosequantifizierung untereinander
verglichen werden. Dazu wurden fiir die sieben Parameter APOmin, APOmax, APOmed,

APOmodal, APOmean, APOrarea und APOicene die Korrelationskoeffizienten berechnet (Tab. 3.19).

Variable | APOmin | APOmax | APOmed | APOmodal | APOmean | APOtarea | APOrent
APOnmin -
APOmax 0,355 -
APOnmed 0,541 0,577 -
APOmoda | 0,625 0,527 0,839 -
APOmean 0,616 0,795 0,836 0,841 -
APOurea | -0,171 -0,295 -0,186 -0,269 -0,375 -
APOrcnt -0,104 -0,242 0,004 -0,125 -0,239 0,651 -

Tab. 3.19: Korrelationskoeffizienten zwischen verschiedenen Groflen zur Apoptose-
quantifizierung

Wie man aus der Tabelle entnehmen kann, gibt es zwischen den fiinf eigentlichen
MessgroBen APOmin, APOmax, APOmed, APOmoda und APOmean durchaus unterschiedliche
Korrelationen. Dabei iiberrascht nicht, dass zwischen APOmed, APOmodal und APOmean jeweils
Korrelationskoeffzienten von r > 0,83 erzielt werden, da diese GroBen letztendlich alle etwas
mit mittleren Werten zu tun haben. Von ihnen ist APOmean wiederum derjenige, der mit dem

maximalen Messwert APOmax am hochsten korreliert ist (r = 0,795).

Mit APOqarea und APOycne sind die fiinf MessgroBen unkorreliert (-0,375 < r < 0,004); dieses
zeigt eine Unabhingigkeit der Messwerte von der Gesamtfliche bzw. der Gesamtzahl
analysierter Tumorzellen an und unterstiitzt die Annahme, dass fiir eine verlidssliche Messung
geniigend Zellen erfasst worden sind. Der hohe Korrelationskoeffizient zwischen beiden

wiederum (r = 0,651) ist ebenfalls nicht unerwartet.
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Damit eine bessere Erkennbarkeit zwischen den 21 Einzelkorrelationen hergestellt werden
kann, wurde eine Varianzkomponentenanalyse mit Varimax-Rotation durchgefiihrt. Dieses
Verfahren ist in unserer Arbeitsgruppe erprobt und wurde auch beziiglich Validitit und
Darstellungsqualitit als verldsslich dokumentiert (Sun et al., 1994). Sein Prinzip ist, eine
Datenverteilung von n Daten im m-dimensionalen Raum, wobei m die Zahl der Variablen
reprisentiert, in einem z.B. 2-dimensionalen Raum, d.h. in einer durch ein Kartesisches
Koordinatensystem darstellbaren Ebene, als Summenvektoren abzubilden. Je nidher zwei
Summenvektoren zusammenliegen, um so hoher sind die von ihnen reprisentierten Daten
miteinander korreliert. Nicht zu verhindern ist, dass bei einer solchen Projektion, die im
Grunde eine Vereinfachung représentiert, gewisse Informationen verloren gehen. Das Mal3
dafiir, wie gut die Varianzkomponentenanalyse die realen Daten reprisentiert, ist der erklirte
Anteil der Varianz an der Gesamtvarianz, die durch die Projektion nicht mehr vollstindig
abgebildet werden kann. Der erklidrte Anteil der Varianz im hier untersuchten Datensatz

betrigt 76,9%, was einem guten Wert entspricht.

In Tabelle 3.20 sind die x/y-Koordinaten der Summenvektoren (nach Varimax-Rotation)
wiedergegeben. Abb. 3.19 zeigt die Lage der vom Ursprungspunkt (0/0) ausgehenden

Summenvektoren, indem die Vektorenspitze durch ein Symbol charakterisiert wird.

Variable Faktor1l Faktor2
APOnmin 0,727 -0,034
APOmax 0,714 -0,285
APOmed 0,918 -0,029

APOmodal 0,909 -0,088
APOnmean 0,936 -0,247
APOrarea -0,192 0,874
APOrcnt -0,024 0,917

Tab. 3.20: Varianzkomponentenanalyse zur Apoptosequantifizierung. Darstellung nach
Varimax-Rotation. Erkléarte Varianz: 76,9%
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Abb. 3.19: Graphische Darstellung der Varianzkomponentenanalyse zur Apoptosequanti-
fizierung. x-Achse: Faktor 1, y-Achse: Faktor 2

Die graphische Auswertung der Varianzkomponentenanalyse zeigt noch einmal sehr deutlich,
dass die Parameter APOmin, APOmax, APOmed, APOmodal und APOmean in €inem gemeinsamen
Zusammenhang stehen, so wie es auch die Korrelationskoeffizienten in Tab. 3.21 bereits
ausgedriickt haben. Gleichzeitig bestitigt sich auch der enge Zusammenhang zwischen

APO[area und APOtcnt.

Insgesamt ldsst sich sehr anschaulich zeigen, dass die fiinf eigentlichen Messparameter
APOmin, APOmax, APOmed, APOmodal und APOmean von den beiden Variablen APOyrea und
APOtnt  unabhidngig sind. Diese Tatsache entspricht im weitesten Sinne einer
Qualitdtskontrolle der Messreihe, weil sie belegt, dass die Ergebnisse der Messungen so stabil
sind, dass sie nicht (mehr) von der Zahl oder der Fliche der gemessenen Tumorareale

abhédngen.
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3.2.2 Berechnung eines Cox-Modells

Im Rahmen der multivariaten Analyse wurden die univariat prognostisch relevanten
Parameter (Staging, Grading und Hormonrezeptorstatus) und die bildanalytischen Apoptose-
Variablen auf sich erginzende prognostische Aussagekraft tiberpriift. Hierbei wurden beim
Grading die Einzelparameter nicht beriicksichtigt und auch der Fernmetastasenstatus nicht
herangezogen, weil die Angaben zu ihm nicht vollstindig waren. Bei den Apoptose-
bezogenen GroBen macht es keinen Sinn, APOurea und APOrene zu beriicksichtigen, da sich
beide, wie oben ausgefiihrt, rein auf Aspekte der Qualitédtssicherung der Messungen beziehen.
Entsprechend wurden von den Apoptose-bezogenen Variablen lediglich APOmin, APOmax,
APOmed, APOmodal und APOnean. in die multivariate Analyse eingebracht, und zwar nach einer

1:2:1-Quantilisierung. Die Ausgangswerte aller Variablen vor Schritt 1 sind in Tabelle 3.21

dargestellt.
Variable Chi? enter-Wert |Chi? remove-Wert p-Wert
Lymphknotenstatus pN 13,77 0,0002
Gradierung 9,61 0,0019
APOmax 8,65 0,0033
TumorgroBe pT 7,07 0,0078
PR 5,05 0,0246
APOmean 3,97 0,0462
APOmed 1,35 0,2451
ER 0,80 0,3720
APOmin 0,08 0,7819

Tab. 3.21: Multivariates Cox-Modell unter Einbeziehung der Stadienparameter, des
Gradings, des Hormonrezeptorstatus und der Apoptose-basierten Variablen; n=112.
Ausgangssituation vor Schritt 1. Die Variablen sind nach absteigender univariater Relevanz
(fallender ChiZ-enter-Wert) geordnet.

Als erste Variable wurde der Lymphknotenstatus in das Cox-Modell aufgenommen, das er
mit einem ChiZ-enter-Wert von 13,77 iiber die hochste univariate prognostische Relevanz der

im Modell angebotenen Gro3en verfiigte (Tabelle 3.22).
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Variable Chi? enter-Wert | Chi? remove-Wert p-Wert
Lymphknotenstatus pN 13,77 0,0002
PR 7,39 0,0065
APOmax 591 0,0151
Gradierung 5,05 0,0247
TumorgroBe pT 3,97 0,0462
APOnmean 2,39 0,1220
ER 1,96 0,1614
APOnmeq 1,87 0,1717
APOnmin 0,07 0,7878

Tab. 3.22: Multivariates Cox-Modell unter Einbeziehung der Stadienparameter, des
Gradings, des Hormonrezeptorstatus und der Apoptose-basierten Variablen; n=112. Schritt 1

Als zweite GroB3e wurde in Schritt 2 der Progesteronrezeptor-Status PR beriicksichtigt, da ihm

von den verbliebenen Variablen mit einem Chi2-enter-Wert von 7,39 die hochste Restrelevanz

zukam. Tab. 3.23 zeigt die statistischen Kennwerte aller Variablen nach Schritt 2.

Variable Chi? enter-Wert | Chi? remove-Wert p-Wert
Lymphknotenstatus 16,11 0,0001
PR 7,39 0,0065
Tumorgroe pT 5,83 0,0157
Gradierung 4,23 0,0396
APOmax 3,72 0,0539
APOmean 0,72 0,3950
APOnmed 0,41 0,5226
ER 0,03 0,8707
APOnmin 0,00 0,9868

Tab. 3.23: Multivariates Cox-Modell unter Einbeziehung der Stadienparameter, des
Gradings, des Hormonrezeptorstatus und der Apoptose-basierten Variablen; n=112. Schritt 2
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In den Schritten 3, 4 und 5 wurden darauthin die Tumorgrole pT, das Grading und der
Apoptoseparameter APOmax in das Cox-Modell aufgenommen (Tab. 3.24 - 3.26).

Variable Chi? enter-Wert | Chi’? remove-Wert p-Wert
Lymphknotenstatus pN 13,92 0,0002
PR 9,25 0,0024
TumorgroBe pT 5,83 0,0157
Gradierung 3,49 0,0616
APOmax 2,68 0,1015
APOmed 0,36 0,5468
APOnmean 0,28 0,5989
APOnmin1s 0,11 0,7424
ER 0,05 0,8264

Tab. 3.24: Multivariates Cox-Modell unter Einbeziehung der Stadienparameter, des
Gradings, des Hormonrezeptorstatus und der Apoptose-basierten Variablen; n=112. Schritt 3

Variable Chi? enter —-Wert | Chi?> remove-Wert p-Wert
Lymphknotenstatus 9,40 0,0022
PR 8,29 0,0040
Tumorgroe pT 5,09 0,0240
Gradierung 3,49 0,0616
APOmax 2,78 0,0957
APOmin 0,28 0,5962
APOmean 0,17 0,6776
APOnmed 0,11 0,7442
ER 0,03 0,8675

Tab. 3.25: Multivariates Cox-Modell unter Einbeziehung der Stadienparameter, des
Gradings, des Hormonrezeptorstatus und der Apoptose-basierten Variablen; n=112. Schritt 4
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Variable Chi? enter-Wert | Chi? remove-Wert p-Wert
Lymphknotenstatus 8,66 0,0032
PR 6,60 0,0102
TumorgroBe pT 3,89 0,0486
Gradierung 3,59 0,0582
APOmax 2,78 0,0957
APOnmean 2,13 0,1448
APOnmin 1,39 0,2384
APOnmedq 0,64 0,4228
ER 0,05 0,8309

Tab. 3.26: Multivariates Cox-Modell unter Einbeziehung der Stadienparameter, des
Gradings, des Hormonrezeptorstatus und der Apoptose-basierten Variablen; n=112. Schritt 5

Nach dem fiinften Schritt erfiillte kein weiterer Parameter mehr das Aufnahmekriterium, nim-

lich einen p-Wert von < 0,10. Das Endergebnis des Cox-Modells ist entsprechend in Tab. 3.27

zusammengefasst.
Schritt Imp"é’lvl‘.f;“e“t p-Wert Global Chi? p-Wert
1 (pN) 13,77 <0,001 14,13 <0,001
2 (PR) 7,39 0,0065 21,44 <0,001
3 (pT) 5,83 0,0157 26,84 <0,001
4 (Grad) 3,49 0,0616 30,30 <0,001
5 (APOmax) 2,78 0,0957 32,75 <0,001

Tab. 3.27: Multivariates Cox-Modell unter Einbeziehung der Stadienparameter, des
Gradings, des Hormonrezeptorstatus und der Apoptose-basierten Variablen; n=112. Ubersicht
iiber die Entwicklung der statistischen Kenngrof3en von Schritt zu Schritt.

Insgesamt wurden somit im Cox-Modell fiinf Variable identifiziert, die den Modellvorgaben

folgend sich in ihrer prognostischen Aussagekraft ergédnzen.
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3.2.3 Validierung des Cox-Modells am Datensatz

Die Validierung des Cox-Modells am Datensatz dient dem Zweck, das Ergebnis der
Modellrechnung am eigenen Datensatz auf wirkliche prognostische Relevanz zu iiberpriifen

und den Einfluss der einzelnen Variablen auf das Gesamtergebnis abzuschitzen.

Zunidchst wurde ein Ansatz gewihlt, in welchem die beiden stidrksten multivariaten
Parameter, ndmlich pN und PR, zusammengebracht wurden, entsprechend also die beiden
GroBen beriicksichtigt wurden, die in Schritt 1 und Schritt 2 des Cox-Modells aufgenommen
worden waren. Da beide iiber jeweils zwei Ausprigungen verfiigen, entstehen somit vier
Gruppen von Patientinnen mit den Auspriagungen pNO/PR+, pNO/PR-, pN+/PR+ und
pN+/PR- (Tab. 3.28), die zufilligerweise auch anndhernd gleich viele Patientinnen beinhalten,

namlich zwischen 27 und 30.

Parameter-Konstellation NO/PR+ NO/PR- N1/PR+ N1/PR-
Anzahl der Patienten 28 30 27 27
verstorbene Patienten 8 13 15 22

mittl. Uberleben (Jahre) 9,6 8,7 7,6 4.4

5-Jahres-ULW (%) 85,7 73,3 66,7 37,0
10-Jahres-ULW (%) 70,9 63,0 433 17,8

Tab. 3.28: Uberleben in Beziehung zu einer gemeinsamen Betrachtung zu pN und PR (p <
0,0001)

Die Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier sind in Abb. 3.20 wiedergegeben. Bezogen auf
den Lymphknotenstatus als stdrkstem prognostischen Parameter ldsst sich sagen, dass die
Hinzunahme des Progesteronrezeptor-Status die prognostische Gesamtaussage deutlich
verbessert, aber nicht fiir pNO und pN+ in gleichem MaBle. Patientinnen mit der Konstellation
pNO/PR+ iiberleben zwar im Trend lidnger als solche mit pNO/PR-, jedoch war dieser Trend
im Einzelvergleich beider Kurven nicht signifikant (p > 0,05). Fiir Patientinnen mit

Lymphknotenmetastasen (pN+) hingegen zeigen sich zwischen den Gruppen pN+/PR+ und
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pN+/PR- Uberlebensunterschiede, die im Vergleich beider Gruppen statistisch signifikant (p
= (0,0039) und auch graphisch iiberzeugend waren. Es ist somit als erstes wichtiges Ergebnis
der Validierung zu beschreiben, dass der ergiinzende prognostische Effekt von PR sich vor

allem in der Gruppe der Patientinnen mit Lymphknotenmetastasen manifestiert.

Kombinierte Prognostik: Lymphknotenstatus (N) und Progesteronstatus (PR)
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Abb. 3.20: Validierung des Cox-Modells (nach Schritt 2): Uberlebenskurven nach Kaplan
und Meier fiir eine kombinierte Prognostik durch Lymphknotenstatus (N) und Progesteron-
rezeptorstatus (PR)

Auf die gleiche Weise auch den in Schritt 3 aufgenommen Stadienparameter pT zu
betrachten, ist nicht moglich. Er selber liegt in vier Auspridgungen vor, so dass dann 16
mutmalBlich inhomogen besetzte und kleine Patientengruppen entstiinden, die man kaum noch

vergleichen konnte.

Daher wurde eine andere Herangehensweise gewihlt, die auf der Bildung von "Multivariate
Funktionen" genannten Hilfsfunktionen basiert. Hierzu werden pro Patient die Einzelwerte
der eingesetzten Variablen, jeweils korrigiert um einen im jeweiligen Schritt des Cox-Modells
dokumentierten Koeffizienten, addiert und so fiir jeden Patienten ein Zahlenwert fiir die

Multivariate Funktion ermittelt.
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Teilt man die Werteverteilung der Multivariaten Funktion in zwei oder mehrere Gruppen auf,
z.B. mit dem Median als Grenzwert in zwei Gruppen oder nach 1:2:1-Quantilisierung in drei

Gruppen, so kénnen zwischen diesen Gruppen Uberlebensvergleiche angestellt werden.

Im Folgenden soll diese Anwendung fiir die Ergebnisse am Cox-Modell nach Schritt 4
(Funktion MP4), d.h. nach Aufnahme von pN, PR, pT und Grading, und nach Schritt 5
(Funktion MP5), wenn auch der einzige aufgenommene Apoptoseparameter hinzugekommen

ist, vorgenommen werden.

Die beiden Funktionen sind (unter Beriicksichtigung der Koeffizienten) wie folgt definiert:

e MP4=0,87xpN-0,79 x PR + 0,38 x pT + 0,39 x Grad
e MP5=0,83xpN-0,72 x PR + 0,34 x pT + 0,39 x Grad — 0,01 X APOmax

Um zu einem moglichst geeigneten Vergleich mit pN zu gelangen, wurden die 112 Fille im
gleichen Verhiiltnis, in welchem pN als pNO bzw. pN+ aufgetreten war (58:54), in zwei

Gruppen eingeteilt.

In Tab. 3.29 und Abb. 3.21 sind die Ergebnisse fiir MP4 wiedergegeben.

Parameter-Konstellation NO N1 MP4 (n) MP4 (h)
Anzahl der Patienten 58 54 58 54
verstorbene Patienten 21 37 20 38

mittl. Uberleben (Jahre) 9,2 6,0 9,6 5.5

5-Jahres-ULW (%) 79,3 51,9 84,8 45,3
10-Jahres-ULW (%) 66,6 30,5 66,7 30,0

Tab. 3.29: Uberlebensdaten fiir eine vergleichende Betrachtung von pN (p = 0,0002) und
MP4 (p < 0,0001)
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Vergleichende Prognostik: Lymphknotenstatus (N) und Multivariate Funktion MP4
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Abb. 3.21: Validierung des Cox-Modells (nach Schritt 4): Uberlebenskurven nach Kaplan
und Meier fiir eine vergleichende Prognostik durch den Lymphknotenstatus pN (gepunktet)
bzw. die Multivariate Funktion MP4 (durchgezogen)

Die Grafik zeigt gut, worin der Effekt der drei nach pN in das Cox-Modell aufgenommenen
Variablen PR, pT und Grading wirklich besteht: Sie spreizen die gepunktet dargestellten
Uberlebenskurven von pN etwas weiter auf, wobei sich der Effekt nach ca. 7 Jahren
Beobachtungszeit verliert. Im paarweisen Vergleich sind allerdings die Uberlebens-
unterschiede zwischen pNO und MP4 (niedrig) bzw. zwischen pN+ und MP4 (hoch) nicht
statistisch signifikant (p > 0,05), reprédsentieren aber einen Trend. Viel steuern allerdings

streng genommen die weiteren Variablen nicht zum Ergebnis bei.

In Tab. 3.30 und Abb. 3.22 sind die Ergebnisse der Validierung nach Schritt 5 dargestellt. Die
tabellarische Darstellung zeigt bereits, dass sich die Kenndaten von MP4 und MP5 weder fiir
das mittlere Uberleben, noch fiir die 5-Jahres- bzw. 10-Jahres-ULW wesentlich unterscheiden.
Auch Abbildung 3.22 illustriert, dass in der Tat der durch MP5 erzielbare zusitzliche Effekt

auf den Verlauf der Uberlebenskurven marginal ist. Die beiden fett gedruckten Kurven
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weichen zwar von den iibrigen im Sinne einer weiteren Aufspreizung ab, jedoch nur in ganz
geringem Mafe. Dieser geringe Unterschied ist letztendlich dasjenige prognostische Moment,

das sich durch die Bestimmung der maximalen Apoptoserate herausarbeiten lédsst.

Parameter-Konstellation MP4 (n) MP4 (h) MP5 (n) MP5 (h)
Anzahl der Patienten 58 54 58 54
verstorbene Patienten 20 38 18 40

mittl. Uberleben (Jahre) 9,6 55 9,9 53

5-Jahres-ULW (%) 84,8 45,3 88,0 40,7
10-Jahres-ULW (%) 66,7 30,0 70,0 27,0

Tab. 3.30: Uberlebensdaten fiir eine vergleichende Betrachtung von MP4 (p < 0,0001) und
MP5 (p <0,0001)

Vergleichende Prognostik: Lymphknotenstatus (N)
und multivariate Funktionen MP4 und MP5
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Abb. 3.22: Validierung des Cox-Modells (nach Schritt 5): Uberlebenskurven nach Kaplan
und Meier fiir eine vergleichende Prognostik durch den Lymphknotenstatus pN (gepunktet),
die Multivariate Funktion MP4 (rot) bzw. die Multivariate Funktion MP5 (blau)
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4 Diskussion

Tumorerkrankungen sind heute besser charakterisiert als je zuvor. In kaum einen Zweig der
Medizin flieBen so viele Forschungsmittel und sind so viele wissenschaftliche Gruppen
unterwegs, um Tumorleiden besser zu verstehen, frither zu diagnostizieren und moglichst

individualisiert zu therapieren. Dabei ist bislang noch kein Ende der Entwicklungen in Sicht.

Dieses gilt auch fiir das Mammakarzinom, eine Tumorentitit (mit diversen Subentitédten), fiir
die ebenfalls in den letzten Jahrzehnten eine neue Anschauung herausgearbeitet wurde. Aus
dieser resultierten Schritt fiir Schritt vorgenommene Modifikationen der Diagnostik und
Therapie, die in einer Verbesserung sowohl des klinischen Verlaufes als auch der Uberlebens-

prognose miindeten.

4.1 Therapeutischer Strategiewandel beim Mammakarzinom in den vergangenen 40
Jahren: Von radikalen zu weniger umfangreichen, individualisierten Konzepten

Fiir die historische Entwicklung des Verstindnisses von Mammakarzinomen im Allgemeinen
sei auf einen aktuellen und sehr lesenswerten Ubersichtsartikel von Kiven Lukong mit dem
Titel "Understanding breast cancer - the long and winding road" verwiesen, in dem er einen
Briickenschlag von der mutmaBlichen Erstbeschreibung eines Mammakarzinoms vor mehr als
3000 Jahren in zwei altigyptischen Papyri, ndamlich dem Edwin Smith Surgical Papyrus und
dem Ebers Papyrus, bis zur heutigen modernen Diagnostik mit Next Generation Sequencing

und Behandlung mit modernsten adjuvanten Therapieverfahren versucht (Lukong, 2017).

Will man weniger lange zuriickgehen, so geniigt es moglicherweise, eine bis zwei
Generationen in derjenigen Medizin zuriickzuschauen, die wir heute betreiben und die stets
als (zeitbezogene) "Hochleistungsmedizin" galt. Dazu steht zur Anschauung eine iltere
Untersuchung aus der gleichen Arbeitsgruppe aus den spdten 70er Jahren zur Verfiigung, in
der spiter auch die hier vorliegende Studie erbracht wurde. Aus dem Patientenkollektiv, das
gut 10 Jahre nach seiner Akquise in einer Uberlebensstudie nach verschiedenen
Gesichtspunkten ausgewertet wurde, ldsst sich das therapeutische Vorgehen dieser Zeit gut
ablesen (Biesterfeld, 1989): Alle 104 Patientinnen, von den ca. drei Viertel zwischen 1975

und 1979 erkrankten, wurden unabhédngig vom Tumorstadium mit einer Ablatio mammae
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behandelt. Fast alle Patientinnen, ndmlich 101, erhielten ergiinzend eine Lymphadenektomie
der axilldiren Level 1 und 2. Die adjuvanten Therapien bestanden in einer reinen
Strahlentherapie (n = 76), in einer reinen Chemotherapie (n = 10) bzw. in Kombinationen
beider (n = 3). Eine Patientin erhielt nach der Chemotherapie eine Radiomenolyse, was
letztendlich einer ablativen Hormontherapie entspricht, und 14 Patientinnen wurden gar nicht
adjuvant behandelt. Eine medikamentdse Hormontherapie war bis zu diesem Zeitpunkt noch
nicht etabliert, wurde aber spiter im klinischen Verlauf verschiedentlich bei Rezidiven oder in
metastasierten Situationen eingesetzt. Dabei waren die Patientinnen seinerzeit nicht etwa
dermallen fortgeschritten, dass man zu solch radikalen MaBBnahmen aus heutiger Erkenntnis
greifen miisste: 29 Frauen befanden sich im Tumorstadium pT1, 52 im Stadium pT2 und 23 in
den Stadien pT3 bzw. pT4. Bezogen auf den Lymphknotenstatus waren 56 pNO und 48 pN+,
also in den Stadien pN1 bis pN3.

Heute kann man davon ausgehen, dass alle Patientinnen mit Tumoren im Stadium pT1 und
die meisten mit Tumoren im Stadium pT2 brusterhaltend operiert worden wéren und dass die
52 Patientinnen im Stadium pNO lediglich eine Sentinel-Node-Entfernung in der Axilla
erhalten hitten. Dass heute die Primdrtumoren im Durchschnitt kleiner wiren, wiirde sich in
entsprechend noch hoheren Raten fiir Brusterhalt und Beschrinkung auf Sentinel-
Lymphknoten niederschlagen. AuBerdem wére nach heutiger S3-Leitlinie zu erwarten, dass
nicht nur alle Frauen mit brusterhaltender Therapie lokal strahlentherapiert wiirden, sondern
auch ein Grofteil adjuvant chemotherapiert und / oder mit Antidstrogenen bzw. mit
Trastuzumab (im Falle einer Her-2/neu-Positivitit) behandelt wiirden. Wie viele Frauen
seinerzeit einer synchronen oder metachronen Wiederaufbau der Brust erhalten haben, wurde
nicht eruiert. Man kann aber auch hier sicher im Vergleich zu heutigen Ablatio-Fillen von
geringeren Quoten ausgehen, allein schon deswegen, weil frither in der Regel stets auch eine
grofe, den gesamten Driisenkorper bedeckende Hautfldche mit entfernt wurde. Die heutigen
Ablatio-Verfahren der "skin sparing mastectomy", bei der nur eine vergleichsweise kleine

Hautspindel mit entfernt wird, machen einen Wiederaufbau sicher einfacher.

Ebenso fallen heute die adjuvanten Mafnahmen technisch und inhaltlich véllig anders aus als
damals. Dazu tragen insbesondere technische Entwicklungen in der Strahlentherapie bei, die
eine wesentliche genauere Dosierung der Strahlung mit stirkerer Reduktion der
Streustrahlung erlauben. Im Bereich der Chemotherapeutika stehen heute viel mehr

Substanzklassen zur Verfiigung als damals, und auBerdem sind mit der antihormonellen
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Therapie und den Anwendungen von Antikdrpern neue Standbeine hinzugetreten. Zum
aktuellen Stand soll hier auf die derzeit giiltige S3-Leitlinie verwiesen (Leitlinienprogramm

Onkologie der AWMEF et al., 2017) werden.

4.2  Verinderungen in der makroskopischen Aufarbeitung von Mammapriparaten

Der oben beschriebene therapeutische Paradigmenwechsel hat sich selbstverstdndlich nicht
von heute auf morgen ergeben, sondern hat sich tiber die Zeit entwickelt. GleichermaB3en sind
auch die radiologische und die morphologische Diagnostik einem &hnlich deutlichen Wandel
unterworfen gewesen, der die frithere Vorgehensweise heute zumindest teilweise archaisch
erscheinen lidsst. Im Rahmen dieser Arbeit soll dabei im Besonderen auf die verdnderte Rolle

der Pathologie im diagnostischen Prozess eingegangen werden.

Die Methode der Wahl zur Sicherung (oder zum Ausschluss) eines Mammakarzinoms war
dabei noch bis weit in die 90er Jahre hinein die Beurteilung einer Probeexzision (PE),
iiblicherweise im intraoperativen Schnellschnittverfahren mit spéterer erginzender Auf-
arbeitung in Paraffinschnitten; auf den Operationspldnen stand dann die Formulierung "V.a.
Mammakarzinom, PE mit Schnellschnitt, ggfls. Weiteres", wobei die kursiv wiedergegebene
Perspektive bis hin zur Ablatio mit ausfithrlicher Lymphadenektomie reichen konnte. Das
Material, das auf Eis gekiihlt zum Schnellschnitt iibersandt wurde, war unmarkiert, enthielt
also keine Markierungsfidden oder Metallclips, an denen man es im Raum hitte orientieren
konnen, und keine Spickdrihte, die die Lage des verdéichtigen Prozesses im Raum dargestellt
hitten. Es wurde unter Schnellschnittbedingungen lamelliert, wobei die Lision dargestellt und
anschliefend histologisch untersucht wurde. Dabei war ein ganzer Formenkreis von
Erkrankungen moglich; viele Fille gingen insofern gut aus, als nur eine Mastopathie oder ein
Fibroadenom vorlagen, bei anderen wurde ein Mammakarzinom diagnostiziert. Auch seltene
Liasionen wie ein malignes Lymphom, ein Sarkom oder ein Granularzelltumor, mit denen man
die Moglichkeiten des Schnellschnittes im Grunde iiberschritt, kamen vor. Gelegentlich
ergaben sich auch falsch-negative Schnellschnittdiagnosen, wenn ein kleines Mamma-
karzinom erst spiter in den Paraffinschnitten gefunden wurde. Von der Dimension her muss
man sich dabei vorstellen, dass ein Schnellschnitt eine Flidche von ca. 0,5 * 0,8 cm abdeckt

und um z.B. acht Paraffineinbettungen von jeweils ca. 0,8 * 1,2 cm ergénzt wurde. Bei diesen
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Problemfeldern verwundert es nicht, dass Schnellschnitte heute gemif3 der aktuellen S3-
Leitlinie in der primédren Diagnostik von Mammakarzinomen weitestgehend obsolet sind

(Leitlinienprogramm Onkologie der AWMEF et al., 2017).

Die heutige Vorgehensweise einer pridoperativen Stanzdiagnostik, durch die die Operateure
jetzt bereits bei Beginn der Operation genau wissen, welcher Entitit die zu entnehmende
Léasion zuzuordnen ist, wurde erst in den spéten 90er Jahren als Standardverfahren allgemein
eingefiihrt und war nicht moglich, bevor Vakuumstanzverfahren entwickelt waren, mit denen
ein Verrutschen der Lision im weichen und beweglichen Brustdriisenparenchym vermieden
werden konnte. Insbesondere negative, also tumorfreie Befunde waren mit den zuvor
gebriduchlichen Stanzverfahren nicht glaubhaft gewesen. Heute ist (von Ausnahmen

abgesehen) eine prioperative stanzbioptische Diagnostik verpflichtend.

Ebenso ist klar, dass eine darauf folgende Brustdriisenteilresektion durch Féaden oder
Metallclips so zu markieren ist, dass der Pathologe sie anhand einer Mammaskizze
geometrisch ausrichten kann. Bei der Makropréiparation werden dann die Angaben zur Lage
im Raum durch am Prédparat angebrachte Farbmarkierungen ersetzt, was wiederum eine
Orientierung auch am histologischen Schnittpridparat ermoglicht. Alle diese Mallnahmen
erlauben eine wesentliche prizisere Diagnostik fiir die betroffene Patientin, aus welcher dann
wiederum auch eine bessere Therapieplanung resultiert. Bei randbildendem oder nahe an
einen Rand reichendem Tumor ist bei einer solchen Vorgehensweise eine gezielte
Nachresektion in einem zweiten Eingriff in Form einer gewebesparenden Entnahme nach Art

einer Mondsichel moglich.

4.3 Erprobung und Etablierung morphologischer Marker in Therapieplanung und
Pradiktion des klinischen Verlaufes (''Prognosemarker'')

An dem oben zitierten Patientenkollektiv beschrinkte sich die morphologische Untersuchung
der hergestellten Priparate rein auf die sogenannte Routinemikroskopie an HE- bzw. auch
PAS-gefirbten Schnitten. Diese Standardfarbungen sind auch nach wie vor dazu geeignet,
grundlegende Fragestellungen zur Diagnose, Typisierung und Tumorausdehnung zu

beantworten. Allerdings reichen sie andererseits nicht mehr aus, wenn es darum geht,
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spezielle Fragestellungen zu 16sen, insbesondere wenn es um den morphologischen Beitrag

zur Prognosestellung und zur Planung adjuvanter Therapien geht.

Nachdem konventionelle Sonderfiarbungen keine entsprechenden Erkenntnisse ermoglichen,
sind es insbesondere die immunhistochemischen Verfahren, mit denen man durch qualitative
bzw. semiquantitative Auswertungen zu erginzenden Aussagen gelangen kann. Im Laufe der
vergangenen Jahrzehnte sind sehr viele Marker an Mammakarzinomen erprobt worden, von
denen sich drei als prognostische und therapeutisch priadiktive Marker durchgesetzt haben und
zum Repertoire der individuellen Falldiagnostik gehoren. Dabei handelt es sich um den
Ostrogenrezeptor (ER), den Progesteronrezeptor (PR) und um Her-2/neu, die Leitlinien-
gemdl bei jedem Fall eines invasiven Mammakarzinoms bestimmt werden miissen. ER und
PR wurden fiir den immunhistochemischen Routinegebrauch in den 80er Jahren verfiigbar,
erlebten ihren Durchbruch aber erst, als sie nicht mehr an unfixierten Gefrierschnitten
angewandt werden mussten, sondern fiir Paraffinschnitte zur Verfiigung standen. Her-2/neu

ist in den mittleren 90er Jahren zum Standard geworden.

Viele andere Antikorper sind im Laufe der Jahre unter verschiedenen Zielsetzungen
angewandt worden, von denen die meisten heute im klinischen Alltag nicht eingesetzt
werden. Darunter befinden sich zum Beispiel p53, CD44 mit seinen Splicingvarianten v5 und

v6, p16 oder p27¥P!, ferner auch bcl-2 oder PCNA.

Ebenfalls nicht mehr bzw. kaum noch in Verwendung ist die Bestimmung der
Konzentrationen des urokinase-type plasminogen activator (UPA) und des plasminogen
activator  inhibitor type 1  (PAI-1). Eine prognostische Bedeutung ihrer
Konzentrationsbestimmung ist in groBen Studien insbesondere fiir Patientinnen ohne
Lymphknotenmetastasen herausgearbeitet worden (Harbeck et al., 2002; Janicke et al., 2001;
Look et al., 2002), und die Bestimmung von uPA/PAI-1 war in fritheren Auflagen der S3-
Leitlinie fiir Mammakarzinome, zuletzt in derjenigen von 2012, auch fiir diese
Patientengruppe empfohlen (Deutsche Krebsgesellschaft e.V. and Deutsche Gesellschaft fiir
Gynikologie und Geburtshilfe, 2008; Leitlinienprogramm Onkologie der AWMEF et al.,
2012). Allerdings ist die Anwendbarkeit der Untersuchung nur biochemisch, und zwar mittels

ELISA an Frischgewebe oder an unfixiert eingefrorenem Gewebe moglich und wurde auch
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nur an wenigen Laboren vorgehalten. Heute, wo annidhernd ausschlieBlich an fixiertem

Material gearbeitet wird, gibt es die uPA/PAI-1-Option praktisch nicht mehr.

4.4 Stellenwert des Proliferationsmarkers Ki-67 beim Mammakarzinom

Eine besondere Bedeutung kommt beim Mammakarzinom dem Proliferationsmarker Ki-67
(Synonym: MIB-1) zu, der sich iiber die letzten 20 Jahre als wichtiger diagnostischer und
prognostischer Marker bewihrt hat. Er wird anders als die oben genannten immun-
histochemischen Anwendungen, die vorwiegend qualitativ ausgewertet werden (Ja-Nein-
Prinzip), semiquantitativ in vom Untersucher geschitzten Prozentwerten angegeben. Er dient
bei unklaren Prozessen, insbesondere mesenchymalen Raumforderungen, als erginzender
Marker bei der Dignititsbestimmung und hat bei einigen Tumorentititen auch prognostische
Bedeutung erlangt, insbesondere auch bei Mammakarzinomen. Bei anderen Tumoren, z. B.
bei Lungenkarzinomen, gastrointestinalen Karzinomen oder Karzinomen der inneren Genitale

der Frau, spielt er hingegen keine oder nur eine untergeordnete Rolle.

Die Ki-67-Expression ist mit der Mitoserate, welche ja beim Mammakarzinom einen
besonderen Stellenwert im Grading hat, hoch korreliert und ermdglicht eine gute
prognostische Aussage (Niikura et al., 2014). Dabei fillt auf, dass die Ki-67-Grenzwerte
zwischen verschiedenen prognostischen Gruppen von Studie zu Studie recht unterschiedlich
ausfallen und auch die Daten zur interspezifischen Reproduzierbarkeit der Ki-67-Expression
widerspriichlich sind(Harris et al., 2016; Leung et al., 2016; Petrelli et al., 2015). Dennoch hat
man sich bei der Schaffung des Konzeptes molekularer Subtypen (siche Kapitel 1.5) darauf
eingelassen, eine feste Grenze fiir die Einteilung ansonsten gleichartig konfigurierter Mamma-
karzinom als Luminal A oder Luminal B zu ziehen, die bei 14% liegt. Die Grenze selber ist
aufgrund der unterschiedlichen Bedingungen von Labor zu Labor schon a priori
problematisch. Auflerdem wird in Fillen, bei denen man bei einer semiquantitativen
Schitzung in die Nédhe dieses Wertes kommt, eine quantitative Auszdhlung unumgénglich
sein. Diese kann manuell, also durch Auszdhlung von positiven und negativen Zellkernen
durch den Untersucher selber, oder bildanalytisch erfolgen. Die Methode der Bildanalyse hat
sich aber bislang nicht durchgesetzt.

Dass die Ki-67-Bestimmung beim Mammakarzinom methodisch umstritten ist, hat jetzt auch

Eingang in die Leitlinien gefunden. Aktuell gibt es keinen einheitlich anerkannten, klinisch
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relevanten Schwellenwert mehr. Der starre Schwellenwert von 14% wurde im St. Gallen-
Konsensus 2013 relativiert. 2015 legte sich das Konsensuspanel auf einen Schwellenwert von
<10% als "niedrig proliferierend" und Werte >20% als "hoch proliferierend" fest. Eine
Abgrenzung zwischen Luminal A und Luminal B nur anhand von Ki-67 kann somit nur in
diesen beiden Gruppen erfolgen und bleibt fiir Fille mit einer Proliferationsrate zwischen
10% und 20% strittig (Coates et al., 2015; Tumorzentrum Miinchen, 2015). Damit trigt man
insbesondere auch dem Problem sich von Labor zu Labor unterscheidender Werte Rechnung.
Ohne ins Detail zu gehen, sei erwihnt, dass in der aktuellen S3-Leitlinie von 2017 darauf
verwiesen wird, dass "von den Experten (...) betont (wurde), dass es nicht moglich ist,
allgemein giiltige Ki-67-Grenzwerte fiir Prognose, Pridiktion und Monitoring anzugeben. In
Studien definierte Grenzwerte konnten lokal nur angewandt werden, wenn die lokalen
Ergebnisse gegeniiber den Studienergebnissen validiert wurden" (Leitlinienprogramm Onko-
logie der AWMF et al.,, 2017). Dennoch bleibt bei allen Unzuldnglichkeiten und
Einschrinkungen Ki-67 die derzeit einzige Option, etwas iiber die Wachstums-

geschwindigkeit auszusagen.

4.5  Prognosestellung beim Mammakarzinom durch morphologisch charakterisier-
bare Apoptosemarker

Gerade auch weil man die Apoptose zumindest bedingt als "Gegenspieler" zur Ki-67-
darstellbaren Proliferation auffassen mag, macht es Sinn, sie in wissenschaftliche Unter-
suchungen mit einzubeziehen. Die Bearbeitung einer morphologisch charakterisierbaren
Apoptosemarkierung mit der TUNEL-Methode ist dabei fiir die Pathologie aus verschiedenen
Griinden attraktiv, insbesondere weil das Ergebnis der Untersuchung sichtbar, also sozusagen
in situ fassbar ist. Dabei ist das Signal mit demjenigen identisch, dass sich bei der Immun-
histochemie auch ergibt, obwohl kein immunhistochemisches Verfahren, sondern eine in situ-
Hybridisierung angewandt worden ist: Es zeigt sich nach der DAB-Entwicklung eine
homogene braune Kerndarstellung positiver Zellen, genau wie man es von den kernbindenden
immunhistochemischen Antikorpern wie ER, PR, Ki-67 oder GATA-3 kennt. Hinzu kommt,
dass man die Verteilung der Apoptose in verschiedenen Kompartimenten (z. B. Tumor-
peripherie gegeniiber Tumorzentrum) getrennt darstellen konnte und auch die Apoptoserate

im entziindlichen Begleitinfiltrat bestimmen konnte.

78



Das Verfahren, das man zur Apoptosedarstellung wihlt, wird dabei von der
wissenschaftlichen Ausrichtung der eigenen Arbeitsgruppe abhéngen und konnte daher auch
gut molekularer Natur statt wie hier Teil der morphologischen Onkologie sein. Dass hier ein
morphologisches Verfahren gewihlt wurde, hat auch damit zu tun, dass die Arbeitsgruppe, in
der diese Arbeit erstellt wurde, eine bildanalytische Ausrichtung hat und neben den Methoden
der DNA-Bildzytometrie und der Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH) auch die
Immunhistometrie, also die bildanalytische Quantifizierung kernbindender
immunhistochemischer Reaktionen, anwendet. Die bildanalytische Quantifizierung der
Expression anderer oben erwidhnter Marker war nicht moglich, da deren Firbesignale nicht
rein im Kern, sondern nur bzw. auch in anderen Kompartimenten der Zelle liegen. So binden
bcl-2 und Bax an der Zellmembran und im Zytoplasma bzw. BAG-1 im Zytoplasma und im

Zellkern.

Bevor auf die Ergebnisse der TUNEL-basierten Apoptosebestimmung im Kontext der
Literatur eingegangen wird, sollen die FErgebnisse der klinisch-morphologischen
Untersuchungen zusammengefasst werden. Dass diese den Erwartungen entsprechen, belegt
im Umkehrschluss die Eignung unseres Patientenkollektivs fiir die Erprobung weiterer

Variablen.

Eigene Ergebnisse: Klinisch-prognostische Grundgrofien

In der Primérdiagnostik von Mammakarzinomen werden die Tumorgrof3e (pT), der axilldre
Lymphknotenstatus (pN), das Grading, der Hormonrezepterstatus fiir ER und PR sowie der
HER-2/neu-Status an Biopsat bzw. Resektat routinemidfig bestimmt und um klinisch-
bildgebende Angaben zu etwaigen Fernmetastasen (M) ergidnzt. Entsprechend wird zur Wahl
der adjuvanten Therapie sowie zur Prognostik das Wissen um die Ausprigung dieser
Parameter klinisch als gegeben vorausgesetzt. Die prognostische Aussagekraft dieser Gro3en
konnte, soweit im Rahmen dieser Arbeit getestet, erneut bestitigt werden, was die
Verwendbarkeit unseres Patientenkollektivs fiir prognostische Studien unterstiitzt. Anders
herum gesagt wire eine prognostische Aussage einer neuen Variablen kaum glaubhaft, wenn
sie beispielsweise an einem Patientenkollektiv erbracht wiirde, bei dem pN prognostisch

irrelevant wire.
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In unserer Studie korrelierten das postoperative Tumorstadium (pTNM mit p = 0,0001) wie
auch die Einzelkomponenten postoperative TumorgréBe (pT mit p = 0,0230) und Fernmeta-
stasierung (M mit p = 0,0024) signifikant mit dem Gesamtiiberleben. Besonders
hervorzuheben ist der axillire Nodalstatus (pN) als hochsignifikanter Parameter. Dies traf
sowohl in der univariaten Analyse (p = 0,0002), als auch in der multivariaten Analyse im
Cox-Modell zu, in der er als erster und somit wichtigster unabhéngiger Faktor aufgenommen
wurde. Auf die Zahl tumords befallener Lymphknoten, die ebenfalls nach Studienlage mit
dem erkrankungsfreiem Intervall und dem Gesamtiiberleben korreliert (Fisher et al., 1983),
wurde in unserer Studie nicht eingegangen, weil sonst viele kleine Subkollektive bei der
Auswertung entstanden wéren. Insgesamt besteht in der Literatur am besonderen Stellenwert
der axilldren Lymphknotenparameter kein Zweifel (Gaglia et al., 1987; Kett et al., 2002).

Die univariate Untersuchung der Tumorgrole pT ergab graphisch eine gute Trennschirfe, war
aber (auch aufgrund der groBeren Zahl von Gruppen) mit p = 0,0230 der schwichste
Parameter der TNM-Klassifikation. Trotzdem wurde pT multivariat beriicksichtigt, obwohl
die TumorgroBe in gewisser Weise mit dem Lymphknotenstatus korreliert ist; in der Literatur
wird jedenfalls davon ausgegangen, dass die Tumorgrole beim Mammakarzinom einen
Riickschluss darauf zulidsst, ob die axilliren Lymphknoten befallen sein werden oder nicht
(Giuliano et al., 2010). Dabei korreliert die Tumorgrofe (pT) mit dem Risiko des
Lymphknotenbefalls (pN) (Carter et al., 1989), worauf auch unten anhand neuerer Daten von
Scheurer (2013) noch einmal eingegangen wird (siehe Kapitel 4.6), und ein Befall der
Lymphknoten erhoht das Risiko fiir eine Fernmetastasierung (M) (Arriagada et al., 1992;
Atkinson et al., 1986; Fisher et al., 1969). Bei nodal-negativen Befunden (pNO) stellt die

Tumorgrofe den wichtigsten weiteren prognostischen Faktor dar (Galea et al., 1992).

Das histomorphologische Grading war mit p = 0,0031 sowohl univariat als auch multivariat
signifikant und wurde ebenfalls multivariat beriicksichtigt. Das Grading in der heute obligaten
modifizierten Form nach Elston und Ellis (Elston and Ellis, 1991) zeigt mit zunehmender
Entdifferenzierung des Gewebes eine abnehmende Uberlebenswahrscheinlichkeit an. In der
Literatur wird die klinische Relevanz des Gradings ebenfalls bestétigt (Bilik et al., 1986;
Freedman et al., 1979; Schumacher et al., 1993). Zudem wurden bei uns die in das Grading
einflieBenden Parameter Mitoserate (MIT), Kernpleomorphie (KP) und tubulédre Differen-

zierung (TD) einzeln betrachtet, wobei lediglich eine signifikante Korrelation zwischen der
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Mitoserate und dem Uberleben bestand (p = 0,0036). Keine Signifikanz zeigten hingegen die
Kernpleomorphie (p = 0,0608), die aber graphisch zumindest im Trend eine schlechtere Pro-
gnose von Karzinomen mit hoher Kernpleomorphie erkennen lieB, und die tubuldre Dif-

ferenzierung (p = 0,3052).

Ein positiver biochemischer Progesteronrezeptorstatus (PR) zeigte einen giinstigen Einfluss
auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit (p=0,0156). Seine Bedeutung fiir die Prognostik ist
auch aus seiner Aufnahme in das Cox-Modell als zweiter Parameter bzw. auch aus seinem
realen prognostischen Effekt bei der Validierung des Cox-Modells abzuleiten. Diese geht in
erster Linie darauf zuriick, dass er mit dem Lymphknotenstatus, der als erster aufgenommen
wurde, nicht stark korreliert ist. Der Ostrogenrezeptorstatus hingegen hat weder die
entsprechende Signifikanz in der univariaten Untersuchung, noch wurde er in unser
multivariates Cox-Modell aufgenommen. Dabei muss allerdings bedacht werden, dass hier die
inzwischen verlassene Methode der biochemischen Bestimmung am Frischmaterial verwendet
wurde und die immunhistochemisch ermittelten prognostischen Aussagen anderer
Promotionsstudien aus Griinden der Problematik der Zweitverwertung nicht dargestellt
werden konnten. Auf eine weiterfithrende Literaturdiskussion wird daher hier auch verzichtet.
Wichtig ist der Ostrogenrezeptorstatus allein schon deswegen, da die antihormonelle Therapie
beim Mammakarzinom eine primér antiostrogene Wirkung hat und daher das Wissen um die
Rezeptorauspriagung als priadiktive Grof3e fiir das Ansprechen auf die antihormonelle Therapie

herangezogen werden konnte.

Eigene Ergebnisse: Tumorprognostik mit TUNEL-basierter Apoptosequantifizierung

Was die TUNEL-basierte Analyse der Apoptose betrifft, so lieBen sich mit den "klassischen"
GroBen der Betrachtung des durchschnittlichen Apoptosewertes iiber alle Messzellen der 20
untersuchten Gesichtsfelder (APOmean) und des hochsten Einzelwertes innerhalb der 20
Gesichtsfelder (APOmax) Aussagen zur Prognose treffen, und zwar in der Hinsicht, dass
Patientinnen mit hohen Apoptosewerten (Q3) besser abschnitten als Patientinnen mit
mittleren (Q2) oder geringen Apoptosewerten (Q1). Eine hohere Apoptoserate hatte also
einen positiven prognostischen Effekt, der bei APOmean signifikant (p = 0,0108) und bei
APOmax fast signifikant war (p = 0,0559). Mit den iibrigen Messgrolen (APOmin, APOmod und
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APOmeq) ergaben sich erwartungsgemill solche Ergebnisse nicht (p > 0,05); es wire aus
tumorbiologischer Sicht auch iiberraschend gewesen, wenn nun gerade aus dem Gesichtsfeld
mit dem geringsten Apoptosewert eine prognostische Aussage zu ziehen gewesen wire;
Ahnliches gilt fiir die beiden Verteilungsparameter. Dass hingegen keine prognostische
Aussage mit APOicne und APOgrea zu erzielen war (p > 0,05), ist ein im Grunde fiir die
Glaubwiirdigkeit der Studie notwendiges Ergebnis, da es die Unabhingigkeit der Aussage von
der durchaus von Fall zu Fall deutlichen schwankenden Gesamtzahl bzw. Gesamtfliache der

untersuchten Messzellen belegt.

Bezogen auf die multivariate Bedeutung der Apoptosequantifizierung fallen die Ergebnisse
hingegen erniichternd aus. Das multivariate Cox-Modell ergab, dass die Apoptose erst ganz
am Ende in Form von APOmax zu vier vorher aufgenommenen Grofen (pN, PR, pT und Grad)
als fiinfte und somit relativ gesehen schwéchste hinzutritt, aber immerhin aufgenommen wird.
Diese Tatsache ldsst aber bereits vermuten, dass das, was die Apoptosequantifizierung zur
Gesamtprognose beisteuern kann, eher von geringer Bedeutung sein diirfte und bestitigte sich
auch bei der Validierung der multivariaten Analyse. Dabei wurde versucht, die Beriick-
sichtigung von Variablen Schritt fiir Schritt nachzuvollziehen und jeweils den wirklichen
"Mehrwert" der Aufnahme der Einzelvariablen zu analysieren (siehe Kapitel 3.2.3). Der
Zugewinn an prognostischer Information ist graphisch erkennbar, bleibt aber minimal: Er
lasst sich als Unterschied des Kurvenverlaufes der multivariaten Funktion MP5 gegeniiber
dem der multivariaten Funktion MP4 interpretieren. Dieser ist so gering, dass ihm eine
klinische Bedeutung sicher nicht zukommt und er auch in der biometrischen Analyse nicht

signifikant ist.

Man kann also aus der Studie schlussfolgern, dass TUNEL-basierte Apoptosebestimmungen
durchaus Uberlebensunterschiede darstellen konnen, die einen positiven Effekt einer hoheren
Apoptoserate auf die Prognose von Mammakarzinomen beschrieben. Gleichzeitig aber zeigte
sich, dass ihre Erhebung nicht notwendig ist, da andere "klassische" Parameter, die ohnehin in
der Routinediagnostik erhoben werden, die Prognose bereits hinreichend und letztendlich

besser abbilden.
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Bei alledem muss allerdings bedacht werden, dass in unserer Studie ausschlieBlich das
"allgemeine Uberleben" der Patientinnen als zeitliche Variable verwendet werden konnte,
nicht hingegen das "tumorbedingte Uberleben" oder die Zeit bis zum Auftreten eines
Tumorrezidivs. Zudem stellt sich fiir den einzelnen Patienten auch die Frage nach der
Lebensqualitit und dem Mehrwert bzw. Uberlebensvorteil durch neue Parameter, die

genauere, individuelle Aussagen ermdglichen sollen.

Untersuchungen zur prognostischen Bedeutung der Apoptosequantifizierung beim
Mammakarzinom in der Literatur

In der Literatur liegen bereits einige, unterschiedlich angelegte Studien zur Quantifizierung
von apoptotischen Zellen bei Mammakarzinomen hinsichtlich ihrer Prognose vor. Dabei
wurden alle verfiigbaren Arbeiten beriicksichtigt, die entweder eine Zidhlung von
apoptotischen Zellen am HE-Schnitt oder am nach dem TUNEL-Verfahren hergestellten
Préparat beinhalteten; dabei wurde durch manuelle Auszihlung am Préparat in der Regel ein
prozentualer Wert nach Art von APOmean bestimmt. Allgemein fiel auf, dass es sowohl
Arbeiten gibt, bei denen hohe Apoptosewerte mit einer besseren Prognose der Patienten
verbunden sind, als auch solche, die gegenteiliger Auffassung sind. Als sehr unterschiedlich
erwiesen sich auch die Studien beziiglich ihres Designs, der beriicksichtigten sonstigen
Variablen und auch der klinischen Ergebnisse. Nicht alle vorgelegten Daten waren dabei
verstindlich bzw. nachvollziehbar. Bildanalytische Untersuchungen gibt es zu Mamma-
karzinomen tiberhaupt keine, so dass die hier vorgelegte Studie von der Methodik her eine
Erstbeschreibung ist. Fiir die allermeisten Arbeiten gilt ferner, dass die in ihnen dargestellten
Uberlebensunterschiede lediglich univariat herausgearbeitet werden konnten und sich, soweit
durchgefiihrt, &@hnlich wie in unserer Studie keine nennenswerte Relevanz der

Apoptoseparameter in der multivariaten Analyse ergab.

Arbeiten, in denen hohe Apoptosewerte mit guter Prognose assoziiert waren

Die beiden Arbeiten, die dhnlich wie bei uns fiir erhohte Apoptosewerte zu prognostisch

giinstigeren Ergebnissen kamen, gehen jeweils auf eine TUNEL-Anwendung zuriick.
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Die grofere von ihnen stammt aus Deutschland (Schondorf et al., 2004) und umfasst 298
Fiélle von Mammakarzinomen im Stadium MO aus den Jahren 1983-1989. In ihr ging man bei
der Auswertung in zwei Gruppen davon aus, dass ein erhohter Apoptosewert ab 5% positiver
Zellen anzunehmen wire. Von den 189 Patientinnen mit geringer Apoptose lebten nach 8

Jahren noch ca. 50%, von den 109 Patientinnen mit erhohter Apoptose noch ca. 70%.

Eine kleinere Studie aus Japan (Tanaka et al., 2000) an 167 konsekutiven Fillen aus den
Jahren 1988-1994 setzte als Grenzwert zwischen niedrigen und hohen Apoptosewerten einen
Wert von 0,52% an, also nur ca. ein Zehntel des Wertes aus der groBeren Studie. Von den 89
Patientinnen mit hohen Werten lebten nach 7 Jahren noch ca. 95%, von den 78 Patientinnen
mit niedrigen Werten noch ca. 75%. Uberraschend und im Grunde nicht zu erkliren sind die
exzellenten Uberlebensdaten im Patientenkollektiv, obwohl jeweils iiber 70% der
Patientinnen Tumorgréen von > 2 cm (Stadium T2 und héher) bzw. BlutgefdBinfiltrate

aufwiesen (V1) und iiber 60% Lymphknotenmetastasen hatten (N+).

Arbeiten, in denen niedrige Apoptosewerte mit guter Prognose assoziiert waren

Dem gegeniiber stehen Arbeiten, in denen ein Uberlebensvorteil fiir diejenigen Patientinnen
ermittelt wurde, deren Mammakarzinome eine geringe Apoptoseneigung zeigten. Dabei gibt
es sowohl TUNEL-basierte Arbeiten als auch Arbeiten, bei denen Auszdhlungen von

apoptotischen Zellen am HE-Schnitt vorgenommen wurden.

In einer TUNEL-basierten Studie aus Spanien an 65 Fillen (Gonzédlez-Cdmpora et al., 2000),
die bei einer medianen Tumorgrofe von 3 cm allerdings vorwiegend Tumoren hoherer
Stadien (T2, T3) untersuchte, wurde fiir die Unterscheidung niedriger und hoher
Apoptoseraten ein Grenzwert von 30 positiven Tumorzellen in 10 Gesichtsfeldern zugrunde
gelegt, was einer Aufteilung der Fille im Verhiltnis 34:31 entsprach. Patientinnen mit hoher
Tumorapoptose zeigten ein 6-Jahres-Uberleben von ca. 50%, diejenigen mit niedrigen Werten
hingegen von ca. 85% (p = 0,003). Auch multivariat erwies sich die Apoptoserate neben dem

Ostrogenrezeptorstatus als relevant.
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Eine groBe Arbeit aus den USA befasste sich mit dem prognostischen Effekt der morpho-
logischen Zdhlung von Apoptosezellen beim Mammakarzinom an HE-Schnitten (Liu et al.,
2001). Zur Verfiigung standen 791 Fille mit Langzeit-Follow-Up; bei einem Grenzwert
zwischen niedrigen und hohen Apoptosewerten von 0,368% (Original: 3,68 pro 1000
Tumorzellen) ergab sich ein 10-Jahres-Uberleben bei niedrigen Werten von ca. 50% und fiir
hohe Werte von ca. 40%; dabei wurde ein p-Wert von 0,006 genannt, der aber offenbar eher
der groBen Zahl von Fillen, weniger einem wirklichen klinisch nutzbaren Uberlebens-
unterschied geschuldet ist. Mit der TUNEL-Methode wurden an einem Teilkollektiv
methodische Daten im Vergleich zur Auszdhlung an HE-Schnitten erhoben und an 232 Fillen
ein schwach signifikanter (p = 0,0238) Korrelationskoeffizient von vermutlich® r = 0,15

ermittelt.

Ahnlich kam eine Studie aus Finnland, in welcher ebenfalls an HE-Schnitten apoptotische
Zellen ausgezihlt wurden, zu dem Ergebnis, dass eine geringe Apoptose mit einer besseren
Prognose assoziiert wére (Lipponen et al., 1994). Dort wurde mit einem Grenzwert von 3
apoptotischen Zellen / mm? gearbeitet, durch welchen das Patientenkollektiv von 288 Fillen
im Verhiltnis 73:215, also etwa 1:3, aufgeteilt wurde. Fiir die Gruppe mit niedrigen
Apoptosewerten ergab sich ein 10-Jahres-Uberleben von ca. 75%, fiir die andere Gruppe von
ca. 50% (p = 0,004); eine getrennte Analyse fiir den Lymphknotenstatus zeigte, dass der

Uberlebensvorteil in der Gruppe NO stirker war als fiir N1-Patientinnen.

Eine spanische Arbeitsgruppe (Villar et al., 2001) untersuchte 116 Félle von Mamma-
karzinomen mit der TUNEL-Methode und ermittelte fiir Patientinnen mit niedriger
Tumorapoptose ein 5-Jahres-Uberleben von gut 80% im Vergleich zur Gruppe mit hohen
Werten, die auf ca. 55% kam. Als Grenzwert wurde ein Apoptosewert von 0,75% gesetzt.
Nicht ganz nachvollziehbar ist in der Arbeit, dass dieser Wert den Median der
Datenverteilung représentieren soll, die Patientengruppen aber im Verhiltnis 43 : 73 sehr

ungleich besetzt waren. Multivariat wurde hier der Apoptoseindex nach dem Tumorstadium

3 In der Arbeit ist ein Wert von r = 1,15 mit einem 95%-Konfidenzintervall von 0,02 - 0,27 angegeben, was zu der Idee eines
Schreibfehlers bei r fiihrt. Zum einen gibt es keine Werte fiir r, die > 1 sein konnen, zum anderen muss der Korrelations-
koeffizient im 95%-Konfidenzintervall liegen.
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(T1/T2 vs. T3/T4) als relevant akzeptiert, was anhand der vorgelegten univariaten Daten

iiberrascht.

Eine Arbeitsgruppe in den Niederlanden untersuchte die klinisch-prognostische Aussagekraft
der Apoptosezihlung am HE-Schnitt an 172 Fillen von Mammakarzinomen (De Jong et al.,
2000). Mit einem Grenzwert von 10 apoptotischen Tumorzellen pro mm? lag das 10-Jahres-
Uberleben bei niedrigeren Werten bei ca. 80%, bei hoheren nur bei ca. 50%. Multivariat
ergédnzten sich Mitosezahl und Apoptosezahl als wichtigste Parameter und waren hier sogar
bedeutender als der Lymphknotenstatus. Mit dieser iiberraschenden Aussage stehen die

Autoren allerdings allein.

Arbeiten, in denen Apoptosewerte keine Prognoseassoziation zeigten

SchlieBlich sind noch Arbeiten zu nennen, in denen die Bestimmung der Apoptose selbst

univariat keinen sinnvollen prognostischen Effekt aufwies.

In einer spanischen Studie (Sirvent et al., 2004), die sich auf 186 Mammakarzinome in den
Tumorstadien T1 und T2 bezog, wurde der Apoptoseindex als durchschnittliche Zahl
TUNEL-positiver Tumorzellen in 10 Gesichtsfeldern bestimmt und mit einem Grenzwert von
10 gearbeitet; hierdurch ergaben sich fiir niedrige oder hohe Apoptosewerte zwei anndhernd
gleich grofe Gruppen. Dabei zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Gruppen bzgl.

Uberleben oder rezidivfreiem Intervall.

In einer Studie aus Japan (Kato et al., 2002) an 422 Fillen von Mammakarzinomen ergab sich
fiir die Quantifizierung der Apoptosezahlen keine prognostische Signifikanz, bezogen auf das
Langzeitiiberleben bzw. das Rezidiv-freie Uberleben der Patientinnen, fiir die zum Teil ein
Beobachtungszeitraum von mehr als 20 Jahren ausgewertet werden konnte. Leider stand die
Arbeit nur als Abstrakt zur Verfiigung, so dass Grenzwerte fiir niedrige oder hohe Werte bzw.
Angaben zu Charakteristika der Tumoren etc. nicht wiedergegeben werden konnen. Pro-

gnostisch fithrend waren u.a. der Mitoseindex und der Nekrosegrad.

Ahnlich wurde in einer Arbeit aus den USA (Berardo et al., 1998), in der 979 Fille von

Mammakarzinomen mit Lymphknoten-, aber ohne Fernmetastasen beriicksichtigt wurden,
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kein Einfluss der per TUNEL-Methode markierten apoptotischen Zellen auf das Uberleben
festgestellt. Dabei wurde als Grenzwert zwischen niedrig und hoch 1% angesetzt, bezogen auf
mindestens 100 untersuchte Tumorzellen. Viel mehr lasst sich aus dieser Arbeit, in der die
Quantifizierung der Apoptosezahl aber nur einen Seitenaspekt darstellte, nicht ablesen;
allerdings waren die Ergebnisse zur Apoptose mit prognostisch ungiinstigen Faktoren (Verlust

der Hormonrezeptorexpression, Zahl befallener Lymphknoten) korreliert.

Zusammenfassende Beurteilung der Apoptoseanwendung beim Mammakarzinom und ergin-
zende Ansitze

Die Diskussion der prognostisch ausgerichteten Publikationen zeigt, wie heterogen die
Erfahrungen der einzelnen Arbeitsgruppen mit Apoptose-bezogenen Prognoseparametern
sind, was sicher mit erklért, warum sich diese bislang nicht durchgesetzt haben. Von der Zahl
her tiberwiegen dabei zwar die Arbeiten, die in hoher Apoptose eine Grofle mit schlechter
Prognose sehen; inhaltlich und von ihrem Design her sehen aber auch die Arbeiten mit
gegenteiligem FErgebnis nicht schlechter aus. Klar ist, dass die sehr verschiedenen
Grenzziehungen fiir "niedrig" oder "hoch" ebenso nicht zum Vertrauen in diese Groflen
beitragen konnen - es ergibt sich hier die Uberlegung, dass die Bestimmung der Apoptose

nicht ausreichend standardisiert sein konnte.

Auf methodische Probleme mit der TUNEL-Methode wurde vor einigen Jahren bereits einmal
gezielt eingegangen (Miedlich, 2015). Am Beispiel des Rattenhodens wurde der Einfluss der
Fixation auf die durch Auszdhlung am Schnittpriparat erhobenen Apoptosezahlen bestimmt
und in den Gesamtzusammenhang methodischer Voruntersuchungen anderer Arbeitsgruppen
gestellt. Zusammenfassend sind diverse methodische Einflussgroen zu bedenken (siehe
dortiges Kapitel 4.1), die sich letztendlich bei retrospektiven klinischen Studien, die an bereits
vorhandenen Materialien vorgenommen werden, aber nicht beriicksichtigen lassen und wohl
der Standardisierung der Ergebnisse im Weg stehen. Fiir solche Studien ist im Grunde nur
moglich, an dem zur Verfiigung stehenden Gewebe moglichst genau die Vorgaben der
gewerblich erhiltlichen TUNEL-Kits einzuhalten und alle Proben moglichst gleichartig zu
behandeln.

Eine andere Frage wire, ob sich an den morphologischen Kriterien zur Erkennung einer

apoptotischen Zelle, die in den Arbeiten, an denen am HE-Schnitt ausgezihlt wurde, eine
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Standardisierung ermoglichen lieBe. Definitiv angegeben wurden sie beispielsweise von der
Arbeitsgruppe von Jan Peter Baak (damals Amsterdam), die bereits durch ihre methodischen
Arbeiten zur Standardisierung der Mitosequantifizierung hervorgetreten war. In einer Studie
an verschiedenen Mammalésionen mit paralleler Mitose- und Apoptosequantifizierung wurde
unter Doppelbefundung jeder Zelle durch zwei Untersucher wie folgt vorgegangen

(Mommers et al., 1999):

"Strict morphological criteria were used to identify mitotic and apoptotic cells and

these were counted only when both observers agreed. (...)

Apoptotic cells had retracted and often eosinophilic cytoplasm, condensation of
nuclear chromatin, either at the nuclear membrane (earliest phase), throughout the
nucleus, or in round nuclear fragments (latest phase). It concerned isolated cells. To
deal with necrosis if present, at least one normal epithelial cell had to be in between

the necrotic area and the apoptotic cell, before the apoptotic cell was included.”

Inhaltlich lieB sich zeigen, dass die durchschnittlichen Zahlen fiir Mitosen und Apoptosen bei
gutartigen Mammalédsionen am geringsten sind und danach bei steigender tumorbiologischer
Wertigkeit anderer Lésionen jeweils ansteigen (Mommers et al., 1999); dies galt auch fiir
einen von ihnen vorgeschlagenen neuen Parameter, den M/A-Quotienten, bei dem Mitosezahl
und Apoptosezahl in einem Quotienten in Beziehung gesetzt werden. Weiter verfolgt wurde
dieser Ansatz aber nicht; insbesondere in der oben erwidhnten prognostischen Arbeit aus dem
Folgejahr wurde er iiberraschenderweise nicht verwendet und somit nicht klinisch erprobt (De

Jong et al., 2000).

Eine aktuelle Arbeit aus Indonesien (Shintia et al., 2016) bietet noch einen interessanten
neuen klinischen Ansatz, der in der aktuellen Medizin mit mehr und individuelleren
therapeutischen Vorgehensweisen weiterfithren konnte. Sie bezieht sich auf die Aussagekraft
der TUNEL-Methodik beim Mammakarzinom im Vergleich von Untersuchungen an 42
pritherapeutischen Biopsien und spiteren Resektaten nach neoadjuvanter Chemotherapie,
also mit einem neuen und bisher noch nicht vorgenommenen Studiendesign. Bestimmt wurde
ein mittlerer Wert fiir TUNEL-positive Tumorzellen, bezogen auf die Gesamtzahl der

Tumorzellen. Die Auswertung erfolgte in Kombination mit einem Tumorregressionsscore
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nach Miller-Payne (MP), der in Deutschland allerdings ungebrauchlich ist: Dabei wird bei der
Erstellung des MP-Scores der Riickgang der Tumorzellularitit ("tumour cellularity") im
Vergleich von Biopsie und Resektat in fiinf Kategorien (0%, 1-30%, 30-90%, 90-99%, 100%
[= Komplettremission]) geschitzt. In einem "modifizierten Miller-Payne-Score" (MMP)
wurden dann Verdnderungen in der Tumorzellularitit zwischen beiden Pridparaten der
Patientin und der Apoptosewert am Resektat zusammengefiihrt. Soweit sich die komplexen
Darstellungen in der Publikation nachvollziehen lassen, bestanden zwischen den
Apoptosewerten und einer Tumorremission kein erkennbarer Zusammenhang. Dennoch liegt
hier ein Ansatz vor, der gegebenenfalls noch einmal anhand eines grofleren und besser

definierten Fallkollektivs und einfacheren Auswertemethoden weiterverfolgt werden sollte.

4.6  Ausblick: Aktuelle Ansitze zur weiteren Prognoseverbesserung von Mamma-
karzinomen

Mammakarzinome stehen nach wie vor im Mittelpunkt onkologischer Forschung. Trotz ihrer
vergleichsweise jetzt schon guten Gesamtprognose, verglichen mit der der meisten anderen
malignen Tumorentititen, stellen sie allein schon ihrer Héufigkeit wegen die klinisch-
onkologische Medizin vor grole Herausforderungen in Diagnostik und Therapie. So stellt das
Mammakarzinom mit 69.220 Neuerkrankungen pro Jahr, bezogen auf die aktuellen Zahlen
von 2014, nicht nur 30,5% aller Malignome bei Frauen, sondern ist auch noch fast 2,5-mal so
hiufig wie der zweithiufigste maligne Tumor der Frau, das kolorektale Karzinom, mit seinen
27.890 Neuerkrankungen (Robert Koch-Institut und die Gesellschaft der epidemiologischen
Krebsregister in Deutschland e.V., 2017). AuBlerdem sind, anders als bei vielen anderen
Karzinomen, auch relativ gesehen hiufiger jiingere Menschen von der Erkrankung betroffen,
was sich in einem niedrigeren mittleren Erkrankungsalter von 64 Jahren im Vergleich zu
kolorektalen Karzinomen oder Pankreaskarzinomen (jeweils 75 Jahre) niederschlidgt (Robert
Koch-Institut und die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V.,
2017).

Legt man die prognostisch relevanten Groflen Stadium, Grading und pridiktive Marker
zugrunde, so kann man die Bestrebungen, die in die Zukunft gerichtet sind, wie folgt be-

schreiben:
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Tumorstadium: Ansitze zur Erkennung von Mammakarzinomen in fritheren Stadien

In der Diagnostik werden weiterhin die Bestrebungen darauf gerichtet sein,
Mammakarzinome noch eher zu finden als bisher. Sofern man dabei an die Palpation der
Brust als erste Methode denkt, gibt es allerdings letztendlich eine Untergrenze fiir auffillige
Befunde zwischen 0,5 cm und 1 cm (Heywang-K&brunner and Schreer, 2015), unterhalb

derer ein Mammatumor hiufig ohne auffilligen Tastbefund bleiben wird.

Inwieweit es moglich sein wird, die immer noch vorkommenden groeren Tumoren an Zahl
zu verringern, wird von mehreren Faktoren abhingen. Sicher ist dabei sinnvoll, kontinuierlich
Aufkldrungsarbeit bzgl. der Selbstpalpation der Patientinnen zu leisten. Eine Schliisselrolle
wird dabei den gynikologischen Praxen zukommen, in denen ein Grof3teil der verdédchtigen
Mammalédsionen entdeckt bzw. zur Abkldrung gebracht wird. Allerdings kénnen dort auch
nur diejenigen Patientinnen behandelt werden, die sich dort vorstellen. Interessant zu wissen
wire, ob bei Frauen, die schon lange keine Mammauntersuchung mehr hatten, grofere
Mammakarzinome aufgefunden werden als bei Frauen, die regelmiBiger an der
Krebsvorsorge teilnehmen. Daten hierzu waren nicht zu ermitteln - es gibt aber Ergebnisse
aus Mecklenburg-Vorpommern fiir ein gut vergleichbares Thema, ndmlich die Ausdehnung
von Zervixkarzinomen, bezogen auf die Teilnahme der Patientinnen an der Krebsvorsorge
(Marquardt et al., 2011): Bei der Aufarbeitung von 617 Zervixkarzinomen zeigte sich dort,
dass bei Frauen, die regelmiBig ("regular") oder wenigstens unregelmifig ("irregular") an
der Krebsvorsorge teilgenommen hatten, hdufiger weniger fortgeschrittene Tumoren
vorkamen als bei Frauen, die gar nicht zur Krebsvorsorge gegangen waren ("none").
Innerhalb der Tumoren im Stadium pT1lal/pT1a2 betrug der Anteil von Frauen mit Teilnahme
an der Krebsvorsorge 65,4%, im Stadium pT1b 52,8%, im Stadium pT2 28,7%, im Stadium
pT3 12,6% und im Stadium pT4 8,2%. Fasst man die Ergebnisse in nur zwei Gruppen
zusammen, so betrdgt der Anteil im Stadium pT1 58,6% und im Stadium pT2-pT4 17,8%.

Ahnliche Resultate wiren auch fiir Mammakarzinome vorstellbar.

Dass tiber die Zeit die TumorgroBen bei Entdeckung kleiner geworden sind, wird auch fiir
Deutschland allgemein angenommen, ist aber nur wenig in Vergleichsstudien belegt. In einer
Kooperation der Universititsfrauenkliniken Berlin und Miinchen lag die durchschnittliche

histologisch gemessene Tumorgrofe fiir konsekutiv gesammelte Fille von invasiven Mamma-

90



karzinomen in einem ersten Kollektiv von 1981-1985 bei 24,7 mm (n = 849), im zweiten
Kollektiv von 1986-1990 hingegen bei 20,5 mm (n = 807); dieser Unterschied war im t-Test
statistisch signifikant (p < 0,0001) (Harms, 2004). Daten aus unserer Arbeitsgruppe an
allerdings kleineren Vergleichskollektiven bestitigen diesen Riickgang. Im oben bereits
erwihnten Patientenkollektiv aus der RWTH Aachen aus der zweiten Hilfte der 70er Jahre,
das 104 Fille umfasste, betrug die durchschnittliche Tumorgrofle 29 mm, in einem zweiten,
das im Jahr 2004 am Universitdtsklinikum Mainz (n = 128) konsekutiv zusammengestellt
wurde, lag sie statistisch signifikant deutlich niedriger (p < 0,0001), ndmlich bei 20 mm
(Nolte, 2012).

Da diese eher kleinen Vergleichsstudien nicht ausreichend représentativ und zum Teil auch
nicht mehr aktuell genug erschienen, sind wir an das Tumorregister Miinchen mit der Bitte
herangetreten, dass aus dem dortigen Datensatz entsprechende jihrliche Zahlen generiert
wiirden. Diese Zahlen, im Dezember 2018 zur Verfiigung gestellt, sind nunmehr auch auf der
Homepage des Tumorregisters verfiigbar (Tumorregister Miinchen 2018b): Sie beziehen sich
auf die Jahre 1998 bis 2016 und schlieBen 66.255 Fille ein, dabei pro Jahr zwischen 1.902
und 4.367 Fillen. Es zeigte sich, dass die Werte fiir den Median und fiir den Mittelwert der
TumorgréBe im genannten Zeitraum anndhernd konstant waren und sich hochstens noch ein
minimaler Trend nach unten abzeichnet: Die Medianwerte lagen von 1998-2014 bei 18 mm,
ab 2015 bei 17 mm; der mittlere Mittelwert iiber die untersuchten Jahre von 22,3 mm wurde
in den Jahren 2015 und 2016 mit 21,8 mm und 21,6 mm etwas unterschritten. Dies bedeutet,
dass die Erwartungen, die man mit der verbesserten Diagnostik bzgl. einer fritheren Tumor-
erkennung verbindet, nicht mehr zu hoch sein sollten und Reduktionen von Tumorgrof3en von
mehreren Millimetern, anders als in den Jahrzehnten zuvor, in absehbarer Zeit wohl nicht

mehr gelingen werden.

Die Bedeutung der Verkleinerung der Tumorgrofe liegt dabei kaum in der besseren
Beherrschbarkeit der lokalen Tumorkontrolle, sondern in der Korrelation zwischen Tumor-
grofe und Metastasierungsrisiko und damit dem Risiko einer systemisch manifesten
Tumorausbreitung. Hierzu sei auf neuere Zahlen aus der Frauenklinik des Robert-Bosch-
Krankenhauses in Stuttgart verwiesen. Bezogen auf 754 Fille von Mammakarzinomen mit
bekannter Tumorgrofe, von denen 550 keinen Lymphknotenbefall aufwiesen (pNO, 73,0%),
163 einen Befall des bzw. der Sentinel-Lymphknoten zeigten (21,6%) und 41 dariiber hinaus

auch Tumor-positive Non-Sentinel-Lymphknoten aufwiesen (5,4%), ergaben sich durch-

91



schnittliche Tumorgroen fiir alle 754 Fille von 19,3 mm, fiir die beiden lymphatisch
metastasierten Gruppen hingegen von 23,1 mm bzw. 24,7 mm (Scheurer, 2013). Fiir die Fille
der Gruppe pNO ldsst sich aus einer tabellarischen Darstellung in der Studie eine durch-
schnittliche Tumorgrofe von ca. 17,5 mm rekonstruieren. Diese Daten belegen, dass wenige
Millimeter ausschlaggebend sein konnen iiber den Ausfall von pN, dem nach wie vor
wichtigsten prognostischen Parameter, und dass sich entsprechend der diagnostische "Kampf"
um jeden Millimeter Primirtumorgrofe trotz der Tatsache, dass (siehe oben) die Mafle in den

letzten Jahren stagnieren, lohnt.

Tumorgradierung und Bestimmung der Routinemarker ER, PR, Her-2/neu und Ki-67:
Erhebung bewihrter, aber wissenschaftlich ausgereizter GroBen

Ist ein Tumor bioptisch gesichert bzw. operativ entfernt, so wiirde sich auch in Zukunft
zundchst die Bestimmung von fiir die Therapiewahl wichtigen Routinemarkern anschlieBen.
Das Grading selber erscheint dabei durch die vor ca. 25 Jahren vorgenommene Modifikation
von Elston und Ellis, welche zu einer besseren Objektivierung, Validierung und
Reproduzierbarkeit beigetragen hat, am Ende seiner Entwicklung angekommen zu sein.
AufBerdem ist nicht absehbar, dass die derzeitigen Bestimmungen der vier Marker ER, PR,
Her-2/neu und Ki-67 in Bélde abgelost wiirden. Auch in absehbarer Zukunft diirften durch sie
Mammakarzinome im Rahmen der Primirdiagnostik in der Zusammenschau mit
Stagingvariablen préadiktiv charakterisiert werden. Denkbar wire dabei, dass ihre
morphologische Bestimmung durch molekulare Verfahren abgelost oder erginzt wird;
zumindest halten die unten besprochenen Multigentests entsprechende Bestimmungen mit

VOr.

Entwicklung neuer priadiktiver Ansitze in der Molekularpathologie

Dass es dennoch weiterer Bemiithungen fiir den klinischen Alltag bedarf, die Gewebe- bzw.
zellbezogene Diagnostik von Mammakarzinomen weiter zu verbessern, hat damit zu tun, dass
die bisherigen prognostischen und préadiktiven GroBen trotz aller prognostischer Aussagekraft
immer wieder durch iiberraschende Verldufe in Frage gestellt werden. Ihre Aussagen sind
hochvalide fiir Patientengruppen, bilden aber nicht in jedem Fall prospektiv zu erwartende
Verldufe bei der individuellen Patientin ab. So liegen zum Beispiel in den aktuellen

Tumordaten des Tumorzentrums Miinchen fiir 1998-2016 (Tumorregister Miinchen, 2018a)
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das absolute (beobachtete) bzw. das relative 10-Jahres-Uberleben beim Mammakarzinom im
Stadium pTlc pNO MO (n = 17.575) bei sehr guten 86,8% bzw. 98,3%. Sie bedeuten aber
dennoch, dass ca. 15.255 Patientinnen nach 10 Jahren noch leben, in einem Kontrollkollektiv
von gleich alten Frauen ohne Mammakarzinom es aber noch ca. 15.519 Uberleber gibe -
dieser Uberschlagsrechnung folgend lige somit das Uberleben in dieser giinstigsten
Tumorgruppe mit "fast normaler Lebenserwartung" eben doch immer noch um mehr als 250
Frauen niedriger, fiir die man dann folgerichtig einen Tumor-bedingten Tod postulieren
miisste. Auf der anderen Seite iiberleben auch Patientinnen in schlechten Prognosegruppen, so
dass auch in diesen Gruppen statistische Aussagen nur bedingt einen individuellen Verlauf
voraussagen lassen: Selbst bei Frauen, die bereits bei der Erstdiagnose Fernmetastasen
aufwiesen, sich also im Stadium T_N_MI1 befanden (n = 3.092), ergaben sich noch absolute
(beobachtete) bzw. relative 10-Jahres-Uberlebensraten von 10,1% bzw. 12,3% (Tumorregister

Miinchen, 2018a).

Allein aus solchen Zahlen heraus sind weitere Parameter wiinschenswert, die die Prognose
und das Therapieansprechen von Patientinnen mit Mammakarzinomen noch besser
beschreiben. Hierfiir kommen in der heutigen Zeit in erster Linie molekulare Gré8en in
Betracht. Zum derzeitigen Stand (Ende 2018) gibt es beim Mammakarzinom aber bisher nur
wenige klinisch nutzbare molekulargenetische Ansitze, anders als beispielsweise beim
Lungenkarzinom, wo heute mit molekularen Bestimmungen von Mutationen im EGFR-Gen
oder von Translokationen bei EML4-Alk, MET, ROS-1 oder B-raf viele therapierelevante
Veridnderungen am Tumorgewebe erhoben werden kdnnen, oder beim kolorektalen Karzinom,
bei denen immunhistochemische Analysen zum Mikrosatellitenstatus ein molekulares

Grading (low grade versus high grade) ermdglichen.

Multigentestungen beim Mammakarzinom, die bei therapeutischen Planungen eingesetzt
werden konnen und helfen sollen, ein Rezidivrisiko oder ein Risiko fiir Fernmetastasierung zu
bestimmen, stehen nur Patientinnen mit einer bestimmten Fallkonstellation zur Verfiigung
und sind teilweise auch insofern umstritten, als die in ihnen getroffene Zuordnungen zwischen
verschiedenen Tests nicht deckungsgleich sind (Bartlett et al., 2016) und ein Fall abhédngig
vom konkret angewandten Multigentest durchaus einmal in einer low risk-Gruppe, ein
anderes Mal in einer high risk-Gruppe landen konnte: In einem Vergleich von fiinf solcher

Multigentests an mehr als 300 Féllen von Mammakarzinomen ergab sich eine komplette
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Ubereinstimmung fiir alle fiinf Tests von 39,4%, fiir vier von fiinf Tests (also Abweichung in
einem Testergebnis) von weiteren 22,2% - 27,8%. Fiir Cohen's Kappa als Bewertungssystem
ergaben sich Werte zwischen x = 0,39 und k = 0,55, was einer mittleren Ubereinstimmung
("moderate agreement") entspricht. In dem verbleibenden ca. einem Drittel der Fille ergaben
sich stirkere Abweichungen, was letztendlich bedeutet, dass die Zielsetzung der Tests, einen
therapeutischen Abzweig fiir oder gegen eine Chemotherapie als Teil der adjuvanten Therapie

zu erdffnen, fiir nicht wenige Fille scheitert.

Konkret sieht die derzeit giiltige S3-Leitlinie in den "Evidenz-/konsensbasierten
Empfehlungen" unter Nr. 4.31 Multigentests nur bei nodal-negativen Karzinomen (pNO) vor,
wenn "bei Frauen mit einem ER/PR-positiven, HER2-negativen, nodal-negativen invasiven
Mammakarzinom die konventionellen Prognoseparameter einschliefflich Ki-67 keine ein-
deutige Entscheidung fiir oder gegen eine adjuvante Chemotherapie erlauben”. Welcher
Multigentest zu wihlen ist, wird von der S3-Leitlinie nicht vorgegeben. Hier helfen allerdings
die Vorgaben der American Society of Clinical Oncology (ASCO), basierend auf
Anwendungen des MammaPrint-Tests an 6.693 Patientinnen und einem Literaturreview aus
dem Jahr 2017. Dabei wurde beschrieben, wem wann welcher Test hilft, aber auch, wann kein
Test durchgefiihrt werden sollte, und zwar basierend auf einem Expressionsmuster von ER,
PR und Her-2/neu sowie klinischen Risikofaktoren, die letztendlich auch Tumorstadium und -
grading umfassen (Krop et al., 2017). Ahnliche Angaben liegen von dort auch fiir andere
Multigentests, uPA/PAI-1 und Immunhistochemie vor (Harris et al., 2016).

Andere molekularpathologische Testungen sind bei Mammakarzinomen noch nicht in der
Routine eingesetzt. Fiihrt man aber eine Literaturrecherche in der Datenbank Pubmed

(Adresse: www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) beispielsweise zu dem Begriffspaar "breast

cancer" und "next generation sequencing" durch, so ergeben sich allein fiir die Jahre 2017
und 2018 bereits 277 Treffer (Abrufdatum: 14.12.2018), so dass an der wissenschaftlichen

Analyse moglicher molekularer Marker mit modernen Methoden kein Mangel ist.

Besonderer Bedarf wire dabei an Markern, die helfen wiirden, Therapien gegen eine
besondere heimtiickische Eigenschaft von Mammakarzinomen zu entwickeln, namlich
Spéitmetastasen auszubilden, wobei krankheitsfreie Intervalle von mehr als 10 oder 20 Jahren

vorkommen. Entsprechend kann keine Patientin jemals wirklich sicher sein, geheilt zu sein -
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anders als bei anderen hiufigen Tumorentititen, beispielsweise kolorektalen Karzinomen oder
Endometriumkarzinomen, wo ein 5-jdhriges tumorfreies Intervall praktisch mit Heilung
gleichzusetzen ist. Fiir diese Spitmetastasen werden lange Zeit biologisch ruhende, im Blut
zirkulierende Tumorzellen bzw. Tumorzellklone verantwortlich gemacht. Es wire daher
hilfreich, diese einmalig oder auch im zeitlichen Verlauf, z.B. liber das Verfahren der liquid
biopsy, molekular zu analysieren (zum aktuellen Stand siehe (Polasik et al., 2017, 2018) und
in der Folge Medikamente zu entwickeln, die diese Tumorzellen zerstdren oder auf Dauer
unterdriicken konnten, bevor sie zu manifesten Metastasen gefiihrt haben. Weitere
medikamentdose Ansdtze wiren auch fiir eine bessere Behandlung einer Meningeosis
carcinomatosa vonndten, die iiblicherweise mit einem schlechten klinischen Verlauf

verbunden ist.

Dabei sind Optimismus und Zuversicht sicher auf der einen Seite fiir diejenigen individuellen
Patienten angebracht, denen spiter solche Therapie helfen konnten. Sieht man andererseits,
wie wenig die moderne Diagnostik und Therapieumsetzung beim Lungenkarzinom, wo man
in der molekularpathologischen Routinediagnostik wesentlich weiter ist, bezogen auf alle
Patienten gebracht hat, so kehrt schnell wieder Bescheidenheit ein. Trotz aller Bemiihungen
und der Durchfiihrung multipler molekularer Testungen mit spiterem Einsatz zielgerichteter
Medikamente ist es dort, den Zahlen des Robert-Koch-Institutes folgend, innerhalb der zwolf
letzten verfiigbaren Jahre (2000 im Vergleich zu 2012) lediglich gelungen, das relative 5-
Jahres-Uberleben von ca. 13,5% auf ca. 17,5% zu erhohen (Robert Koch-Institut and
Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V., 2015). Beim
Mammakarzinom hingegen hat sich in dieser Zeit das relative 5-Jahres-Uberleben von 76%
auf 88% erhoht, obwohl die Methoden der diagnostischen Routinediagnostik quasi

unveridndert geblieben sind.

Aktuelle therapeutische Entwicklungen: San Antonio 2018

Dass sich im therapeutischen Bereich vieles tut, auch wenn sich in der Pathologie selber in
den letzten Jahren beziiglich der Mammakarzinom-Diagnostik wenig verdndert hat, l1dsst

darauf schliefen, dass im Moment vor allem Pathologie-ferne Konzepte oder Ubertragungen
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von Erkenntnissen bei anderen Tumorentititen auf das Mammakarzinom in den

Entwicklungen der Onkologie eine wichtige Rolle spielen.

Im Folgenden sollen die aktuellen Studien kursorisch erwidhnt werden, die in zwei
Ubersichten des im Dezember 2018 abgehaltenen, weltweit wohl bedeutendsten Kongresses
zu Mammakarzinomen, dem "San Antonio Breast Cancer Symposium" (SABCS), im Detail
erldutert wurden; von diesen gehorten sieben zu nicht-fernmetastasierten "frithen" Mamma-
karzinomen und zwei zu fernmetastasierten "fortgeschrittenen" Mammakarzinomen. Die
Studien belegen, wie breit einerseits die therapeutischen Bemiithungen im Bereich der Onko-
logie angelegt ist und wie klein andererseits dennoch die einzelnen Schritte des
therapeutischen Erfolges sind, und lassen erahnen, wohin die onkologische Therapie derzeit

tendiert.

Die Uberschriften bei den frithen Mammakarzinomen lauteten (Pohlmann, 2019a):

- "T-DMI - eine post-neoadjuvante Option bei non-pcR": Patientinnen mit einem Residualtumor [= non-

pcR] profitieren nach neoadjuvanter Chemotherapie und Anti-HER2-Therapie von einer post-neoadjuvanten Weiterbehandlung mit
Trastuzumab Emtansin und verfiigen tiber ein signifikant niedrigeres Rezidivrisiko als Patientinnen mit Trastuzumab-Behandlung

(KATHERINE-Studie,1.486 Patientinnen mit Her2-/neu-positivem Mammakarzinom).

- "pCR als Tool zur Therapiesteuerung": Eine pathologisch bestitigte Komplettremission [= pCR] ist speziell bei

Triple-negativen und bei HER2-positiven Mammakarzinomen eine prognostische Variable fiir die weitere Wahl adjuvanter

Therapien (Metaanalye, tiber 27.000 Patientinnen).

- "EBCTCG-Metaanalyse bestitigt erweiterte adjuvante endokrine Therapie": Die erweiterte

endokrine Therapie mit einem Aromatasehemmer verbessert signifikant das rezidivfreie Uberleben postmenopausaler Patientinnen

mit Hormonrezeptor- positivem Mammakarzinom und Lymphknotenbefall (EBCTCG-Metaanalyse, ca. 25.000 Datensitze).

- "Prédvention mit niedrig dosiertem Tamoxifen?": Niedrig dosiertes Tamoxifen (Smg/d) reduziert signifikant

das Rezidivrisiko fiir ein invasives Mammakarzinom. Zudem bessere Vertriglichkeit als bei Prophylaxe mit 20mg/d Tamoxifen

(TAMOI- Studie, 500 Fille).
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- "Adjuvante Capecitabin—Gabe bei TNBC?": patientinnen mit Triple-negativem Mammakarzinom [= TNBC],

die primdr operiert wurden, profitieren postoperativ nicht von einer Capecitabin-Therapie im Gegensatz zu neoadjuvant

behandelten, Anthrazyklin-/Taxan-resistenten Patienten (GEICAM-Studie, ca. 875 Fille).

- "SUCCESS C: Gesunde Lebensfiihrung unterstiitzen": Ein gesunder Lebensstil kann bei Patientinnen

mit frithem Mammakarzinom dazu beitragen, das Rezidivrisiko zu senken. Eine individuelle und konsequente Lebenstildnderung

mit Bewegung und Gewichtsabnahme kann als therapiebegleitende Mafinahme nutzen (SUCCESS-C-Studie, 2.292 Fille).

- "Kardiovaskuldres Risiko schon wihrend der Therapie reduzieren": patientinnen, die wihrend der

adjuvanten Behandlung ein kardiovaskuldres Trainingsprogramm absolvieren, profitieren im weiterem Therapie- und

Krankheitsverlauf durch weniger Miidigkeit und eine bessere Lebensqualitidt (EBBA-II- Studie, 545 Fille).

Bei den fortgeschrittenen Mammakarzinomen wurde berichtet (Pohlmann, 2019b):

- "IMpassion 130: PD-L1-Expression > 1% als Pradiktor": Neue adjuvante Erstlinientherapie fiir Triple-

negative metastasierte Mammakarzinome mit Atezolizumab / nab-Paclitaxel bei immunhistochemisch gesicherter PD-L1-Positivitt
von > 1% der Tumor-infiltrierenden Immunzellen mit Verlingerung des medianen Gesamtiiberlebens von 15,5 Monate auf 25,0

Monate (IMpassion 130-Studie, 900 Patientinnen Fille)

- "SOLAR-1: Schafft Alpelisib es in den klinischen Alltag?": Fir Hormonrezeptor-positive, Her-2-

negative Mammakarzinome ergab sich bei PIK3CA-Mutation ein signifikant hoheres medianes Uberleben von 11,0 Monaten bei
Gabe von Fulvestrant und Alpelisib im Vergleich zu 5,7 Monaten bei Fulvestrant und Placebo; diese Ergebnisse werden als "noch
nicht reif [fiir den klinischen Einsatz], aber vielversprechend" angesehen (SOLAR-1-Studie, 572 postmenopausale Patientinnen

bzw. auch Ménner mit Mammakarzinom).

Verschiedene Ansitze aus Chemotherapie, Strahlentherapie, Hormontherapie etc. greifen also
bei therapeutischen Erkenntnisgewinnungen und Fortschritten ineinander und tragen
Mosaikstein-artig zu besseren Optionen fiir die Betroffenen bei. Auch wenn die diagnostische
Pathologie dabei bei einigen Studien nicht oder nur indirekt beteiligt ist, so kann man
dennoch sicher davon ausgehen, dass insbesondere kommende genetische und molekular-
pathologische Erkenntnisse auch in die Anstrengungen der gynikologischen Onkologie und

Pharmakologie eingehen werden, diese therapeutisch umzusetzen.
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