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Zusammenfassung

Mit knapp 70.000 Neuerkrankungen im Jahr ist das Mammakarzinom die haufigste bos-
artige Tumorerkrankung der Frau. Zu den routinemifig erhobenen pradiktiven Grof3en
gehoren neben der Tumorausdehnung gemifl TNM-Klassifikation auch die Tumorgra-
dierung, die Hormonrezeptorexpression und der HER2/neu-Status. Die Ergebnisse die-
ser bereits an den diagnostischen Stanzbiopsien zu erhebenden Untersuchungen findet
Eingang in die Planung der operativen und adjuvanten Therapie. Trotz dieser gut er-
probten, klinisch validen Parameter gibt es immer noch Mammakarzinome mit giinsti-
gen prognostischen Faktoren und einem schlechten Verlauf, wie auch umgekehrt. Dies
unterstreicht den Bedarf an zusétzlichen weiteren prognostischen Faktoren.

In der vorliegenden retrospektiven Studie wurde die bcl-2-Immunhistochemie an einem
gut charakterisierten Langzeitkollektiv von ca. 93 Fillen von Mammakarzinomen mit
einem Beobachtungszeitraum von > 10 Jahren ausgewertet und auf klinische Parameter
und die Prognose der Patientinnen bezogen. Das Protein bcl-2 gehort in die Familie der
bcl-Proteine, die in die Regulation der Apoptose, des sogenannten ,,programmierten
Zelltodes*, eingebunden sind. Es gilt als Proto-Onkogen, welches bei malignen Tumo-
ren im Rahmen der dabei auftretenden genomischen Verdnderungen hiufig liberexpri-
miert wird und dann zu einem geringeren Ansprechen der malignen transformierten
Zellen auf apoptotische Stimuli fiihrt. Dabei ist bcl-2 Teil eines komplexen Systems aus
pro- und anti-apoptotischen Molekiilen. Bei der Auswertung wurden die Zahl gefarbter
Tumorzellen (bcl-2-PP) und die Farbeintensitdt (bcl-2-SI) semiquantitativ erfasst und
analog zum Remmele-Score der Hormonrezeptoren multiplikativ zum bcl-2-IRS zu-
sammengeflihrt.

Seit Jahren sind Antikdrper gegen bel-2 entwickelt, die in der Immunhistochemie prak-
tische Anwendung finden. Dabei nutzt man einen bcl-2-Antikorper, der gegen das bcl-
2-Protein gerichtet ist, zur visuellen Darstellung einer bcl-2-Uberexpression am histolo-
gischen Schnitt, diese Darstellung ist mit den iiblichen Standardverfahren der Immun-
histochemie unter Verwendung gewerblich erhiltlicher Antikdrper und Reagentien
moglich und in den meisten Instituten fiir Pathologie etabliert.

Bei der Auswertung der Daten ergab sich eine 5 Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit
von 63,4%, bei 10 Jahren von 47,8%. In der univariaten Analyse stellten sich der
Lymphknotenstatus pN (p=0,0005, Wilcoxon-Breslow-Test), die TumorgréBBe pT (p=
0,0048), das morphologische Grading (p= 0,0064) sowie der Progesteronrezeptorstatus
PR (p=0,0307) als stirkste prognostische etablierte GroBen dar. Bei der bcl-2-
Expression zeigte sich ein hoch signifikant (p=0,0001) schlechterer Verlauf bei bcl-2-
negativen Fillen. Auch die Einzelkomponenten bcl-2-PP (p=0,0037) und bcl-2-SI
(p=0,0045) sowie der analog nach dem Remmele-Score gebildeten immunreaktiven
Score bcl-2-1RS (p=0,0010) verfiigten iiber eine prognostische Relevanz. Bei der mul-
tivariaten Analyse (Cox-Modell) wurden der Lymphknotenstatus pN und die bcl-2 Ex-
pression gegeniibergestellt. Es ergab sich eine schlechtere Uberlebensprognose fiir Pati-
enten mit bcl-2-negativen Tumoren, die bei positiven Lymphknotenbefund N1
(p=0,0011) starker ausgeprdgt war als beim negativen NO (p= 0,4573, graphischer
Trend). Eine statistische Signifikanz bestand somit nur in der N1-Gruppe.
Zusammenfassend ldsst sich festhaltend, dass bcl-2 ein fiir die Prognostik des
Mammakarzinoms geeigneter Marker ist, auch wenn sein Haupteinsatzgebiet in der
Diagnostik und Typisierung maligner Non-Hodgkin-Lymphome liegt. Auffillig war,
dass die bcl-2-Expression mit der der Hormonrezeptoren korreliert war, was Gegen-
stand weiterer Untersuchungen sein konnte.



Abstract

With nearly 70.000 new cases per year, breast carcinoma is the most common malig-
nant tumour disease in women. Routinely collected predictive variables include tumour
extent according to TNM classification, tumour grading, hormone receptor expression,
and HER2/neu status. The results of these examinations, which are already to be col-
lected on the diagnostic punch biopsies, are incorporated into the planning of surgical
and adjuvant therapy. Despite these well-tested, clinically valid parameters, there are
still breast carcinomas with favourable prognostic factors and poor outcome, as well as
vice versa. This emphasises the need for additional further prognostic factors.

In the present retrospective study, bcl-2 immunohistochemistry was evaluated in a well-
characterized long-term cohort of approximately 93 cases of breast carcinoma with an
observation period of > 10 years and related to clinical parameters and patient progno-
sis. The protein bcl-2 belongs to the family of bcl proteins involved in the regulation of
apoptosis, the so-called "programmed cell death". It is considered a proto-oncogene that
is frequently overexpressed in malignant tumours as part of the genomic alterations that
occur in the process, and then leads to a reduced response of malignant transformed
cells to apoptotic stimuli. In this context, bcl-2 is part of a complex system of pro- and
anti-apoptotic molecules. In the evaluation, the number of stained tumour cells (bcl-2-
PP) and the staining intensity (bcl-2-SI) were semi-quantitatively recorded and multipli-
catively combined to the bcl-2-IRS in analogy to the Remmele score of hormone recep-
tors.

Antibodies against bcl-2 have been developed for years and have practical applications
in immunohistochemistry. Here, one uses a bcl-2 antibody directed against the bcl-2
protein to visually display bcl-2 overexpression on the histological section; this visuali-
zation is possible with the usual standard immunohistochemistry procedures using
commercially available antibodies and reagents and is established in most institutes of
pathology.

Analysis of the data revealed a 5-year survival probability of 63,4%, and 47,8% at 10
years. In univariate analysis, lymph node status pN (p=0,0005, Wilcoxon-Breslow test),
tumour size pT (p= 0,0048), morphologic grading (p= 0,0064), and progesterone recep-
tor status PR (p=0,0307) emerged as the strongest prognostic established variables. For
bcl-2 expression, there was a highly significant (p=0,0001) worse outcome in bcl-2 neg-
ative cases. The individual components bcl-2-PP (p=0,0037) and bcl-2-SI (p=0,0045) as
well as the immunoreactive score bcl-2-IRS (p=0,0010), which was formed analogously
to the Remmele score, also possessed prognostic relevance. In the multivariate analysis
(Cox-model), lymph node status pN and bcl-2 expression were contrasted. There was a
poorer survival prognosis for patients with bcl-2 negative tumours, which was more
pronounced for positive lymph node findings N1 (p=0,0011) than for negative NO (p=
0,4573, graphical trend). Thus, there was statistical significance only in the N1 group.

In conclusion, bel-2 is a marker suitable for the prognosis of breast carcinoma, although
its main application is in the diagnosis and typing of malignant non-Hodgkin lympho-
mas. Peculiarly, bcl-2 expression was correlated with that of hormone receptors, which
could be the subject of further investigation.
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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie des Mammakarzinoms

Das Mammakarzinom steht mit weltweit nahezu einer Million jahrlichen Neuer-
krankungen und 71.375 Fallen (2018) allein in Deutschland an erster Stelle der
malignen Karzinome (Robert Koch-Institut & Gesellschaft der epidemiologi-
schen Krebsregister in Deutschland e.V, 2018; Tumorregister Munchen, 2021).
Die Inzidenz des Mammakarzinoms steigt seit den 1980er Jahren kontinuierlich
an und Ubersteigt die Inzidenz anderer haufig auftretender Karzinome, wie bei-
spielsweise endometriale, bronchiale und kolorektale Karzinome (Robert Koch-
Institut & Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V,
2018). Gleichzeitig nimmt die Mortalitatsrate ab, und zum heutigen Zeitpunkt
versterben demzufolge weniger Frauen an Brustkrebs, als dies noch vor 10
Jahren der Fall war (Robert Koch-Institut & Gesellschaft der epidemiologischen
Krebsregister in Deutschland e.V., 2010). In Deutschland lag die Inzidenz im
Jahr 2018 bei 114,6 Fallen pro 100.000 Frauen, die Mortalitatsrate bei 22,3 Fal-
len (Robert Koch-Institut & Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in
Deutschland e.V, 2018). Im Jahr 2018 starben insgesamt 18.519 an Brustkrebs
erkrankte Frauen (Robert Koch-Institut & Gesellschaft der epidemiologischen
Krebsregister in Deutschland e.V, 2018; Tumorregister Minchen, 2021).-Bei der
Erstdiagnose ist nur jede zehnte Frau jlinger als 45 Jahre und fast jede dritte
junger als 55 Jahre, so dass Frauen, die 50 bis 70 Jahre alt sind, das grofdte
Erkrankungsrisiko aufweisen (Robert Koch-Institut & Gesellschaft der epidemio-
logischen Krebsregister in Deutschland e.V, 2018; Tumorregister Munchen,
2021). Das kumulative Risiko fur ein weibliches Neugeborenes, in ihrer Lebens-
zeit bis zum 75. Lebensjahr an Brustkrebs zu erkranken, liegt bei 1:8 (12,8%)
(Robert Koch-Institut & Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in
Deutschland e.V., 2015). Die relative Uberlebensrate nach fiinf Jahren lag 2018
bei 88 %, nach zehn Jahren bei 83 % (Robert Koch-Institut & Gesellschaft der

epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V, 2018)



Durch den medizinischen Fortschritt ist eine deutliche Verbesserung der Uber-
lebenschancen zu verzeichnen (Leitlinienprogramm Onkologie der AWMF,
2021). Ein madglicher Grund hierfur ist, dass aufgrund regelmafliger Mammo-
graphie-Screenings seit dem Jahr 2005 mehr Falle im Rahmen der Fraherken-
nung identifiziert werden (Leitlinienprogramm Onkologie der AWMF, 2021).
Hinzu kommen therapeutische Fortschritte durch Weiterentwicklung systemi-
scher adjuvanter und neoadjuvanter Behandlungsmoglichkeiten. Zusatzlich fuh-
ren Anderungen in der Anwendung von Hormonersatztherapien im Periklimak-
terium zu einer Senkung der Inzidenz (Chlebowski et al., 2009; Katalinic et al.,
2009).

Obwohl Brustkrebs gemeinhin als eine Krankheit der Frau angesehen wird,
konnen auch Manner an Brustkrebs erkranken. Die Inzidenz liegt mit 760 neu-
erkrankten Mannern im Jahr 2018 jedoch sehr niedrig (Robert Koch-Institut &
Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V, 2018).
Die standardisierte Erkrankungsrate liegt laut RKI bei 1,2 Mannern von 100.000
und die Sterberate bei 0,3 (Robert Koch-Institut & Gesellschaft der epidemiolo-
gischen Krebsregister in Deutschland e.V, 2018). Das Risiko, als Mann an
Brustkrebs zu erkranken, ist am hochsten fur Manner mit erhdhtem Spiegel
weiblicher Geschlechtshormone (,Hyperdstrogenismus"), was beispielsweise
hormonbehandelte Prostatakarzinom-Patienten und Patienten mit Leberzirrhose
betrifft (Schlappack et al., 1985; Sgrensen et al., 1998).

1.2 Atiologie des Mammakarzinoms

Das Mammakarzinom ist eine multifaktorielle Erkrankung mit vielschichtiger
Atiologie. Bestimmte Risikofaktoren konnten bereits identifiziert werden (Haag
et al., 2003; McPherson et al., 2000):

- Genetische Disposition: Mutationen der Tumorsuppressorgene Breast
Cancer 1 oder Breast Cancer 2 (BRCA1/BRCA2) machen etwa 5-10 %
aller Mammakarzinome und etwa ein Viertel aller genetisch bedingten
Neuerkrankungen aus , (Campeau et al., 2008). Mutiert ein solches

Suppressorgen, fallt das erste Allel dieses Gens fur die Tumorsuppressi-
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on aus. Mutiert auch das zweite Allel und fallt aus, wird die Tumorsupp-
ression beeintrachtigt und die Tumorentstehung begulnstigt.

Familiare Pradisposition: Die Wahrscheinlichkeit, an Brustkrebs zu er-
kranken, erhoht sich um das 1,5-6-Fache, selbst wenn keine Genmuta-
tion vorliegt (Brandt et al., 2010). Liegt eine Mutation der BRCA-Gene
vor, wird die Tragerin mit einer 50-80%-igen Wahrscheinlichkeit bis zum
70. Lebensjahr an Brustkrebs erkranken (Antoniou et al., 2003). Gibt es
einen Verwandten ersten Grades, der im Alter von unter 50 Jahren an
Brustkrebs erkrankt ist, ist das Risiko, selbst zu erkranken, 1,2-fach
(BRCA1-Mutation) bzw. 1,7-fach (BRCA2-Mutation) erhoht (Metcalfe et
al., 2010).

Hormone: Der Einfluss der Geschlechtshormone auf das Brustkrebsrisiko
ist noch nicht abschliefend geklart, jedoch weisen Untersuchungen da-
rauf hin, dass keine Schwangerschaft, eine spate Schwangerschaft, eine
frihe Menarche und eine spate Menopause das Risiko moglicherweise
erhohen (Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer,
2012). Demzufolge kénnten langere Phasen, in denen Ostrogen domi-
nant ist, also beispielsweise in Zeiten ohne Schwangerschaft oder oraler
Einnahme von Ostrogen-Praparaten, im Vergleich zu Phasen, in denen
Gestagen dominant ist, wie beispielsweise in der Schwangerschaft, die
Erkrankungswahrscheinlichkeit steigern. Stillen senkt vermutlich das Er-
krankungsrisiko. Die Hormonzufuhr von aul3en, also als Kontrazeptivum,
lasst das Erkrankungsrisiko nur maRig ansteigen (1,24-fach) und scheint
zehn Jahre nach der letzten Einnahme keine Rolle mehr als Risikofaktor
zu spielen (Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer,
1996). Eine mogliche Substitution weiblicher Geschlechtshormone in der
Menopause erhoht das Erkrankungsrisiko, wobei das Ausmal} dieses
Faktors von der Dauer und Kombination von Ostrogen- und Progesteron-
Praparaten abhangig ist (Collaborative Group on Hormonal Factors in
Breast Cancer et al.,, 2019). Bei manchen Patientinnen ist das Risiko

auch 10 Jahre nach dem Ende der Hormonersatztherapie noch erhoht.



- Lebensstil: Sowohl die Erndhrung als auch das Bewegungsverhalten
konnen das Brustkrebsrisiko modifizieren. Adipositas, eine fettreiche Er-
nahrung, Rauchen, Alkoholabusus und Bewegungsmangel gelten als Ri-
sikofaktoren. Eine hohe Dichte des Brustdrisengewebes geht ebenfalls
mit einer erhohten Erkrankungswahrscheinlichkeit einher.

- Herkunft und Ethnizitat: Die Brustkrebsinzidenz ist weltweit besonders
hoch bei Frauen, die in Nordamerika oder Nordeuropa leben, wahrend
Frauen in Afrika und Asien seltener an Brustkrebs erkranken und ver-
sterben (Kelsey, 1979). Der Grund hierflr ist nicht bekannt, aber Migrati-
onsstudien an asiatischen Frauen, die beispielsweise nach Nordamerika
auswanderten, zeigten, dass ein Einfluss veranderter Lebensgewohnhei-
ten, wie der Wechsel von einer fettarmen, pflanzenbasierten Diat zu ei-
ner fett- und fleischreichen Diat, eine wahrscheinliche Ursache fur die
hohere Inzidenz in der zweiten und dritten Generation dieser Familien
war (Buell, 1973).

Andere Risikofaktoren, die diskutiert werden, sind Umweltfaktoren (z. B.
radioaktive Strahlung, natiirliche Ostrogene) und ein héherer Sozialsta-
tus.
Anhand der Risikofaktoren wird die multikausale Atiologie des Mammakarzi-
noms deutlich, was die Notwendigkeit einer frihen Diagnose und einer indivi-

dualisierten und multidisziplinaren Therapie zur Folge hat.

1.3 Pathologie des invasiven Mammakarzinoms

Das maligne Mammakarzinom umfasst heterogene Tumorarten, die anhand
definierter Kriterien durch verschiedene Klassifizierungssysteme differenziert
werden. Die invasiven Mammakarzinome wurden von der Weltgesundheitsor-
ganisation (World Health Organization/WHO) primar als invasiv-duktale und
invasiv-lobulare Entitaten eingeteilt, sowie in einige Sonderformen (Tavassoli &
Devilee, 2003). Diese Einteilung findet in der vorliegenden Arbeit Anwendung.
Entsprechend der neuen WHO-Klassifikation aus dem Jahr 2012 werden die

invasiv-duktalen Karzinome als invasives Adenokarzinom (no special type /
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NST, duktal) bezeichnet (Lakhani et al., 2012). Die Einteilung der vorliegenden
Arbeit stltzt sich jedoch auf die urspringliche Klassifikation mit der Bezeich-

nung invasiv-duktal.

Die haufigste Form des Mammakarzinoms ist das invasiv-duktale Mammakarzi-
nom (ca. 60-75 % der Falle), das invasiv-lobulare Karzinom (ca. 15-20 % der
Falle) ist das zweithaufigste. Es kommen zudem Mischformen vor, die als
duktolo-lobular bezeichnet werden. Seltenere Formen, die oft eine gunstige
Prognose haben, werden separat von den haufigsten Formen eingeteilt. Hierzu
gehdren unter anderem das medullare (1-7 % der Falle), tubuldre Karzinom
(1-2 % der Falle), muzindse Karzinom (1-2 % der Falle) und papillare (1-2 %
der Falle) Karzinom (Tumorzentrum Minchen, 2015). Langzeitrezidive kommen
bei diesen seltenen Fallen nur mit einer Haufigkeit von etwa 10 % vor (Rosen et
al., 1989). Weitere seltene Formen sind das apokrine Mammakarzinom, das
lipidreiche Mammakarzinom und das adenoid-zystische Mammakarzinom. Die-
se Differenzierung beruht auf histologischen Untersuchungen des Tumorwachs-
tums. Sind invasiv-lobulare Karzinome nicht eindeutig abzugrenzen, kénnen
immunhistochemische Farbungen zur Klarung beitragen, da beispielsweise das

Fehlen einer E-Cadherin-Farbung fur den invasiv-lobularen Typ spricht.

Der Ursprung der meisten Mammakarzinome liegt im Ubergang der Azini in den
Ductus lactiferi, welcher auch als terminale duktulo-lobulare Einheit bezeichnet
wird. In vielen Fallen bilden in situ-Karzinome eine Vorstufe. Bestimmte Anoma-
lien oder Hyperplasien des Brustgewebes erh6hen maglicherweise die Invasivi-

tat des Karzinoms, werden jedoch nicht als generelle Vorstufen eingeordnet.

Die invasiv-duktalen und invasiv-lobularen Mammakarzinome haben entspre-
chend der Tumorstadien die gleiche Prognose. Die TumorgrofRe des invasiv-
duktalen Karzinoms entspricht jedoch im Wesentlichen dem Palpations- und
Mammographie-Befund, wahrend dies bei invasiv-lobularen Karzinomen nicht
der Fall ist; diese sind gelegentlich unerwartet viel groRer, als es die Befunde

nahelegen. Eine solche Fehlinterpretation der Befunde kann dadurch zustande
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kommen, dass praoperativ nicht die tatsachliche Tumorgrofle bestimmt wird,
sondern der Bereich, in dem sich eine Sklerose des Fettgewebes entwickelt, sei
es aufgrund des Tumors oder als Begleiterscheinung des Tumors. Invasiv-
duktale Karzinome liegen normalerweise innerhalb einer solchen Sklerosie-
rungszone. Im Gegensatz dazu bewegen sich invasiv-lobulare Karzinome in
das angrenzende Fettgewebe, welches im Tastbefund und der Bildgebung un-
auffallig war. Zudem besteht die Moglichkeit, dass diese Karzinome in das Man-
telbindegewebe der Milchgange eindringen, diese konzentrisch umwachsen,

und sich somit fernab der Sklerosierungszone ausbreiten.

1.4 Kilinik, Diagnostik und Therapie des Mammakarzinoms

Klinik

In fruhen Stadien verlauft das Mammakarzinom haufig ohne allgemeine Symp-
tome. Ein Gewichtsverlust und eine mogliche Minderung der Leistungsfahigkeit
treten erst im fortgeschrittenen Stadium auf (Robert-Koch-Institut, 2020). Die
lokalen Symptome beinhalten unter anderem tastbare Knoten, Veranderungen
der Haut (beispielsweise als Orangenhaut uber dem Tumor) oder der Symmet-
rie oder Kontur der Brust, Dellen oder Wolbungen im Bereich der Brustwarze,
Sekretion oder Blutungen aus der Brustwarze und das Auftreten roter und war-
mer Stellen aufgrund einer Inflammation. Auch eine tastbare Vergro3erung der
axillaren oder supraklavikularen Lymphknoten kann ein Symptom des

Mammakarzinoms sein.

Die Brust wird fur die Mamakarzinom-Diagnostik in vier Quadranten eingeteilt.
Etwa die Halfte der primaren Manifestationen ist im oberen Quadranten der
Brust zur Axilla lokalisiert, seltener in dem auf3eren unteren oder inneren obe-
ren Quadranten, und am seltensten im unteren inneren Quadranten. Multifokali-
tat, also das Auftreten mehrere abgrenzbarer Karzinomherde innerhalb eines
Quadranten, ist von der Multizentrizitat abzugrenzen, bei der mehrere abgrenz-

bare Karzinomherde in verschiedenen Quadranten lokalisiert sind (Leitlinien-



programm Onkologie der AWMF, 2020).

Metastasen werden entsprechend ihrer Entfernung vom Primartumor in lokale
Metastasen, regionale Metastasen und Fernmetastasen kategorisiert. Infiltriert
der Primartumor das angrenzende Parenchym, breitet sich der Tumor lokal ent-
lang der Milchgange aus. Von einer regionalen Ausbreitung spricht man dann,
wenn der Primartumor die umliegenden Lymphknoten infiltriert, also die der
Axilla oder infra- und supraklavikulare Lymphknoten. Eine Ausbreitung des Pri-
martumors ist prinzipiell in alle Korperregionen moglich. Am haufigsten treten
Fernmetastasen des Mammakarzinoms in den Knochen, der Leber, der Lunge
und im Gehirn auf. Liegen Metastasen vor, kbnnen Symptome wie Lymphdde-
me und fur die betroffene Korperregion indikative Symptome auftreten, also
Schmerzen im Knochen bei Knochenmetastasen, Husten und Atemnot bei Lun-
genmetastasen, lkterus und Leberinsuffizienz bei Lebermetastasen und neuro-
logische Symptome bei eine Metastasierung des Gehirns (Wérmann et al.,
2018). Diese Symptome konnen, miussen aber nicht auftreten, wodurch eine
Metastasierung lange unbemerkt bleiben kann.

Diagnostik

Der erste Schritt in der Diagnostik des Mammakarzinoms ist eine Basisuntersu-
chung, die aus einer Inspektion und Palpation der Brust und der Lymphknoten
besteht. Die Befunde dieser Basisuntersuchung werden bei Verdacht durch
bildgebende Verfahren abgesichert. Dies erfolgt in der Regel mit einer Mammo-
graphie der Brust durch Rontgen. Bei Frauen unter 40 Jahren erfolgt die Bild-
gebung ublicherweise durch Sonographie, um die Strahlendosis zu vermeiden
(Tumorzentrum Mdunchen, 2015, S. 37). Eine Magnetresonanztomographie
(MRT) mit einem Kontrastmittel gehort nicht zur Routinediagnostik. Anhand die-
ses Verfahrens konnen zwar moglicherweise zusatzliche Lasionen identifiziert
und mogliche Interventionen angepasst werden, jedoch ist ein zusatzlicher Nut-
zen der MRT bezlglich der Verbesserung der Prognose oder der Verhinderung
eines Rezidivs bisher nicht belegt (Houssami et al., 2008; Tumorzentrum Mun-
chen, 2015, S. 55).



Die Befunde der bildgebenden Verfahren missen anschlief3end histologisch
abgeklart werden, um den Tumor zu charakterisieren. Hierfur wird eine Stanz-
biopsie oder eine Vakuumbiopsie enthommen und die Morphologie des Tumor-
gewebes analysiert (Leitlinienprogramm Onkologie der AWMF et al., 2012, Ka-
pitel 4.2.3.2). Basierend auf der Histologie erfolgt eine Kategorisierung des Tu-
mortyps, die Bewertung eines duktalen Carcinoma in situ (DCIS) und ein erstes
Tumorgrading (Elston & Ellis, 1991). Immunhistochemische Untersuchungen
des Gewebepraparats konnen Informationen zu der Expression der Ostrogen-
und Progesteron-Rezeptoren und des human epidermal growth factor receptor
2 (HER/neu) liefern, welche als Marker fur die Tumorart herangezogen werden
konnen.

Entsprechend des Tumorstadiums erfolgen die chirurgische Resektion oder
eine neoadjuvante Therapie (Leitlinienprogramm Onkologie der AWMF et al.,
2012). Ublicherweise beinhaltet die Tumorresektion ein anatomisches Seg-
mentresektat, anhand dessen eine erneute Einstufung des Tumortyps, ein er-
neutes Grading und die Tumorausdehnung nach der TNM-Klassifikation be-
stimmt werden kénnen (Sobin et al., 2010). Der Resektionsstatus kann, basie-
rend auf den Abstanden des Tumors zu der Mamille und dem ventralen, thora-
kalen und Ubrigen benachbarten Gewebe abgeleitet werden.

Erfolgt die Resektion nach einer neoadjuvanten Therapie, wird das Regressi-
onsgrading nach Sinn vorgenommen, um das Ansprechen des Tumors auf eine
Chemotherapie einordnen zu kénnen (Sinn et al., 1994). In einem solchen Fall
werden die immunhistochemischen Farbungen fur ER, PR, Ki-67 und
HER2/neu an einer Gewebeprobe des Resttumors wiederholt. Bei Verdacht auf
ein invasives Karzinom werden mogliche Fernmetastasen anhand von bildge-
benden Verfahren der betroffenen Organe (z. B. Skelettszintigraphie, Leberso-

nographie) dargestellt.

Therapie

Die Therapie des Mammakarzinoms ist multimodal und beinhaltet entsprechend
dem Tumorstadium neben der chirurgischen Resektion adjuvante Therapien

wie Chemotherapie, Bestrahlung, Hormontherapie und Antikérpertherapie.
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Neoadjuvante Therapie

Eine neoadjuvante Therapie kann der operativen Resektion vorausgehen. Sie
zielt darauf ab, die Operabilitat von multizentrischen oder besonders grol3flachi-
gen Tumoren zu erhohen und eine Erhaltung der Brust zu ermdglichen (Leitlini-
enprogramm Onkologie der AWMF, 2020). Ein solcher Ansatz fand laut dem
Jahresbericht 2020 der Deutschen Krebsgesellschaft in 9416 Fallen statt, was
einem Anteil an 57589 Fallen insgesamt von 16,4% entspricht (Deutsche
Krebsgesellschaft e.V. et al., 2017). Die neoadjuvante Therapie kann au3erdem
bei Patientinnen mit einem prinzipiell primar operablen Karzinom eingesetzt
werden, um den Tumor zu verkleinern und die Tumorzellen zu eliminieren,
wenn prinzipiell eine Chemotherapie angestrebt wird.

Ein neoadjuvanter Ansatz kann eine individualisierte Therapie unterstitzen
(Kaufmann et al., 2006). Die Komplettremission (pCR), also das Fehlen eines
histologischen Tumorzellnachweises im Brust- und Lymphknotengewebe, wird
als Marker fur das Ansprechen der neoadjuvanten Therapie herangezogen
(Leitlinienprogramm Onkologie der AWMF, 2021). Bei Patientinnen mit HER2-
positiver/Hormonrezeptor-negativer oder triple-negativer Erkrankung kann im
Falle einer Komplettremission von einer eher glinstigen Langzeitprognose aus-

gegangen werden (Minckwitz et al., 2012).

Eine neoadjuvante Chemotherapie beinhaltet mindestens sechs praoperative
Zyklen mit einem Anthrazyklin und einem Taxan. Der Therapieeffekt wird nach
zwei Zyklen kontrolliert und das Ansprechen des Tumors bewertet. Dies stellt
einen Vorteil der neoadjuvanten Therapie dar, da anhand des Ansprechens die
Therapie individuell angepasst werden kann. Das Gesamtuberleben von Patien-
ten mit HER2/neu-Uberexprimierenden Tumoren kann durch zusatzliche pra-
operative Verabreichung von Trastuzumab und fortgesetzte postoperative Gabe
uber ein Jahr signifikant erhoht werden (Minckwitz et al., 2012). Fur postmeno-
pausale Patientinnen mit rezeptor-positivem und fortgeschrittenem Mammakar-
zinom kann eine neoadjuvante endokrine Therapie mit Aromatasehemmern
initiiert werden (Smith et al., 2005). Das Langzeitliberleben unterscheidet sich

nicht zwischen einer adjuvanten und einer neoadjuvanten Therapie.
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Operative Therapie

Die operative Therapie beinhaltet die anatomische Resektion eines oder mehre-
re Segmente und zielt auf eine Brusterhaltung ab (brusterhaltende Thera-
pie/BET). Solange morphologisch nach der Resektion die erfolgreiche Entfer-
nung des Tumors bestatigt werden kann, erfolgt die Resektion nur einmalig. Die
BET mit adjuvanter Bestrahlung liefert beziglich des Uberlebens der radikalen
Mastektomie gleichwertige Ergebnisse (Fisher et al., 2001; Veronesi et al.,
2002). Eine radikale Mastektomie kommt heutzutage nur noch fir Patientinnen
mit sehr gro3en Tumoren in fortgeschrittenen Stadien oder bei multizentrischen
Tumoren in Frage (Tumorzentrum Muanchen, 2015, S. 122). Auch eine unguns-
tige Relation zwischen Tumorgréfde und Brustvolumen, eine unvollstandige
Tumorresektion oder Kontraindikationen fur anschliefende Therapien kdnnen
eine BET ausschlielen und eine radikale Mastektomie bedingen (Houssami et
al., 2010).

Bei Resektion des Primartumors wird die Achselhohle intraoperativ inspiziert.
Der zuvor nuklearmedizinisch markierte Sentinel-Lymphknoten in der Axilla wird
hierbei Ublicherweise entfernt. Dieser Lymphknoten drainiert das Mammakarzi-
nom und birgt somit die Gefahr einer Infiltration mit Tumorzellen. Die entnom-
menen Lymphknoten werden anschliefend morphologisch untersucht, um den
Tumor entsprechend einer standardisierten Klassifikation einzuordnen, den
Krankheitsverlauf zu prognostizieren und das Therapieansprechen auf eine sys-
temische Therapie abzuwagen.

Sind sie frei von Tumorzellen, erfolgt keine radikale Dissektion der Axilla, da
diese mit Nebenwirkungen wie Dysasthesien, chronischen Schmerzen und Be-
wegungseinschrankungen einhergeht. Die alleinige Entnahme der Sentinel-
Lymphknoten reduziert im Vergleich zu der herkdmmlichen axillaren Lymphkno-
tendissektion die lokale Morbiditat signifikant (Veronesi et al., 2003). Liegen
bereits palpable harte Lymphknoten in der Axilla vor, werden die Lymphknoten
des axillaren Levels | und eventuell auch die des axillaren Levels Il entfernt.

Die axillare Lymphknotendissektion bei positivem Befund der Sentinel-
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Lymphknoten wird kontrovers diskutiert (Giuliano et al., 2010). Eine BET mit
anschlieBender Bestrahlungstherapie war gegentber einer Dissektion der Axilla
bei Patientinnen im Stadium pT1 bis pT2 und cNO und ein bis zwei positiven
Sentinel-Lymphknoten nicht nachteilig. Dies konnte bedeuten, dass unter be-
stimmten Rahmenbedingungen von einer solchen Dissektion abgesehen wer-
den kann, auch wenn ein positiver histopathologischer Befund des Lymphkno-

tengewebes vorliegt.

Strahlentherapie

Die Radiotherapie nach BET ist bei einem invasivem Mammakarzinom indiziert,
da hierdurch das Gesamtlberleben verlangert und Rezidive verringert werden
konnen (Early Breast Cancer Trialists’ Collaborative Group (EBCTCG), 2005,
2011; Fisher et al., 2002). Die Rezidivrate bezogen auf 15 Jahre verringert sich
bei pNO von 28,3 % auf 10,4 %, bei pN+ von 39,9 % auf 10,9 % und die karzi-
nomspezifische Mortalitat um 3,3 % bei pNO und um 8,5 % bei pN+ (Leitlinien-
programm Onkologie der AWMF, 2020). Die Bestrahlung sollte vier bis sechs
Wochen postoperativ oder nach adjuvanter Chemotherapie initiiert werden.

Das Zielvolumen der Bestrahlung beinhaltet die gesamte verbliebene Brustdru-
se und kann ggdfls. auf die angrenzende Thoraxwand ausgedehnt werden (Deut-
sche Krebsgesellschaft e.V., 2021). Eine konventionelle Fraktionierung in einer
Dosierung von funfmal 1,8-2 Gy uber funf bis sechs Wochen, also insgesamt
45-50 Gy, galt lange als Goldstandard. Eine moderate Hyperfraktion (hohere
Einzeldosis, weniger Fraktionen) konnte sich jedoch in aktuellen Studien vor-
teilhaft hinsichtlich der Tumorkontrolle und Spattoxizitat zeigen (Haviland et al.,
2013; Whelan et al., 2010). Hierdurch wird die Behandlungszeit von funf bis
sechs Wochen auf etwa drei Wochen verkurzt (Zhou et al., 2015). Die breite
Anwendbarkeit einer solchen Hyperfraktion wird derzeit erforscht. Fur jungere
Frauen und Frauen mit erhdhtem Rezidivrisiko bis zum 50. Lebensjahr kdnnte
die Strahlung eventuell durch einen sogenannten Booster erhoht werden, um
die lokale Rezidivrate zu senken (Tumorzentrum Munchen, 2015, S. 133). Ver-
bleibt ein Rest des Tumors in der Axilla oder breitet sich der Tumor in die

Lymphknoten ohne Dissektion aus, wird ebenfalls eine Bestrahlung empfohlen
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(Leitlinienprogramm Onkologie der AWMF, 2020). Die Erstlinientherapie nach
Bestrahlung der Lymphwege erfolgt konventionell, da flr solche Patienten der

Nutzen eines Boosters nicht ausreichend nachgewiesen ist.

Adjuvante Therapie

Eine systemische Chemotherapie verlangert das Uberleben ohne Rezidiv und
das Gesamtluberleben (Early Breast Cancer Trialists’ Collaborative Group
(EBCTCG), 2012). Dieser Effekt ist unabhangig vom Alter und Nodalstatus der
Patientinnen. Entsprechend der aktuellen Leitlinie wird eine adjuvante Chemo-
therapie fur Patientinnen mit HER2-positiven und triple-negativen Tumoren (al-
so keine Expression von ER, PR oder HER2) empfohlen. Eine typische ad-
juvante Chemotherapie mit Anthrazyklin und Taxan dauert 18-24 Wochen (6-8
Zyklen) (Leitlinienprogramm Onkologie der AWMF, 2020).

Eine anti-6strogene endokrine Therapie kann mit zentral (GnRH-Analoga) bzw.
peripher (z. B. Tamoxifen) angreifenden Therapeutika bei Patientinnen mit posi-
tivem Rezeptorstatus (Ostrogen und/oder Progesteron) erfolgen, der bei etwa
65-75 % der Mammakarzinome vorliegt (Miller et al., 2014).

Hat das Primarkarzinom einen Durchmesser von = 1cm und liegt eine
HER2/neu-Uberexpression vor, sollte die Chemotherapie durch eine anti-
HER2/neu-Therapie mit dem Antikorper Trastuzumab flr ein Jahr erganzt wer-
den. Trastuzumab wird wdchentlich oder in dreiwdchentlichen Intervallen intra-
venods oder subkutan verabreicht. Hierbei ist eine Uberwachung der Herzfunkti-
on wahrend der Behandlung alle drei Monate und nach der Behandlung fur zwei

bis 5 Jahre obligat.

Risikogruppen

Das Rezidivrisiko fur Brustkrebspatientinnen lasst sich anhand definierter Krite-
rien abschatzen. Entsprechend des Nodalstatus erfolgt eine Einteilung in nied-
riges, mittleres und hohes Risiko eines Rezidivs (Tabelle 1):
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Tab. 1: Nodalstatus als Parameter zur Einschatzung des Rezidivrisikos (Gold-
hirsch et al., 2007)

Nodalstatus Risiko
niedrig mittel hoch
pNO Alle der folgenden | Mindestens eines der | in  keinem
Merkmale: folgenden Merkmale: | Fall
e Tumor hdéchstens e Tumor Uber 2 cm
2 cm Durchmesser in der grofdten
in der grofdten Ausbreitung
Ausbreitung
e« ER-und PR-
e« ER- oder PR- negativ
positiv
e« HER-2/neu-
o HER-2/neu- nega- positiv
tiv
e Grading G2 oder
e Grading G1 G3
e keine Invasion der e Invasion der
Blutgefalie Blutgefalie
o Alter der Patientin o Alter der Patien-
mindestens 35 tin Gber 35 Jahre
Jahre
pN+ (1 bis 3| --- ER-positiv, PR-positiv | ER-  und
Lymphkno- und HER-2/neu- | PR-negativ
ten) negativ oder HER-
2/neu- po-
sitiv
pN+ (4 oder | --- --—- in  jedem
mehr Lymph- Fall
knoten)

Aufgrund der schlechteren Prognose werden Patientinnen mit einem hohen Re-

zidivrisiko im Anschluss an die Resektion postoperativ systemisch therapiert

(Goldhirsch et al., 2007). Bei niedrigem Rezidivrisiko kann mdglicherweise auf

eine adjuvante Therapie verzichtet werden, dennoch sollte eine endokrine The-
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rapie erfolgen (Goldhirsch et al., 2007). Neue molekularbiologische Techniken

finden Anwendung bei der Abwagung einer Notwendigkeit der Chemotherapie

bei solchen Patientinnen, die trotz Indikation eventuell eine solche Behandlung

nicht bendtigen.

1.5

Parameter der Prognose und Pradiktion

Prognostische Faktoren erlauben eine Einschatzung des Krankheitsverlaufs

(rezidiv-freies Uberleben und Gesamtiiberleben) bei Erstdiagnose, wahrend

pradiktive Faktoren eine Einschatzung der Therapieoptionen und dem wahr-

scheinlichen Therapieansprechen herangezogen werden.

Folgende prognostische Faktoren sind unbestritten von klinischer Relevanz:

Die TNM-Klassifikation der UICC (Union Internationale Contre le Cancer)
(Sobin et al., 2010). Hierbei werden die Grolde des Primartumors (T), das
Vorhandensein von Tumorzellen in den Lymphknoten (N) und das Vor-
handensein von Fernmetastasen (M) eingeordnet. Erganzend werden
Angaben zu der Invasion der Lymphgange (L) und der Blutgefalle (V)
gemacht und der Resektionsrandstatus (R) festgelegt (Atkinson et al.,
1986; Bloom & Richardson, 1957; Carter et al., 1989; Soerjomataram et
al., 2008; Veronesi et al., 1993).

Die histologische Grading nach Bloom und Richardson, modifiziert durch
Elston und Ellis (Elston & Ellis, 1991; Lakhani, 2012; Sobin et al., 2010;
Tavassoli & Devilee, 2003). Dieser Einteilung liegen zytologische und
histologische Parameter zugrunde, die eine Aussage Uber duktale oder
tubulare Strukturen, eine Pleomorphie der Zellkerne und die Mitoserate
der Tumorzellen erlaubt. Diese Einteilung kann bei der Prognose und der
Behandlungsplanung unterstitzen (Silverstein et al., 1996), ist jedoch
nur bedingt reproduzierbar und hangt stark von der Erfahrung des patho-
logischen Gutachters ab (Champion & Wallace, 1971; Remmele, 1997).
Die Expression von Hormonrezeptoren. Der Nachweis der Ostrogenre-
zeptor- und Progesteronrezeptor-Expression erfolgt heute immunhisto-
chemisch mit spezifischen Antikorpern. Der Tumor wird entsprechend
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des relativen Anteils angefarbter Zellkerne als Ostrogenrezeptor-positiv
(ER+) oder Progesteronrezeptor-positiv (PR+) eingestuft, wobei hierfur
mindestens 1 % der Zellkerne der Tumorzellen eine Farbung aufweisen
missen. Bei Uiber zwei Drittel der Mammakarzinome kann der Ostrogen-
rezeptor im Tumor als positiv bestimmt und anhand des Remmele-
Scores semiquantitativ eingeordnet werden (Remmele & Stegner, 1987).
Dies bedeutet eine gunstigere Prognose, ein geringes Risiko fur ein Re-
zidiv und auch ein langeres Gesamtuberleben (Roodi et al., 1995) (Lu-
machi et al., 2013; Miller et al., 2014). Dies beruht darauf, dass bei vor-
handenem Ostrogenrezeptor eine Hormontherapie initiiert werden kann,
die an dem Rezeptor angreift und somit anti-ostrogen wirkt (AWMF,
2012). Etwa die Halfte der Patientinnen mit Ostrogenrezeptor-positivem
Mammakarzinom sprechen auf eine solche Hormontherapie an, jedoch
nur 5 % der Patienten ohne den Rezeptor (Osborne, 1998). Da die Pro-
gesteron- und Ostrogenrezeptoren haufig einheitlich ausgepragt sind,
spricht eine solche Therapie bei 70-80 % an. Die Ergebnisse divergieren
jedoch und das Therapieansprechen auf Tamoxifen kann reduziert sein
(Arpino et al., 2005). Der alleinige Nachweis von Progesteronrezeptoren
(ER-, PR+) erlaubt keine klare signifikante Aussage, eine alleinige Ost-
rogenrezeptorexpression (ER+, PR-) jedoch schon. Dies basiert darauf,
dass die Aktivierung des Ostrogenrezeptors die Aktivierung der Proges-
teronrezeptoren zur Folge hat (Horwitz & McGuire, 1975). Patientinnen
mit hormonnegativen Tumoren (ER-, PR-) sprechen signifikant besser
auf die primare Chemotherapie an als Patientinnen mit hormonpositiven
Tumoren (Fisher et al., 2001).

Der HERZ2/neu-Status. In Deutschland wird dieser standardmalfiig im-
munhistochemisch oder anhand von in situ-Hybridisierung (ISH) bei neu
diagnostizierten Mammakarzinomen bestimmt. Ein Ansprechen auf mo-
noklonale Antikorper, wie Trastuzumab lasst sich Uber den HER2/neu-
Status herausfinden Die Stimulation des Tumors Uber den HER2/neu
Rezeptors hemmt den zellinduzierten Untergang, was einen grofden Ein-
fluss auf die Tumorprogression einiger Patientinnen haben kann. Bei
20-25 % aller invasiven Mammakarzinome ist der HER2/neu-Rezeptor
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Uberexprimiert, was das Outcome signifikant verschlechtert (Untch et al.,
2006). Trastuzumab blockiert den Rezeptor und ist in Kombination mit
einer Chemotherapie mit einem verlangerten Gesamtuberleben assozi-
iert (Marty et al., 2005). Eine adjuvante Behandlung mit Trastuzumab
wird nach Resektion auch bei allen Nodal-positiven und bei Nodal-
negativen Tumoren mit einem Durchmesser Uber einem Zentimeter mit
HER2/neu-Uberexpression empfohlen (Leitlinienprogramm Onkologie
der AWMF, 2020). Derzeit ist nicht bekannt, ob Trastuzumab allein eine
ausreichende Wirksamkeit aufweist, weshalb die Therapie in der Regel
gleichzeitig mit der adjuvanten Chemotherapie initiiert und ein Jahr lang
fortgefuhrt wird (Petrelli & Barni, 2012). Trastuzumab kann zusatzlich die
Chemotherapie bei Patientinnen mit Tumoren von Uber einem Zentimeter
Durchmesser unterstitzen, sofern dies nicht kontraindiziert ist.

Ki-67 - ein Proliferationsmarker, den Zellen wahrend der Zellteilung im
Zellkern exprimieren. Dieses Protein ist nur in solchen Zellen vorhanden,
die sich in der S-, G2- und der M-Phase des Zellzyklus befinden, aber
nicht in ruhenden Zellen in der Go/G1-Phase. Bei der immunhistochemi-
schen Bestimmung der Proliferationrate wird Ki-67 in den Tumorzellen
angefarbt und der Anteil Li-67 gefarbter Zellkerne an der Gesamtintensi-
tat der Farbung berechnet. Proliferiert ein Gewebe stark, ist von einem
starken Tumorwachstum auszugehen, d. h., ein hoher Ki-67-Wert resul-
tiert in einer schlechteren Prognose. Liegt ein hoher Wert dieses Prolife-
rationsmarkers vor, wird die Therapie entsprechend angepasst und mit
Zytostatika unterstutzt, um das Tumorwachstum einzudammen (Tumor-
zentrum Mdnchen, 2015, S. 94).

Anhand dieser prognostischen Parameter wurde eine Kategorisierung der

Mammakarzinome entwickelt, anhand derer eine entsprechende adjuvante Be-

handlung geplant werden kann (Tabelle 2) (Goldhirsch et al., 2011). Die Kate-

gorie Luminal A beinhaltet dabei Hormonrezeptor-positive und HER2/neu-

negative Tumoren mit einer niedrigen Proliferationsrate und die Kategorie Lu-

minal B umfasst Tumoren mit hoher Proliferation. Problematisch zeigt sich bei

dieser Einteilung der Stellenwert des Ki67-Werts, da die mangelnde Standardi-
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sierung dieses Parameters und die eingeschrankte Reproduzierbarkeit keine
allgemeine Einordnung der Proliferation zulassen (Leitlinienprogramm Onkolo-
gie der AWMF, 2020). Werte von < 10 % werden als niedrig-proliferierend, Wer-
te Uber 20-25 % als hoch-proliferierend eingestuft (Coates et al., 2015).

Tab. 2: Adjuvante Therapieentscheidung entsprechend molekularer Subtypen
des Mammakarzinoms (Goldhirsch et al., 2011)

Molekularer Adjuvante Thera-
Marker .
Subtyp pie

ER PR | HER2 | Ki-67

Luminal A + + - niedrig Endokrin
+ + i hoch Chemo_theraple und
endokrin
Luminal B
niedria  oder Chemotherapie,
+ + + hochg endokrin und Anti-
HER2
HER2+ i ) + Chemotherapie und
nicht-luminal Anti-HER2
Basalzelltyp

Triple negativ - - - Chemotherapie

Standardmafig werden im Moment keine molekularbiologischen Analysen
(»,Multigentests®) durchgefuhrt, weil sie keinen generellen Einfluss auf die Be-
handlungsoptionen haben und nicht als allgemeingultige prognostische Fakto-
ren zu betrachten sind. Eine molekulare Bewertung kann dann erganzend her-
angezogen werden, wenn dies im Einzelfall eine Anpassung der Therapie be-
deuten wurde, beispielsweise bei Patientinnen mit einer Familienanamnese des

Mammakarzinoms.
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1.6 bcl-2 Genfamilie

Die bcl-2 Genfamilie wurde erstmals in B-Zell-Lymphomen von Saugetieren
entdeckt (Tsujimoto et al., 1984). Dabei handelt es sich nicht nur um ein einzel-
nes Gen, sondern um eine Vielzahl an Genen und deren Expressionsproteinen.
Ein Hauptmerkmal zur Unterscheidung liegt in ihrer pro- und anti-apoptotischen
Wirkung, wobei angenommen wird, dass eine Balance beziehungsweise Dys-
balance der Proteine den programmierten Zelltod, die Apoptose, einleitet
(Korsmeyer et al., 1995).

Zu den pro-apoptotischen Genen zahlen Bax, Bak, bcl-Xs, Bad, Bid, Bik, Hrk
und zu den anti-apoptotischen Genen bcl-2, bcl-Xi., bcl-w, Mcl-1. Die Expressi-
onsproteine der anti-apoptotischen Gene wurden vermehrt auf Membranen der
Zellorganellen wie z.B. der Mitochondrien, dem endoplasmatischen Reticulum
oder der Zellkernmembran gefunden (Hockenbery et al., 1990; Jong et al.,
1994; Krajewski et al., 1993; Zhu et al., 1996). Im Gegensatz dazu wurden pro-
apoptotischen Vertreter der bcl-2 Familie, wie Bid und Bad vermehrt im Cyto-
plasma lokalisiert. Der Grund hierfir wird in der Abstinenz des hydrophoben
Carboxy-Terminus als transmembrane Domane vermutet (Hsu et al., 1997;
Puthalakath et al., 1999). Andere hingegen sind nach Aktivierung und Einsetzen
der Apoptose in der Mitochondrienmembran integriert, wie z.B. bcl-Xs und Bax.
Um eine Balance zwischen den Expressionsproteinen der bcl-2 Familie zu er-
reichen, haben die Proteine die Fahigkeit zur Dimerisierung, die nur funktioniert,
wenn eine Ubereinstimmung in der BH-Doméane vorhanden ist. Somit aktivieren
sich die im Cytoplasma befindlichen pro-apoptotischen Proteine, wie Bax, Bad
und Bid erst Uber eine kompetitive Dimerisierung, wenn eine bestimmte Kon-
zentration an anti-apoptotischen Proteinen, wie bcl-2 oder bcl-XL aus den Zell-

membranen gelost wurden (Hetz & Glimcher, 2008; Warren et al., 2019).

1.7 Die bcl-2-Homologie-Domane

Innerhalb der bcl-2 Familie besteht eine Homologie in bis zu vier der BH1- bis
BH4-Domanen mit alphahelikaler Struktur (Adams & Cory, 1998; Tsujimoto &
Shimizu, 2000). Der Unterschied zwischen den anti- und proapoptotischen Pro-
teinen sind die Abwesenheit einer oder mehrere Domanen wie zum Beispiel
innerhalb der proapoptotischen Proteine, bei denen entweder die aminoterminal
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gelegene BH4- und die BH1- sowie die BH2-Domane fehlen kann. Als Aus-
nahme ware hier zu nennen, dass die proapoptotischen Proteine bcl-Xs und
bcl-Rambo als einzige die BH4 Domane besitzen. Ein wiederkehrendes Merk-
mal aller proapoptotischen Proteine der bcl-2-Familie ist die BH3 Domane, die
als ,Todesdomane“ bezeichnet wird.

Tab. 3: bcl-2 Unterfamilien und Mitglieder (Warren et al., 2019)

Subfamily Activity BH Domain Status Members
bcl-2
bcl-XL
Presence of BH4 do-
. bcl-W
main
Anti- Anti- bcl-B (bC|2L10)
apoptotic apoptotic MCL-1L
MCL-1
Absence of BH4 domain | BFL-1/A1
bcl2L12
Pore- BAX
. Pro- , .
forming . Multi-domain BAK
, apoptotic
executioners BOK
Activator-binds to pro- | BIM
apoptotic and anti- BID
apoptotic bcl-2 multire- | Puma
gion proteins Mule
Pro- - . BAD
apoptotic Sensitizer—displaces Noxa
activator BH3-only pro-
. . . | BIK./BLK
BH3-only teins from anti-apoptotic BME
proteins to promote
, HRK/DP5
apoptosis .
Beclin-1
bcl-Rambo (bcl2L13)
. . bcl-G (bcl2L14)
Potential pro-apoptotic
MCL-1S
MCL-1ES
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1.8 Zielsetzung der Studie und Ethikvotum

Bei Mammakarzinomen gibt es auf der einen Seite bereits einige etablierte
Prognoseparameter. Auf der anderen Seite sind die Probleme der Tumorprog-
nostik letztendlich nicht gelést. Es gibt Patientinnen, die mit ,guten Tumor-
voraussetzungen®, also z.B. dem Stadium pT1 pNO, relativ schnell Rezidive er-
leiden und spater an der Krankheit versterben, und andere, die mit ,schlechten

Tumorvoraussertzungen®, z.B. einem Stadium pT3 pN1, lange rezidivfrei leben.

Dies bedeutet, dass bei aller Gultigkeit der prognostischen Aussagen flr Pati-
entengruppen der individuelle Verlauf konkreter Patienten bislang nicht vorher-
gesagt werden kann, sondern dass Prognostik nach wie vor bedeutet, aus Er-
fahrungen mit anderen fruheren Krankheitsfallen einen prospektiven Verlauf, so

gut es geht, abzuschatzen.

Entsprechend ist verstandlich, dass es immer wieder Studien gibt, die sich mit
der Erprobung und ggdfls. der Etablierung neuer prognostischer Faktoren befas-
sen. Dieses ist auch hier der Fall. Das gut charakterisierte Patientengut war
zum Anlass genommen worden, eine Reihe von Methoden (z.B. bildanalytische
Quantifizierung gegenuber manueller Auszahlung oder semiquantitativer Schat-
zung) und eine Reihe von in der Diskussion stehenden immunhistochemischen
Biomarkern klinisch-praktisch zu erproben, darunter auch bcl-2. Die Ergebnisse
nur dieser Teilstudie sollen im Folgenden vorgestellt werden; auf andere Teil-
studien wird nicht zurickgegriffen, um Probleme mit einer etwaigen wissen-
schaftliche Zweitverwertung zu vermeiden, insbesondere da sie in weiteren

Promotionsarbeiten Eingang finden.

Zu der vorliegenden Studie liegt ein Ethikvotum seitens der Ethikkomission der
Medizinischen Faktultat der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf vor (Studien-
nummer 4217 vom 08.04.2013).
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2 Material und Methoden

2.1 Material

In dieser retrospektiven, zunachst 115 Patientinnen umfassenden Studie wurde
an den noch vorhandenen Tumorexzidaten von 93 Patientinnen, die an einem
primarem, unilateralen, invasiv-duktalen oder invasiv-lobularen Karzinom ohne
vorige maligne Erkrankung erkrankt waren, eine immunhistochemische bcl-2-
Farbung vorgenommen. Die Diagnosestellung erfolgte primar im Institut fur Pa-
thologie der RWTH Aachen im Zeitraum zwischen 1988 bis 1990. Alle Patien-
tinnen wurden mit den seinerzeit ublichen Therapiekonzepten einer stadienori-
entierten, Ublicherweise brusterhaltenden chirurgischen Intervention behandelt.
Die Ausraumung des axillaren Level 1 war noch Standardtherapie. Danach folg-
te je nach Klassifikation des Tumors eine adjuvante Chemotherapie, additive
Radiatio und Antihormontherapie. Eine Kombinationstherapie dieser Ansatze
wurde auch schon damals verfolgt und konnte ebenfalls hier erfolgen. Die histo-
logische Aufarbeitung und Klassifizierung der Resektate erfolgte nach den Vor-
gaben der damals geltenden TNM-Klassifikation und dem modifizierten Gra-
dings sowie der Bestimmung des biochemischen und des immunhistochemi-

schen Hormonrezeptorstatus.

2.2 Methoden

2.2.1 TNM-Klassifikation

Die Stadieneinteilung der Tumoren nach Grdlde des Primartumors und des
Lymphknotenstatus (jeweils postoperativ) und eventueller Fernmetastasierung
erfolgte nach den TNM-Kriterien der 5. Ausgabe der UICC-Klassifikation (Union
Internationale Contre le Cancer (UICC), 1997). Als die erhobenen Daten spater
re-evaluiert wurden, erfolgte die Einteilung in die TNM-Klassifikation der 7. Auf-
lage, die aber keine wesentlichen Anderungen aufwies. Fir die Studienauswer-
tung wurde eine vereinfachte Darstellung vorgenommen, damit nicht zu viele

kleine Untergruppen entstanden (Tabellen 4 - 7).
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Die TumorgroRe pT wurde wie folgt kategorisiert (Tabelle 4):

Tab. 4: Vereinfachte Stadieneinteilung nach der TNM-Klassifikation fur die post-
operative TumorgroRe pT; bei der Auswertung der Falle wurde die in der
rechten Spalte wiedergegebene Einteilung angewandt (nach Achterfeld 2019).

. Kategorie in
pT nach TNM Definition .
der Studie
pTO kein Tumor nachweisbar ---
pTis Carcinoma in situ, kein invasiver Tumor -
pT1 TumorgrofRe < 2 cm pT1
pT1mi Mikroinvasion bis 0,1cm Grofe -—-
pT1a Tumorgrofie 0,1 cm - 0,5 cm -—-
pT1b Tumorgréflke 0,5cm -1 cm pT1
pT1c Tumorgrofle 1 cm - 2 cm pT1
pT2 Tumorgrofle 2 cm - 5 cm pT2
pT3 Tumorgrofe > 5 cm pT3

Tumor jeder Groéf3e mit Ausdehnung auf
pT4 pT4
Brustwand oder Haut

pT4a Ausdehnung auf die Brustwand -

Odem oder Ulzeration der Brust-
pT4b haut oder Satellitenkndtchen der pT4
Haut der gleichen Brust

Kriterien von pT4a und pT4b

pT4c pT4
zusammen
Entzindliches (inflammatorisches)

pT4d . pT4
Karzinom

Der in der Originalklassifikation recht diversifizierte Lymphknotenstatus wurde
ebenfalls vereinfacht angewendet, indem auf eine Subklassifikation des

Lymphknotenbefalls verzichtet wurde (Tabelle 5).
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Tab 5: Vereinfachte Stadieneinteilung nach der TNM-Klassifikation flr den
postoperativen Lymphknotenstatus pN; bei der Auswertung der Falle wurde die
in der rechten Spalte wiedergegebene Einteilung angewandt (nach Achterfeld
2019).

pN nach TNM Definition Kategorle-ln
der Studie
pNXx keine Lymphknoten nachweisbar ---
pNO keine Lymphknotenmetastasen pNO
Mikroskopische Metastasierung nachgewiesen
PN1 durch Untersuchung des Schildwachterlymph- -
knotens, aber nicht klinisch erkennbar
Metastasen in 1-3 ipsilateralen axillaren Lymph-
pN1 knoten und / oder ipsilateralen Lymphknoten oN
entlang der A. mammaria interna, aber nicht
klinisch erkennbar
Metastasen in 4-9 ipsilateralen axillaren Lymph-
pN2 knoten oder in klinisch erkennbaren Lymphknoten ON1
entlang der A. mammaria interna ohne axillare
Lymphknotenmetastasen
pN3 Alle Ubrigen Konstellationen regionarer Lymph- N
knotenmetastasen

Im Hinblick auf klinisch-bildgebend nachgewiesene Fernmetastasen (M) wird

bei Mammakarzinom wie folgt unterteilt (Tabelle 6):

Tab. 6: Unveranderte Stadieneinteilung nach der TNM-Klassifikation fur bezug-
lich Fernmetastasen (nach Achterfeld 2019).

. Kategorie in
M nach TNM Definition .
der Studie
MO keine Fernmetastasen nachgewiesen MO
M1 Fernmetastasen nachgewiesen M1
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Aus den drei Einzelkategorien pT, pN und M wird anschlieRend das zusammen-
fassende Stadium nach der UICC abgeleitet (Tab. 7), hier in ebenfalls verein-

fachter Form angewandt:

Tab. 7: Vereinfachte Stadieneinteilung der TNM-Klassifikation fur das Gesamt-
stadium; bei der Auswertung der Falle wurde die in der rechten Spalte
wiedergegebene vereinfachte Einteilung angewandt (nach Achterfeld 2019).

Stadium nach Kategorie in
TNM-Konstellationen

UICC der Studie
0 pTO, pNO, MO und pTis, pNO, MO -—-
| pT1, pNO, MO |
lla pT1, pN1, MO und pT2, pNO, MO |
lIb pT2, pN1, MO und pT3, pNO, MO |
llla pT1-pT3, pN2, MO und pT3, pN1, MO ]|
b pT4, pN1/pN2, MO ]|
llic pN3, MO (unabhangig von pT) ]l
v M1 (unabhangig von pT und pN) v

2.2.2 Malignitatsgradierung

Die Malignitatsgradierung wurde nach dem 1957 entwickelten System von
Bloom und Richardson in der modifizierten Form nach Elston und Ellis (Bloom &
Richardson, 1957; Elston & Ellis, 1991) durchgefuhrt. Dabei werden drei histo-
logische Kriterien semiquantitativ von eins bis drei bewertet, namlich die histo-
logische Wachstumsform (Tubulare Differenzierung), die zytologischen Veran-
derungen (Kernpleomorphie) und zum anderen die Zellteilungsaktivitat (Mitose-
rate). Um die subjektiv eingeschatzten Parameter besser zu klassifizieren, wur-
den die Bewertungskriterien durch eine Modifikation durch Elston und Ellis pra-

zisiert und damit besser und reproduzierbarer bestimmbar (Tab. 8).
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Tab. 8: Malignitatsgradierung fur Mammakarzinome in der modifizierten Form
nach Elston und Ellis (1991). Die Prozentangaben bei der tubularen Differen-
zierung beziehen sich auf lumenbildende Wachstumsformen des Tumors. Bei
der Bestimmung der Mitoserate werden 10 Gesichtsfelder mit 400x-facher
Endvergrolerung bei einem Gesichtsfelddurchmesser von 0,45 mm
(Sehfeldzahl 18) und einer Gesamtflache von 1,59 mm? als Grundlage
genommen. Bei Verwendung eines Mikroskops mit einem kleineren oder einem
groReren Gesichtsfeldern mussen die Grenzwerte flachenbezogen angepasst
werden (Biesterfeld, 1997).

Bewertung Tubulare ) .
. . Kernpolymorphie Mitoserate
der Komponenten | Differenzierung
1 > 75% gering 0-6
2 10% - 75% mafig 7-11
3 <10% stark ab 12

Als zusammenfassende Angabe zum Grading als gut (G1), maRig (G2) oder
gering differenziert (G3) werden die Werte der drei Komponenten addiert und

wie folgt interpretiert (Tab. 9):

Tab. 9: Modifizierte Malignitatsgradierung des Mammakarzinoms (Elston und
Ellis 1991)

. Summe der Werte der )
Grading . Interpretation
Grading-Komponenten

G1 3 bis 5 gut differenziert
G2 6 und 7 maRig differenziert
G3 8und 9 gering differenziert

Das Grading war primar nur fur invasiv-duktale Karzinome (bzw.
Adenokarzinome vom NST-Typ) vorgesehen gewesen, ist aber im internationa-
len Konsens auch flr invasiv-lobulare Karzinome und flr einige der selteneren
Sonderformen von Mammakarzinom aus allgemeinen Grinden der Zweck-

maligkeit in Gebrauch.
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2.2.3 Bestimmung des Hormonrezeptorstatus

Biochemische Analyse des Ostrogen- und Progesteronrezeptorstatus

Tumoranteile aus dem unfixierten, auf einer Kuhlkette transportierten Exzidat
wurden bei der biochemischen Analyse ihres Ostrogen- und Progesteronrezep-
torstatus (ER, PR) in der Frauenklinik fur Gynakologie und Geburtshilfe der
RWTH Aachen mit Hilfe eines Radioligandenassays (Dextran-Coated Charcoal
Assay) untersucht. Die Ubliche Vorgehensweise war, das Zytosol aus einem
Teil des unfixierten Exzidat herauszuschneiden und das daraus gewonnene
Zytosol mit einer Konzentration von *H-markiertes 17 B-Ostradiol fiir den Ostro-
genrezeptor bzw. fur *H-markiertes ORG 2058 fur den Progesteronrezeptor zu
inkubieren (Etzrodt et al., 1983). Hierbei zeigte die Differenz der totalen und der
unspezifischen Bindungskapazitat die sogenannte spezifische Rezorptorbin-
dungskapazitat. Um die maximale Bindungskapazitat ermitteln zu kdnnen, wur-
de ein Scatchard-Plot bestimmt. Die Grenzwerte von 10 fmol/mg fir den Ostro-
gen- und 20 fmol/mg zytosolischem Protein fir den Progesteronrezeptor, ab
dem das Ergebnis als positiv gewertet wurde, entstammten internationalen Vor-
gaben vieler vergleichbarer Studien.

Immunhistochemische Analyse des Ostrogen- und Progesteronrezeptorstatus
und von HER-2/neu

AuRerdem wurde an Paraffinschnitten des Tumorgewebes der immunhistoche-
mische ER- und PR-Status nach Standardprotokollen (standard operation pro-
cedures, SOP) in einem Farbeautomaten (,Immunostainer®) bestimmt und nach
dem unten in Kapitel 2.2.4 dargestellten Remmele-Score unter Zugrundelegung
des Reaktionsausfalls in Positiv- und Negativkontrollen ausgewertet. Ebenso
wurde immunhistochemisch der HER-2/neu-Status bestimmt und mit dem inter-
national Ublichen viergliedrigen DAKO-Score beurteilt. Die Ergebnisse dieser
Untersuchungen, die in eigenen Teilprojekten methodisch und klinisch ausge-
wertet wurden, sind nicht Gegenstand dieser Arbeit, um dem Problemfeld der

unerlaubten wissenschaftlichen Zweitverwertung auszuweichen.
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2.2.4 Immunhistochemische Darstellung der bcl-2-Expression

Herstellung der Praparate und immunhistochemische Anwendung

Da die bcl-2-Immunhistochemie nicht Teil der urspringlichen Diagnostik war,
wurden die Originalschnitte der Falle noch einmal facharztlich gesichtet, i, zu
entscheiden, auf welchem Paraffinblock das am besten geeignete reprasen-

tative Tumorgewebe vorlag.

Von dem jeweiligen Block wurden mit einem Rotationsmikrotom mehrere
Schnitte von ca. 3 ym Dicke angefertigt und auf handelsubliche beschichtete
Objekttrager aufgezogen und getrocket. Danach wurde die immunhistoche-
mische Farbung mit bcl-2 in einem immunhistochemischen Farbeautomaten
des Institutes nach den Vorgaben der Standard Operation Procedures (SOP)
standardisiert vorgenommen. Nach einem Antigen Retrieval und ein Blockie-
rung der endogenen Peroxidase wurde als Primarantikorper ein gewerblicher
bcl-2-Antikorper (DAKO, M0887, Verdinnung 1:50) verwendet, als Sekun-
darantikorper diente ein Dbiotinylierter Kaninchen-anti-Maus-Antikorper
(Merck, Verdinnung 1:50). Die Darstellung des Reaktionsproduktes erfolgte
nach verschiedenen Spulvorgangen mit Diaminobenzidin (DAB), die Gegen-
farbung mit Hamatoxylin. Danach wurden die Praparate mit einem konventi-

onellen Eindeckmedium bedeckt und mit einem Deckglas versiegelt.

Nach Durchfihrung der Farbung stellte sich eine fur bcl-2 positive Zelle
durch ein spezifisches braunes Farbesignal im Zytoplasma sowie an der

Zellmembran dar.

Als Positivkontrolle wurde pro Schnittpraparat ein Tonsillenfragment mitge-
farbt (,on slide-Kontrolle“). Ein Tonsillenschnitt wurde pro Charge als Nega-
tivkontrolle, bei dem der Primarantikdrper weggelassen wurde, verwendet.
Tonsillen zeigen in den T-Zellen und den B-Zellen der Mantelzone regelhaft

eine bcl-2-Expression, wahrend tonsillare Lymphfollikel negativ reagieren.
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Auswertung der Préparate

Die Auswertung der immunhistochemischen Farbungen wurde semiquantitativ
mit Hilfe eines Leitz Orthoplan-Mikroskops (Objektiv: 40 x/0.65, Okular: 10 x
GW Periplan 18; Gesichtsfeldflache 0,159 mm?) vorgenommen. Dazu wurden
die beiden Kriterien des von Remmele und Stegner eingeflhrten Immunreakti-
ven Scores (IRS), der primér fiir den Ostrogenrezeptor entwickelt wurde und oft
auch kurz als ,Remmele-Score” bezeichnet wird, geschatzt. Dabei handelt es
sich um die Zahl immunreaktiver Tumorzellen und um die mittlere Intensitat der

Farbung.

Die Kriterien des Immunreaktiven Scores wurden wie folgt ausgewertet (Rem-
mele und Stegner 1987):

Semiquantitative Bestimmung der Zahl gefarbter Tumorzellen

0 Alle Tumorzellen negativ
1 <10 % der Zellen positiv
2 10 % - 50 % der Zellen positiv
3 50 % - 80 % der Zellen positiv
4 > 80 % der Zellen positiv

Semiquantitative Bestimmung der Farbeintensitat

alle Zellen negativ
schwaches Farbesignal

malliges Farbesignal

w N -~ O

starkes Farbesignal

Zur Bestimmung des IRS werden die beiden Einzelwerte miteinander multipli-
ziert, so dass acht verschiedene IRS-Werte, namlich 0, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 9 und
12, maoglich sind. Da acht Gruppen fur eine Statistik Uber eine begrenzte Zahl
von Fallen in der Regel nicht sinnvoll sind, ist es zweckmallig, mehrere Grup-

28



pen zusammenzufassen. In der vorliegenden Studie wurden Uberlebensver-
gleiche zum einen mit drei Gruppen (0 / 1-3 / 4-12), zum anderen mit vier Grup-

pen (0/1-2/3-4 / 6-12) vorgenommen.

2.2.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem biometrischen Programm BMDP
sowohl eigenstandig als auch unter Anleitung am Institut fur Cytopathologie der
Heinrich-Heine-Universitat und in Zusammenarbeit mit dem Institut fur Medizini-
sche Biometrie, Epidemiologie und Informatik (IMBEI) der Johannes-
Gutenberg-Universitat Mainz. Im nachfolgenden Abschnitt wurden die Unter-
programme des Bio-Medical Data Package (1D, 1L, 2D, 2L) den Auswerte-
schritten hinzugefugt (z.B. "1D").

FiUr die Auswertung der Exzidate konnten alle Parameter der Statistik, wie Me-
dian, Modal-, Mittel-, Minimal- und Maximalwert, sowie Varianz, Standardab-
weichung und Variationskoeffizient, als auch zu allen Perzentilen (1D, 2D) aus-

gewertet werden.

Die Ermittlung der univariate Uberlebensanalysen erfolgte (iber Kaplan-Meier-
Uberlebenskurven (Kaplan & Meier, 1958), deren statistische Signifikanz mit
dem Wilcoxon-Breslow-Test kontrolliert wurde (1L). Im Anschluss folgten mul-
tivariate Uberlebensanalysen mit den Cox-Modellen (Cox, 1972) im forward

stepping-Modus (2L).

Hierbei stellte sich eine statistische Signifikanz bei den Cox Modellen fur ein a-
Niveau von < 0,05 ein und eine mdgliche Irrtumswahrscheinlichkeit von < 5% (<

10%) um nicht die Nullhypothese irrtimlicherweise zu verwerfen.
Da in dieser Studie die Kohorte auf mehrere Zielparameter untersucht wurde

und in diesem Sinne eine multiple Testproblematik auftreten kdnnte, fand die

statistische Auswertung explorativ statt.
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3. Ergebnisse

3.1 Allgemeine Daten

Die Kohorte umfasste 93 Patienten mit einem durchschnittlichen Alter von 59,3
+ 14,3 Jahre bei der Diagnosesicherstellung. Dabei betrug das Alter der jungs-
ten Patientin 32 Jahre und das Alter der altesten Patientin 95 Jahre.

Gegen Abschluss des Recallintervalls tUberlebten noch 40 der vormals 93 Pati-
entinnen, wobei die mittlere Beobachtungsdauer 10,6 £ 1,0 Jahre betrug. Die
restlichen 50 Patientinnen waren nach 3,8 + 2,6 Jahren verstorben und drei Pa-
tientinnen konnten nach 6,2 + 1,0 Jahren nicht mehr aktualisiert werden. Hierbei
ergab sich flir 63,4% der Kohorte eine fiinfjahrige Uberlebensrate, sowie flr
47,8 % eine zehnjahrige Uberlebensrate (Abb. 1). Das durchschnittliche Uber-
leben der Kohorte lag bei 7,5 Jahren und das mediane Uberleben 7,8 Jahre.

0.8 -
0.6
0.4

0.2 1

G T I I I I I I I \ \ \ \
4] 1 2 3 4 5 8 7 8 S 10 11 i2
Uberieben [Jahre]

Abb. 1: Gesamtiberleben der 93 Patientinnen
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3.2 Univariate Uberlebensanalyse

3.2.1 TNM-Klassifikation und ihre Komponenten

Die nachfolgenden Tabellen 10-13 bzw. die Abbildungen 2-5 spiegeln die Kor-
relation der TNM-Klassifikation auf das Uberleben wider.

Tab. 10: Uberleben in Beziehung zur Tumorgréfe (pT) (p = 0,0084)

pT 1 2 3 4
Anzahl der Patienten 13 58 14 8
verstorbene Patienten 4 31 9 6
mittl. Uberleben (Jahre) 9,2 7,8 5,8 39
5-Jahres-ULW (%) 84,6 69,0 42,9 25,0
10-Jahres-ULW (%) 69,2 48,8 35,7 25,0

0.8
Tt

0.6
T2
0.4 T3
T4
0.2

o] T T T T T T T T T T T ]
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Uberleben [Jahre]

Abb. 2: Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier zur Tumorgroe (pT)
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Tab. 11: Uberleben in Beziehung zum Lymphknotenstatus (pN) (p = 0,0005)

pN 0 1
Anzahl der Patienten 46 47
verstorbene Patienten 17 33
mittl. Uberleben (Jahre) 9,1 5,8
5-Jahres-ULW (%) 78,3 48,9
10-Jahres-ULW (%) 67,0 28,8
1 .
p
0.8
NO
0.6
0.4
N1
0.2 1
o] T T T T T ]
o] 1 2 5 g 10 11 12

Uberleben [Jahrel

Abb. 3: Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier fir den Lymphknotenstatus (pN)
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Tab. 12: Uberleben in Beziehung zur Fernmetastasierung (M) (p = 0,0030)

M 0 1
Anzahl der Patienten 88 4
verstorbene Patienten 46 4
mittl. Uberleben (Jahre) 7,7 2,1
5-Jahres-ULW (%) 65,9 0,0
10-Jahres-ULW (%) 49,3 0,0

0.8 -

0.6
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Abb. 4: Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier zur Fernmetastasierung (M)
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Tab. 13: Uberleben in Beziehung zum Staging (pTNM) (p < 0,0001)

pTNM 1 2 3 4
Anzahl der Patienten 9 65 14 4
verstorbene Patienten 1 34 11 4
mittl. Uberleben (Jahre) 10,8 7,9 43 2,1
5-Jahres-ULW (%) 100,0 69,2 28,6 0,0
10-Jahres-ULW (%) 88,9 49,8 21,4 0,0

1
P TNM1
0.8
0.6
TNM2
0.4
TNM3
0.2
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8] T \ \ T T

18] 1 2 3 4 5 5] 7 8 g 10 11 12
Uberleben [Jahre]

Abb. 5: Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier zum Staging (pTNM)

Die abgebildeten Graphen der einzelnen Parameter der TNM Klassifikation zei-
gen eine signifikante Trennung der Komponenten. Hervorzuheben sei hier die

Separation des Lymphknoten Graphen (p= 0,0005), sowie des Fernmetastasie-
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rungs Graphen mit (p = 0,0030). Dabei stellt der Lymphknotenstatus bei Diag-
nosestellung die grofite Relevanz dar, da sich der Graph bereits nach 1,5 Jah-
ren teilt und somit eine bessere Prognose fiir das Uberleben der Patientinnen

ohne Lymphknotenmetastasen aufweist.

Die Zusammenfassung der Einzelkomponenten des TNM Systems zeigen in

unserer Kohorte ein noch signifikantere Aufspreizung der Graphen (p < 0,0001).

3.2.2 Gradierung und ihre Komponenten

Ein weiterer Prognosefaktor, um die Uberlebensrate beim Mammakarzinom
neben dem Staging genauer zu ermitteln, ist das Grading. Das Grading umfasst
die tubulare Differenzierung (Tab. 14, Abb. 6), die Kernpleomorphie (Tab. 15,
Abb. 7), Mitoseaktivitat (Tab. 16, Abb. 8), sowie die Gesamtschau aller Kompo-

nenten zusammen (Tab. 17, Abb. 9).

Die Ergebnisse unserer Kohorte zeigen eine Korrelation der Uberlebensrate mit
der histomorphologischen Gradierung. Dies lasst sich vor allem bei der Mitose-
aktivitat (p = 0,0007) darstellen, ebenso beim Gesamtgrading (p = 0,0133), wo-

bei hier eine deutliche Separation der Graphen erst nach 2,5 Jahren eintritt.

Die Einzelkomponenten tubulare Differenzierung und Kernpleomorphie zeigten
in unseren Ergebnissen eine geringere Signifikanz gegenuber der Mitoseaktivi-
tat und des Gradings. Hierbei wies die tubulare Differenzierung mit einer statis-
tischen Signifikanz von p = 0,5825 im Vergleich zur Kernpleomorphie mit p =
0,1292 die schlechtere Aussagekraft auf. Einzig bei der Betrachtung des Gra-
phen der Kernpleomorphie lasst sich ein Uberlebensunterschied zwischen den
Gruppen KP2 und KP3 darstellen. Dieser schlagt sich allerdings nicht in der

statistischen Signifikanz nieder.
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Tab. 14: Uberleben in Beziehung zur tubuldren Differenzierung (TD) (p
0,5825)

D 1 2 3
Anzahl der Patienten 4 22 57
verstorbene Patienten 1 12 34
mittl. Uberleben (Jahre) 9,2 7,6 7,0
5-Jahres-ULW (%) 75,0 68,2 57,9
10-Jahres-ULW (%) 75,0 54,6 41,5

1 ;t
p
0.8 - —I—L‘—L TD1

TD2

0-6 D3

04 Lji

0.2

o \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \
o} 1 2 3 4 5 <] 7 8 g 10 11 12
Uberieben [Jahrel

Abb. 6: Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier zur tubuléren Differenzierung (TD)
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Tabelle 15: Uberleben in Beziehung zur Kernpleomorphie (KP) (p = 0,1292)

KP 1 2 3
Anzahl der Patienten 6 35 47
verstorbene Patienten 2 16 29
mittl. Uberleben (Jahre) 9,8 8,0 6,7
5-Jahres-ULW (%) 83,3 71,4 55,3
10-Jahres-ULW (%) 66,7 53,9 41,6
1
p
0.8
KP1
0.6 KpP2
KP3
0.4
0.2
4] T T T T T T T T T T T ]

4] i 2 3 4 5 6 7 8 g 10 1 12
Uberleben [Jahre]

Abb. 7: Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier zur Kernpleomorphie (KP)
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Tabelle 16: Uberleben in Beziehung zur Mitoserate (MIT) (p = 0,0007)

MIT 1 2 3
Anzahl der Patienten 42 28 17
verstorbene Patienten 14 20 12
mittl.Uberleben (Jahre) 9,2 6,3 5,2
5-Jahres-ULW (%) 78,6 57,1 35,5
10-Jahres-ULW (%) 68,7 27,2 35,3
1 _
o
0.8
MIT1
[
0.6
MIT2
0.4 MIT3
0.2
4] T T T T T ]
18] 1 2 5 7 8 9 10 12

Uberleben [Jahre]

Abb. 8: Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier zur Mitoserate
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Tab. 17: Uberleben in der Beziehung zum Grading (p = 0,0133)

Grad 1 2 3
Anzahl der Patienten 15 45 33
verstorbene Patienten 5 22 23
mittl. Uberleben (Jahre) 9,3 8,0 59
5-Jahres-ULW (%) 80,0 68,9 48,5
10-Jahres-ULW (%) 66,0 52,9 32,2
1 .
p
0.8
G1
0.6
G2
[
0.4 G3
0.2
o] T T T T T T T ]
o 1 2 4 8 g 10 11 12

Uberleben [Jahrel

Abb. 9: Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier zum Grading
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3.2.3 Ostrogen- bzw. Progesteronrezeptorstatus

Die nachfolgenden Tabellen 18 und 19 bzw. die Abbildungen 10 und 11 geben
die Korrelation der beiden Hormonrezeptoren mit dem Uberleben wieder.

Tab. 18: Uberleben in Beziehung zum biochemischen Ostrogenrezeptorstatus
(ER) (p = 0,1023)

ER negativ positiv
Anzahl der Patienten 24 69
verstorbene Patienten 13 37
Mittl. Uberleben (Jahre) 6,4 7.8
5-Jahres-ULW (%) 50,0 68,1
10-Jahres-ULW (%) 45,8 48,3
1=
p
0.8
0.6 ER pos.
ER neg.
0.4
0.2
4] \ \ \ \ \ \ T T T T

4] 1 2 3 4 5 8 7 8 S 10 11 i2
Uberieben [Jahre]

Abb. 10: Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier zum Ostrogenrezeptor (ER)
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Tab. 19: Uberleben in Beziehung zum biochemischen Progesteronrezeptorsta-

tus (PR) (p = 0,0114)

PR negativ positiv
Anzahl der Patienten 44 49
verstorbene Patienten 28 22
mittl. Uberleben (Jahre) 6,3 8,5
5-Jahres-ULW (%) 50,0 75,5
10-Jahres-ULW (%) 40,9 53,9

1 —

p
0.8
0.6 PR pos.

PR neg.

0.4
0.2

G T I I \ \ \

4] 1 2 5 8 8 g 10 11 12

Uberieben [Jahre]

Abb. 11: Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier zum Progesteronrezeptor (PR)
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Zusammenfassend konnte flr die Hormonrezeptoren eine Korrelation mit der
Uberlebensrate beim Progesteronrezeptor (p = 0,0114) iber den gesamten
Follow-Up-Zeitraum dargelegt werden. Diesen Uberlebensvorteil fir die positi-
ven Patientinnen wies der Ostrogenrezeptor (p = 0,1023) nur die ersten sieben
Jahre auf, danach erfolgte eine Annaherung der Graphen und damit eine sin-

kende Aussagekraft.

3.2.4 bcl-2-Expression

Die nachfolgende statische Auswertung der klinischen Relevanz der immunhis-
tochemischen Analyse der bcl-2-Expression wurde bei den 93 Patientinnen auf
die Einzelkomponenten (bcl-2-PP, bcl-2-Sl) untersucht. Zusatzlich zu den Ein-
zelkomponenten wurde ein Analog zum Remmele-Score, der immunreaktiven

Score (bcl-2-IRS) gebildet und ebenfalls begutachtet.

Zunachst wurde untersucht, ob die bcl-2-Expression Uberhaupt eine prognosti-
sche Relevanz hat, ohne dass die Auspragung von PP oder Sl bzw. des IRS
beachtet wurden, d.h. eine reine Ja-/Nein-Entscheidung (Tab. 20, Abb. 12).
Hierbei zeigte sich ein hoch signifikant (p = 0,0001) schlechterer Verlauf bei den

bcl-2-negativen Fallen.

Danach wurde die Gruppe der bcl-2-positiven Falle in jeweils zwei Gruppen
aufgespalten, so dass drei Gruppen resultierten. Die Tabellen 21-23 und die
Abbildungen 13-15 lassen erkennen, dass die Aufspaltung der positiven Falle in
drei Gruppen fiir bcl-2-PP, bcl-2-Sl und fir bel-2-IRS Uberlebensunterschiede
ergibt, die sich sowohl graphisch in den entsprechenden Uberlebenskurven als
auch tabellarisch niederschlagen. Dabei scheint innerhalb der positiven Falle
bcl-2-Sl eine starkere Relevanz zuzukommen als bcl-2-PP. Eine Aufspaltung in
vier Gruppen verbessert fur den bcl-2-IRS das Ergebnis nicht (Tabelle 24, Ab-
bildung 16).
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Tab. 20: Uberleben in Beziehung zur bcl-2-Expresion in zwei Gruppen (negativ
vs. positiv) (p = 0,0001)

bcl-2 negativ positiv
Anzahl der Patienten 34 59
verstorbene Patienten 23 27
mittl. Uberleben (Jahre) 53 8,7
5-Jahres-ULW (%) 38,2 78,0
10-Jahres-ULW (%) 32,4 56,6

bel-2 .
06 - C pos

0.4

0.2

o T I I I I I I I \ \ \ \
o 1 2 3 4 5 5] 7 8 9 10 11 i2
Uberleben [Jahrel

Abb. 12: Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier zur bcl-2-Expression in zwei
Gruppen
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Tab. 21: Uberleben in Beziehung zum Prozentsatz bcl-2-positiver Zellen (bcl-2-

PP) (p = 0,0005); Grenzwerte: bcl-2-PP = 0 bzw. 2

bcl-2-PP 0 1-2 3-4
Anzahl der Patienten 34 25 34
verstorbene Patienten 23 13 14
mittl. Uberleben (Jahre) 5,3 8,2 9,0
5-Jahres-ULW (%) 38,2 72,0 82,4
10-Jahres-ULW (%) 32,4 51,3 60,3

p

0.8
bel-2 PP 3 - 4
0.6 bel-2 PP 1-2
0.4 -
becl-2 PP O

0.2

o I I I I I I I I \ \ \ \

8] 1 2 3 4 5 6 7 8 g 10 11 i2
Uberieben [Jahrel

Abb. 13: Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier zum Prozentsatz bcl-2-positiver
Zellen (bcl-2-PP) in drei Gruppen
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Tab. 22: Uberleben in Beziehung zur Farbeintensitat der bcl-2-Expression (bcl-
2-Sl) (p = 0,0005); Grenzwerte: bcl-2-Sl = 0 bzw. 1

bcl-2-SI 0 1 2-3
Anzahl der Patienten 34 32 17
verstorbene Patienten 23 16 11
mittl. Uberleben (Jahre) 5,3 8,3 9,1
5-Jahres-ULW (%) 38,2 75,0 81,5
10-Jahres-ULW (%) 32,4 49,0 66,0
1 —
p
0.8 7 bcl-2 St 2-3
0.6 bcl-2 Si 1LL|_‘—\—
0.4
bcl-2 SI O
0.2
4] \ \ \ \ \ \ \ T T T T

8] 1 2 3 4 5 6 7 8 g 10 11 i2
Uberieben [Jahrel

Abb. 14: Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier zur Farbeintensitat der bcl-2-
Expression (bcl-2-Sl) in drei Gruppen
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Tab. 23: Uberleben in Beziehung zum immunreaktiven Score (bcl-2-IRS) (p =
0,0004); Grenzwerte: bcl-2-IRS = 0 bzw. 3

bcl-2-IRS 0 1-3 4-12
Anzahl der Patienten 34 30 29
verstorbene Patienten 23 17 10
mittl. Uberleben (Jahre) 5,3 8,0 9,3
5-Jahres-ULW (%) 38,2 73,3 45,5
10-Jahres-ULW (%) 32,4 82,8 68,4

p

0.8
bcl-2 IRS 4-12
0.6 bci-2 IRS 1-3
0.4
bci-2IRS O

0.2 1

o} \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \

4] i 2 3 4 5 8 7 8 o] 10 i1 i2
Uberleben [Jahre]

Abb. 15: Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier zum immunreaktiven Score (bcl-
2-IRS) in drei Gruppen
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Tab. 24: Uberleben in Beziehung zum immunreaktiven Score (bcl-2-IRS) (p =
0,0004); Grenzwerte: bcl-2-IRS = 0 bzw. 3

bcl-2-IRS 0 1-2 3-4 6-12
Anzahl der Patienten 34 9 26 24
verstorbene Patienten 23 5 12 10
mittl. Uberleben (Jahre) 5,3 79 8,7 8,8
5-Jahres-ULW (%) 38,2 77,8 76,9 79,2
10-Jahres-ULW (%) 32,4 41,7 56,7 61,6

p % bgl=2 IRS 1=-2 / bel-2 IRS 3-4 / bel-2 IRS 6-12
0.8 hﬁL
\—\ L
0.6 1
L
bcl-2IRS ©
0.4
0.2 1
o} \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \

4] i 2 3 4 5 8 7 8 o] 10 i1 i2
Uberleben [Jahre]

Abb. 16: Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier zum immunreaktiven Score (bcl-
2-IRS) in vier Gruppen
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3.3 Multivariate Analyse: Cox-Modell

Die weitere statistische Auswertung sieht vor, dass die einzelnen Parameter der
TNM-Klassifikation, des Grading, des Hormonrezeptorstatus, sowie die immun-
histochemische Analyse der bcl-2- Expression auf ihrer statistischen Signifikanz
untereinander verglichen werden. Dabei werden die signifikantesten Prognose-
faktoren untereinander gelistet, bewertet und Schritt fur Schritt in das Cox-
Modell aufgenommen bis keine weitere statistische Relevanz der Einzelkompo-

nenten vorhanden ist.

Die einzelnen Schritte des Cox-Modells werden in den Tabellen 25-30 wieder-
gegeben. Hierbei zeigten die Prognosefaktoren des Lymphknotenstatus (p =
0,0014), der bcl-2-bezogenen Grdlen (0,0045 = p = 0,0005), der Tumorgrolie
(p = 0,0048) als auch des Gradings (p = 0,0064) die héchste Relevanz.

Tab.25: Multivariates Cox-Modell unter Einbeziehung der klinischen Parameter,
des Hormonrezeptorstatus und der vier bcl-2-basierten Parameter; n = 93. Aus-
gangssituation vor Schritt 1

Variable Chi? enter Chi? remove p-Wert
pN 12,08 0,0005
bcl-2-IRS (0/1-3/4-12) 10,79 0,0010
bcl-2 (neg./pos.) 8,58 0,0034
bcl-2-PP 8,41 0,0037
bcl-2-SI 8,05 0,0045
pT 7,94 0,0048
Grad 7,44 0,0064
PR 4,67 0,0307
ER 0,58 0,4451

Der erste Schritt des Cox-Modells sah vor den Lymphknotenstatus als die rele-
vanteste Komponente als erstes aufzunehmen. Danach verfigten mehrere bcl-

2-bezogene Variable Uber eine hohe verbliebene Relevanz (0,0106 = p =
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0,0027); als beste GroRe wurde in Schritt 2 sowie der bcl-2-IRS in den Grenzen
0, 1-3 und 4-12 aufgenommen (p = 0,0027).

Tab.26: Multivariates Cox-Modell unter Einbeziehung der klinischen Parameter,
des Hormonrezeptorstatus und der vier bcl-2-basierten Parameter; n = 93.
Schritt 1

Variable Chi? enter Chi? remove p-Wert
pN 12,08 0,0005
bcl-2-IRS (0/1-3/4-12) 9,00 0,0027
bcl-2-PP 8,26 0,0040
bcl-2 (neg./pos.) 7,77 0,0053
PR 6,71 0,0096
bcl-2-SI 6,53 0,0106
pT 4,30 0,0382
Grad 3,99 0,0458
ER 1,63 0,2018

Tab. 27: Multivariates Cox-Modell unter Einbeziehung der klinischen Parameter,
des Hormonrezeptorstatus und der vier bcl-2-basierten Parameter; n = 93.
Schritt 2

Variable Chi? enter Chi? remove p-Wert
pN 10,30 0,0013
bcl-2-IRS (0/1-3/4-12) 9,00 0,0027
Grad 4,67 0,0307
pT 3,53 0,0603
PR 2,60 0,1068
ER 0,36 0,5461
bcl-2-PP 0,25 0,6203
bcl-2-SI 0,21 0,6505
bcl-2 (neg./pos.) 0,08 0,7769

Nach Schritt 2 verfugten die bisher nicht berucksichtigten bcl-2-bezogenen
Grolken erwartungsgemald Uber keinerlei prognostische Relevanz mehr, da sie

(s.u.) untereinander deutlich korreliert sind. Als Variable mit gréfdter verbliebe-
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ner Restrelevanz (p = 0,0307) wurde als weitere Grol3e die Gradierung in das
Cox-Modell in Schritt 3 aufgenommen (Tab. 28). Hiernach erflllte keiner der
restlichen Prognosefaktoren die statistische Signifikanz um in das Cox-Modell
aufgenommen zu werden; nach Schritt 3 liegt somit die Endsituation des Cox-

Modells vor.

Tab. 28: Multivariates Cox-Modell unter Einbeziehung der klinischen Parameter,
des Hormonrezeptorstatus und der vier bcl-2-basierten Parameter; n = 93. End-
situation nach Schritt 3

Variable Chi? enter Chi? remove p-Wert
bcl-2-IRS (0/1-3/4-12) 9,68 0,0019
pN 5,74 0,0166
Grad 4,67 0,0307
PR 2,30 0,1295
pT 2,06 0,1508
bcl-2 (neg./pos.) 0,28 0,5987
bcl-2-SlI 0,15 0,6934
bcl-2-PP 0,14 0,7089
ER 0,08 0,7708

Die Tabelle 29 listet die signifikantesten Prognosefaktoren (p = 0,001 bis p =
0,031) des Cox-Modells einzeln mit ihren Chi’>-Werten und global Chi2-Werten
von 12,24 bis 25,92 auf.

Tab. 29: Multivariates Cox-Modell unter Einbeziehung der klinischen Parameter,
des Hormonrezeptorstatus und der bcl-2-basierten Parameter. Ubersicht Uber
die Entwicklung der statistischen Kenngrof3en von Schritt zu Schritt

Schritt 'mp’g‘{“i’zme"t p-Wert Global Chi? p-Wert
1 (pN) 12,08 0,001 12,24 < 0,001
2 (bcl-2-IRS (0/1-3/4-12)) 9,00 0,003 20,91 < 0,001
3 (Grad) 4,67 0,031 25,92 < 0,001
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Zur Validierung des Cox-Modells am konkreten Datensatz wurden Lymphkno-
tenstatus und bcl-2-Expression gegenubergestellt. Da sowohl der Lymphkno-
tenstatus (pN) als auch der Remmele-Score (bcl-2-IRS) mehrere Kategorien
aufweist, konnte eine Aufteilung in sechs Kombinationsmdglichkeiten pNO/bcl-2-
IRS 0, pNO/bcl-2-IRS 1-3, pNO/bcl-2-IRS 4-12, pN1/bcl-2-IRS 0, pN1/bcl-2-IRS
1-3, pN1/bcl-2-IRS 4-12 erfolgen und diese in einer Kaplan-Meier-Kurve gra-
phisch dargestellt werden (Tabelle 30, Abbildung 17).

Tab. 30: Uberleben in Beziehung zum Lymphknotenstatus unter Beriicksichti-

gung des bcl-2-IRS in drei Gruppen (0, 1-3, 4-12) (global: p < 0,0001; pNO: p =
0,4573, pN1: p = 0,0011

pN 0 0 0 1 1 1
bcl-2-IRS 0 1-3 4-12 0 1-3 4-12

Anzahl der Patienten 13 15 18 21 15 11

verstorbene Patienten 5 7 5 18 10 5
mittl. Uberleben (Jahre) 8,0 8,7 9,7 3,5 75 8,2
5-Jahres-ULW (%) 61,5 80,0 88,9 23,8 66,7 72,7
10-Jahres-ULW (%) 61,5 58,7 77,8 14,3 33,3 52,0

In Abbildung 17 erkennt man einen Trend fiir eine geminderte Uberlebensrate
bei Patientinnen mit Tumoren, die eine negative bcl-2 Expression aufweisen.
Wobei der positive Lymphknotenstatus (N1, p = 0,0011) diesen Trend starker
veranschaulicht als bei den negativen Lymphknotenstatusbefunden (NO, p =
0,4573). Deshalb ist das Ergebnis nur in den Gruppen der positive Lymphkno-
tenstatusbefunde statistisch signifikant (p = 0,0002).

Ein weitgehend gleichartiges Bild ergibt sich auch, wenn zur Vereinfachung pN
und bcl-2 (neg./pos.) in vier statt sechs Gruppen gegenubergestellt werden; hier
lassen sich vier Gruppen (pNO/bcl-2 neg., pNO/bcl-2 pos., pN1/bcl-2 neg.,
pN1/bcl-2 pos.) statistisch hoch signifikant unterscheiden (Tabelle 31, Abbil-
dung 18). Dass der Effekt in der N1-Gruppe starker und signifikant ausfallt, ist
auch bei dieser Darstellung unverandert der Fall (global: p < 0,0001; pNO: p =
0,3897; pN1: p = 0,0002).
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Abb. 17: Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier zur kombinierten Darstellung des
Lymphknotenstatus und des bcl-2-IRS. pNO: durchgezogen, pN1: gestrichelt.

Tab. 31: Uberleben in Beziehung zum Lymphknotenstatus unter Beriicksichti-
gung der bcl-2-Expression (neg./pos.) (global: p < 0,0001; pNO: p = 0,3897,

pN1: p = 0,0002)

pN 0 0 1 1
bcl-2 neg. pos. neg. pos.
Anzahl der Patienten 13 33 21 26
verstorbene Patienten 5 12 18 15
mittl. Uberleben (Jahre) 8,0 9,3 3,5 7,6
5-Jahres-ULW (%) 61,5 84,9 23,8 69,2
10-Jahres-ULW (%) 61,5 69,2 14,3 40,5
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Abb. 18: Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier zur kombinierten Darstellung des
Lymphknotenstatus und der bcl-2-Expression (neg./pos.)

Zusammenfassend lasst sich somit am konkreten Datensatz die Modellannah-
me einer erganzenden prognostischen Signifikanz von Lymphknotenstatus und

bcl-2-Expression verifizieren.

Die Aufnahme des Gradings mit seinen drei Auspragungen (G1, G2, G3) wurde
bei der Erstellung der Gruppen, wie zuvor mit dem Lymphknotenstatus in sei-
nen Auspragungen (pN1, pN2) und dem immunreaktive Score des bcl-2 in sei-
nen Auspragungen (bcl-2-IRS 0, bcl-2-IRS 1-3, bcl-2-IRS 4-12) zu einer
18teiligen Gruppierung fuhren, die keine statisch sinnvolle Auswertung mehr zu
lieBe. Erfahrungsgemal ergeben sich aber durch die Hinzunahme einer dritten
GroRe keine wesentlichen Veranderungen mehr.
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3.4 Korrelationen bcl-2-bezogener Parameter untereinander
und mit klinisch-morphologischen Parametern

SchlieBlich sollen die bcl-2-bezogenen Grolken untereinander, als auch zu den

anderen prognostischen Faktoren auf ihre Korrelation hin ausgewertet werden.

3.4.1 Korrelation zwischen bcl-2-PP und bcl-2-SI|

Um einen Zusammenhang zwischen bcl-2-PP und bcl-2-Sl zu untersuchen,
wurden verschiedene Dimensionen in Mehr-Felder-Tafeln beider Parameter
untersucht. Bei der Auswertung nach dem Person Chi?-Test wurde stets eine
statistische Signifikanz nachgewiesen. Dies veranschaulicht die Tabelle 32 flr
bcl-2-PP und deren Auspragungen 1 und 2, sowie 3 und 4 bzw. fur bcl-2-SI und
deren Auspragungen 2 und 3, die somit in einer Gruppe zusammenfassbar sind
(p < 0,0001).

Da sich das Analog zum Remmele-Score (bcl-2-IRS) aus den Variablen bzw.
Parametern bcl-2-PP und bcl-2-Sl| ableitet, wurde keine Korrelationen zwischen

dem bcl-2-IRS und seinen GrundgréfRen vorgenommen.

Tab. 32: Beziehung zwischen dem Prozentsatz positiver Zellen (bcl-2-PP) und
der Farbeintensitat (bcl-2-Sl); p < 0,0001

bcl-2-SI
0 1 2und 3 total
bcl-2-PP
0 34 0 0 34
1und 2 0 16 9 25
3und 4 0 16 18 34
Total 34 32 27 93
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3.4.2 Korrelation zwischen bcl-2-Parametern und klinisch-
morphologischen Parametern

Die vorangegangen statistischen Auswertungen zeigten eine enge Korrelation
zwischen den Parametern bcl-2-PP und bcl-2-SI, sodass eine weitere Untersu-
chung nur noch demonstrativ fur die Korrelationen zwischen bcl-2-PP mit den
klinisch-morphologischen Parametern dargestellt wurde. Die Ergebnisse fur bcl-

2-Sl zeigten ein annahernd analoges Ergebnis.

Ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen bcl-2-PP und dem TNM-
Stadium (Tabelle 33, p = 0,0839) bzw. pT (p = 0,0710), pN (p = 0,2243) oder M
(p = 0,4580) lag nicht vor, ebenso verhielt es sich mit dem Grading (Tabelle 34,
p =0,3341).

Tab.33: Beziehung zwischen bcl-2-PP und dem TNM-Stadium (p = 0,0839)

PTNM 1 2 3 4 total
bel-2-PP
0 3 19 9 2 33
1und 2 1 23 1 0 25
3 und 4 5 23 4 2 34
total 9 65 14 4 92

Tab. 34: Beziehung zwischen bcl-2-PP und dem Grading (p = 0,3341)

Grading
1 2 3 total
bcl-2-PP
0 4 17 13 34
1und 2 4 9 12 25
3und 4 7 19 8 34
total 15 45 33 93
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Mit dem Ostrogenrezeptorstatus bestand keine erkennbare Korrelation (Tabelle

35, p = 0,0832), mit dem Progesteronrezeptorstatus war die bcl-2-Expression
signifikant in dem Sinne korreliert (Tab. 36, p = 0,0005), dass eine bcl-2-

Positivitat haufiger mit einer PR-Positivitat verbunden war.

Tab. 35: Beziehung zwischen bcl-2-PP und dem ER-Status (p = 0,0832)

ER-Status
negativ positiv total
bcl-2-PP
0 13 21 34
1und 2 6 19 25
3und 4 5 29 34
total 24 69 93

Tab. 36: Beziehung zwischen bcl-2-PP und dem PR-Status (p = 0,0005)

PR-Status
negativ positiv total
bcl-2-PP
0 24 10 34
1 und 2 12 13 25
3und 4 8 26 34
total 44 49 93
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4 Diskussion

Die Immunhistochemie ist ein wichtiger tragender Pfeiler in der Diagnostik und
Prognostik maligner Tumoren geworden. Auch wenn ihr heute die Molekular-
pathologie zur Seite steht und in manchen Bereichen eine hohere Bedeutung
gewonnen hat, andert das nichts an ihrem hohen Stellenwert. Denn wahrend
die Immunhistochemie in situ angewandt wird, also zu im Gewebe zuordbaren
Farbesignalen umgesetzt wird, sind molekularpathologische PCR-basierte Ver-
fahren im Grunde Laboranwendungen, die nicht morphologisch sind. Die mole-
kularpathologischen Verfahren wiederum, die ebenfalls auf das Gewebe rick-
fuhren wie die verschiedenen Methoden der in situ-Hybridisierung (FISH, SISH,
CISH), sind teuer und letztendlich sehr aufwendig. Insofern ist anzunehmen,
dass auch in Zukunft der Immunhistochemie eine wesentliche Rolle in der Be-
antwortung onkologischer Fragen im Fach Pathologie zukommen wird, und sei
es nur als ein wichtiger Filter im Vorfeld weiterfUhrender Untersuchungsmetho-

den.

Die Zahl der Antikorper, die in medizinischen Fragestellungen eingesetzt wer-
den, nimmt immer weiter zu. Dennoch sind auch Marker vorhanden, die seit
vielen Jahren in der Diagnostik und Prognostik verschiedener onkologischer
Fragestellungen konstant Verwendung finden. Hierzu gehért auch das bcl-2,

das Gegenstand der hier vorgestellten Studie ist.

4.1 bcl-2 als wichtiger Marker in der Routinediagnostik malig-
ner Non-Hodgkin-Lymphome

Der im Grunde einzig wichtige Einsatzbereich von bcl-2 in der Routinediagnos-

tik liegt in der Diagnostik maligner Non-Hodgkin-Lymphome.

Hier wird es zum einen als wichtiger Marker zu Klarung der Frage eingesetzt,
ob ein auffalliger follikularer Umbau eines Lymphknotens neoplastischer Natur

im Sinne eines follikularen B-Zell-Lymphoms oder reaktiver Natur ist, also in
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den Formenkreis der (B-Zell-) follikularen Hyperplasien fallt. Stellen sich folliku-
lare Strukturen als bcl-2 positiv heraus, so ist dieses Ergebnis ein durchaus har-
ter Marker fur Malignitat. Bei bcl-2-Negativitat spricht der Ausfall der Farbung in
erster Linie fur eine reaktive Genese, wobei aber selten auch follikulare Lym-
phome bcl-2-negativ sein kdnnen (Kaur, 2020), insbesondere diejenigen mit
Vorherrschen von Blasten (Grad 3) (Nasr et al., 2019). Plakativ ausgedrickt,
spiegelt die Prasenz von bcl-2 in follikularen Strukturen die Immortalisierung der
Zellen wider, was wiederum die Annahme eines neoplastischen Charakters un-
terstutzt. Allerdings darf man sich bcl-2 in diesem Zusammenhang nicht als al-
leinig Malignitat beweisenden Marker vorstellen, sondern nur als einen wesent-
lichen Mosaikstein, der zur Diagnostik follikularer B-Zell-Lymphome beitragt.
Andere wesentliche Marker, die ublicherweise von dieser Lymphomart ex-
primiert werden, sind neben klassischen allgemeinen B-Zell-Markern insbeson-
dere CD10 und bcl-6 (Kaur, 2020; Nasr et al., 2019).

Eine zweite Anwendung liegt in der Teilhabe von bcl-2 in der Subtypisierung
auch anderer maligner Non-Hodgkin-Lymphome(Nasr et al., 2019; Olteanu et
al., 2012). Hierzu werden je nach morphologischem Ersteindruck verschiedene
Markerkombinationen eingesetzt, die helfen sollen, die wichtigsten Lymphome
wie das diffus-groRzellige Lymphom, das follikulare Lymphom, das Mantelzell-
Lymphom, das Marginalzonen- bzw. MALT-Lymphom und die CLL voneinander
abzugrenzen. Andere Marker, die hier eine Rolle spielen, sind neben CD3,
CD20, CD79a und Pax-5 als den klassischen T- und B-Zellmarkern auch bcl-6,
CD5, CD10, CD23, Cyclin D1 oder Ki-67, ferner bei bestimmten Fragestellun-
gen MUM-1, Lambda und Kappa. Dabei gibt es keinen allgemein anerkannten
diagnostischen Algorithmus, sondern eher hausinterne bzw. auf den Erfahrun-
gen der einzelnen Befunder basierende Vorgehensweisen. Auf diese soll hier
nicht naher eingegangen werden, sondern nur darauf verwiesen werden, dass
die Lymphomdiagnostik insgesamt komplex und oft schwierig ist, viel Erfahrung
und Spezialwissen bendtigt und nicht wenige Falle erst referenzpathologisch
nach Weiterversand an ein spezialisiertes Zentrum, z.B. das Lymphknotenregis-

ter in Wurzburg, verbindlich typisiert werden konnen.
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Ohne den Kapiteln 4.2 und 4.3 vorgreifen zu wollen, die sich mit der bcl-2-
gestutzten Tumorprognostik (allerdings an Karzinomen) befassen, soll hier kurz
erwahnt werden, dass eine aktuelle Publikation einen prognostischen Wert far
bcl-2 bei einer ganz anderen Lymphomgruppe, namlich den Hodgkin-
Lymphomen, beschreibt (Travaglino et al., 2021): In einer Meta-Analyse uber
die Jahre 2000-2020, die 18 geeignete Studien umfasste, wurde ermittelt, dass
eine Uberexpression von bcl-2 in Hodgkin-Zellen bzw. Sternberg-Reed-Zellen
mit einem kiirzeren Progressions-freien Uberleben (Hazard Ratio (HR): 2,202)
signifikant korreliert war (p < 00001). Obwohl der HR-Wert flr das allgemeine
Uberleben ebenfalls deutlich erhéht war (HR: 1,565), war dieses Ergebnis nicht
signifikant (p > 0,05). Ahnliches gilt auch fiir die seltene Gruppe der primaren
kutanen diffus-groRzelligen B-Zell-Lymphome, fur die aktuell eine Meta-Analyse
aus der gleichen Arbeitsgruppe uber acht Studien mit 148 Patienten vorliegt
(Russo et al., 2022). Hier ergab sich ebenfalls fur bcl-2-positive Falle ein deut-

lich schlechteres Uberleben gegenliber den negativen (HR: 4.615, p = 0,001).

4.2 bcl-2 als Prognosemarker bei Mammakarzinomen

Die Maoglichkeiten, die bcl-2 fir die Prognostik von Mammakarzinomen bietet,
wurde mit Stand 2008 in einer Ubersichtsarbeit zusammengefasst (Callagy et
al., 2008). Diese umfasst die Ergebnisse von 18 Studien mit in verschiedenen
Teilaspekten 5821 Patientinnen mit einem durchschnittichen Beobachtungs-
zeitraum von 92 Monaten. Eine kurze Darstellung der Daten wird dadurch ein
wenig erschwert, dass die Autoren heterogene Studien vorfanden und diese
nach verschiedenen biometrischen Verfahren auswerten mussten. Dabei wur-
den die Daten der einzelnen Studien so verarbeitet, dass nur zwischen negativ
(keine bcl-2-Expression) und positiv (bcl-2-Expression jeglicher Art) unterschie-
den wurde. So entstanden zwdlf Schatzer fir den HR, die aber letztendlich
doch zu relativ homogenen Ergebnissen fiihrten. Fiir das allgemeine Uberleben
(bis zu 3910 Falle) ergaben sich HR-Werte von 1,37-1,64 (95%-Konfidenz-
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intervalle: 1,19-2,0; p < 0,001), fiir das rezidivfreie Uberleben (bis zu 2285 Fal-
le) von 1,58-1,66 (1,25-2,22; p < 0,001), so dass eine bcl-2-Expression in
Mammakarzinomen ein stark positiver Prognostikator angesehen wurde. Ferner
wurde angegeben, dass die bcl-2-Expression im Mittel aller Studien sich in der
multivariaten Analyse als unabhangig von der Tumorgrof3e, dem Lymphknoten-
status und dem Grading erwiesen habe, so dass einer bcl-2-Expression bei

Mammakarzinomen auch eine multivariate Bedeutung zukame.

Unsere eigenen Ergebnisse an einer seinerzeit bereits in Bearbeitung befindli-
chen Langzeitstudie an Mammakarzinomen mit multiplen immunhistochemi-
schen Biomarkern belegt erneut die prognostische Relevanz der bcl-2-Immun-
histochemie, wobei sich diese in der Tat nicht nur auf univariat erstellte Uberle-
benskurven bezieht, sondern auch auf die multivariate Cox-Analyse. Dass hier
der Lymphknotenstatus, die bcl-2-Expression und das Grading aufgenommen
werden, belegt die Unabhangigkeit dieser Parameter voneinander - es ist ja
gerade das Prinzip bzw. die ,Aufgabe“ des Cox-Modells, Parameter herauszu-
arbeiten, die sich erganzende und eben nicht zueinander redundante Informati-
onen bereitstellen. Wesentlich ist dabei, dass sich anders in reinen Modellen
die Resultate des Cox-Modells im Rahmen einer Validierung auch in sich unter-
scheidenden Uberlebenskurven abbilden und statistisch bestatigen lieRen.

Dabei muss naturlich der Stellenwert eines Prognoseparameters, der hinzu-
kommen soll, im Kontext mit denjenigen gesehen werden, die bereits etabliert
sind. Fur bcl-2 gilt dabei in Bezug auf unsere Gesamtstudie, dass nicht nur Kor-
relationen zu GrofRen wie T, N, TNM oder Grading bertcksichtigt werden mus-
sen, sondern auch zu den immunhistochemisch bestimmten Expressionen des
Ostrogen- und des Progesteronrezeptors (ER, PR), von Ki-67 und von Her-
2/neu. Entsprechende Werte gibt es aus anderen Einzelprojekten, die hier zur
Vermeidung einer wissenschaftlichen Zweitverwertung aber nicht naher be-
sprochen werden kénnen. Kurz gesagt bestand insbesondere eine hohe Korre-
lation zwischen der bcl-2-Expression und der immunhistochemischen ER- und

PR-Expression.
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Wahrend sich der Review und unsere eigenen Untersuchungen auf Mamma-
karzinome ,im allgemeinen® bezogen, wurde seitdem auch versucht, fur be-
stimmte Untergruppen gezielt Ergebnisse zu generieren und daraus in einem
zweiten Schritt ggfls. therapeutische Optionen zu entwickeln. In mehreren Ar-
beiten wurde dabei herausgearbeitet, dass bcl-2 in den prognostisch schlechten
Triple-negativen Mammakarzinomen signifikant seltener exprimiert wird als bei-
spielsweise in Fallen der Gruppe Luminal A (de Ruijter et al., 2011; Escércio-
Dourado et al., 2017; Hwang et al., 2021; Kallel-Bayoudh et al., 2011; Tawfik et
al., 2012).

Aulerdem gibt es Evidenz daflir (Bacinschi et al., 2020), dass innerhalb der
Gruppe der Triple-negativen Mammakarzinome Patientinnen bei Gabe einer
Anthrazyklin-haltigen Chemotherapie (ob mit oder ohne gleichzeitige Taxan-
Gabe) bei niedriger bcl-2-Expression im Uberleben besser abschneiden als bei
hoher bcl-2-Expression (Bouchalova et al., 2015; Choi et al., 2014), anders also
als Patientinnen mit Mammakarzinomen ,im Ganzen®. Deswegen wurde eine
bcl-2-Expression bei Triple-negativen Fallen als wesentlicher negativer prog-
nostischer Faktor benannt (Ozretic et al., 2018). Innerhalb der Gruppe von Fal-
len mit bcl-2-negativen und Triple-negativen Mammakarzinomen war anderer-
seits eine Anthrazyklin-haltige Chemotherapie mit besseren Uberlebensdaten
verknUpft als eine CMF-basierte Chemotherapie; noch schlechter schnitten Pa-
tientinnen ganz ohne chemotherapeutische Behandlung ab (Abdel-Fatah et al.,
2013).

4.3 bcl-2 als Prognosemarker bei anderen haufigen Karzino-
men

Naturlich ist bcl-2 nicht nur in der Prognostik von Mammakarzinomen erprobt
worden, sondern auch bei anderen malignen Tumorerkrankungen. Im Folgen-
den soll der aktuelle Stand von Anwendungen von bcl-2 bei den neben dem
Mammakarzinom (Neuerkrankungsrate 2018: 70620) in Deutschland vier hau-
figsten Tumorentitaten kurz skizziert werden. Den Zahlen des Robert-Koch-

Institutes folgend sind dieses Prostatakarzinome (65200), kolorektale Karzino-
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me (60630), Lungenkarzinome (57220) und die Karzinome des Kopf-Hals-
Bereiches einschlieRlich des Osophagus (25170) (Robert Koch-Institut & Ge-

sellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V, 2018).

Prostatakarzinom

Beim Prostatakarzinom liegt eine Review-artige Publikation zu Biomarkern vor,
die allerdings recht allgemein gehalten ist und nur wenige Arbeiten zu bcl-2
aufgenommen hat (L. Zhao et al., 2014). Bezogen auf zwei Arbeiten wird in ihr
ein Uberlebensvorteil bzgl. des krankheitsfreien Intervalls fiir bcl-2-Negativitat
gesehen (HR: 3,86 [95%-Konfidenzintervall: 2,14-6,96]). Die eine der beiden
Studien umfasste dabei 77 Patienten, die kurativ strahlentherapeutisch behan-
delt worden waren und deren allerdings nur 12 Patienten (15,6%) mit bcl-2-
Expression im Tumorgewebe schlechter abschnitten (Pollack et al., 2003). Eine
andere Arbeit an 201 ebenfalls strahlentherapeutisch behandelten Fallen besta-
tigt dieses Ergebnis; auch hier erlitten die 143 Patienten mit bcl-2-positiven Tu-
moren (71,1%) haufiger Tumorrezidive (Vergis et al., 2010). Interessanterweise
war der Verlauf innerhalb der bcl-2-positiven Gruppe wiederum besser bei ho-
herer Strahlendosis (74 gy gegenuber 64 gy); fur die bcl-2-negativen Falle be-
stand dieser Effekt hingegen nicht. Diese klinischen Ergebnisse passen gut in
den Kontext auch von experimentellen Arbeiten am Prostatakarzinom Uber ei-
nen Zusammenhang zwischen bcl-2-Expression und Strahlenresistenz, fur die
bcl-2 als einer der anerkannten Treiber gilt (King et al., 2022).

Ahnliche Resultate ergaben sich in einer groReren Studie fir inzidentell aufge-
fundene Prostatakarzinome (Concato et al., 2009), die alters- und stadienge-
recht variabel operativ, strahlentherapeutisch oder hormonell therapiert bzw.
beobachtet wurden (Watchful Waiting): Fir 1007 Falle stellten sich fur bcl-2-
Positivitat in den Tumorstanzen signifikant geringere Uberlebensdaten dar (HR:
1,61 [1,01-2,57]). Verlassen worden ist offenbar das Konzept, anhand der bcl-2-
Expression im Tumorgewebe nach Prostatektomien auf die Wahrscheinlichkeit
eines biochemischen Rezidivs ruckzuschlieRen, nachdem sich hier wider-

spruchliche Ergebnisse gezeigt hatten (Nariculam et al., 2009).
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Kolorektales Karzinom

FUr das kolorektale Karzinom liegt eine groRere Meta-Analyse vor, in die 40
Arbeiten mit 7658 Patienten aufgenommen werden konnten (Huang et al,,
2017). Zusammenfassend zeigten die Arbeiten einen deutlichen Uberlebensvor-
teil fur Patienten, deren Tumoren eine hohe bcl-2-Expression aufwiesen; der
HR-Wert lag bei 0,69 (0,55-0,87) fur das allgemeine Uberleben und fiir das
krankheitsfreie bzw. rezidivfreie Uberleben bei 0,65 (0,50-0,85). Eine vorange-
gangene Therapie hatte offenbar keinen Einfluss auf die Bedeutung einer er-
hdhten bcl2-Expression; sie war sowohl prognostisch glnstig bei vorbehandel-
ten Patienten (n = 2056, HR: 0,77 [0,55-0,95]), als auch bei nicht vorbehandel-
ten Patienten (n = 2615, HR: 0,70 [0,50-0,96]). Insgesamt gelten die klinischen
Ergebnisse aber wohl nur flr europaische bzw. amerikanische Patienten (n =
6143, HR: 0,69 [0,55-0,86]). Bei asiatischen Patienten hingegen traten recht
uneinheitliche Ergebnisse auf (n = 777, HR: 1,02 [0,49-2,13]); der gepoolte HR
von 1,02 zeigt in dieser Patientengruppe keinen ableitbaren prognostischen
Effekt, das hohe 95%-Konfidenzintervall belegt die Heterogenitat der Studien-
ergebnisse.

Methodisch interessant war, dass sich die Resultate von grof3en Studien (= 100
Patienten) von denen kleiner Studien (< 100 Patienten) nur um 0,01 Punkte (!)
im HR unterschieden, was unterstreicht, dass auch kleinere Studien durchaus
einen Sinn haben, sofern sie sauber konzipiert und ausgewertet werden. Auch
der Wert auf der Newcastle-Ottawa quality assessment scale (NOS), mit dem
die Studiengute eingeschatzt wurde, hatte keinen Einfluss auf den gepoolten
HR-Wert beim Vergleich zweier Gruppen. Bei einem NOS von = 7 im Vergleich

zu < 7 unterschied sich der HR ebenfalls nur minimal, namlich um 0,03.

Lungenkarzinom

Bei Lungenkarzinomen waren insgesamt 50 Arbeiten fur eine Berlcksichtigung
in einer Meta-Analyse (J. Zhang et al., 2015) geeignet. Sie umfassten Untersu-
chungen an 6863 Patienten. Unter Berlcksichtigung der Tatsache, dass die

Ergebnisse der einzelnen Arbeiten nicht einheitlich waren, liel® sich zum einen
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ein allgemein positiver Effekt einer bcl-2-Expression auf das Uberleben zeigen
(HR: 0,79 [95%-Konfidenzintervall 0,72-0,87]). Zum anderen unterteilten die
Autoren die Studien in verschiedene Subgruppen und versuchten, gepoolte
Aussagen fur bestimmte Gruppen herauszuarbeiten: Bezogen auf die Tumor-
ausdehnung war der Effekt von bcl-2 insbesondere stark, wenn auch die Tu-
morstadien I-1ll berlcksichtigt waren (n = 4390, HR: 0,77 [0,67-0,89]), wohinge-
gen allein im Stadium | kein sicherer Einfluss nachzuweisen war (n = 1432, HR:
0,93 [0,80-1,07]). Studien von Fallen, die nur Adenokarzinome (n = 511) ent-
hielten, zeigten keinen prognostischen Effekt (HR: 0,92 [0,56-1,51]), wohinge-
gen bei kleinzelligen Karzinomen (n = 397, HR: 0,54 [0,32-0,90]) ein klarer posi-
tiver Effekt einer starkeren bcl-2-Expression auf das Uberleben erkennbar war.
Rein aus Plattenepithelkarzinomen bestehende Patientenkollektive waren of-
fenbar bis dahin noch nicht untersucht. Eine neuere Arbeit speziell an 72 Fallen
von Plattenepithelkarzinomen (Feng et al., 2018) zeigte auch flir diese Tumo-
rentitat deutliche Uberlebensunterschiede zugunsten der Patienten mit hoher
bcl-2-Expression, die sich auch im multivariaten Cox-Modell als relevant her-
ausstellten. Ein anderer Review aus dem Jahr zuvor (X.-D. Zhao et al., 2014)
Uber 8522 Falle zeigte ebenfalls Uberlebensvorteile bei hoher bcl-2-Expression,
dabei aber nicht nur fir das allgemeine Uberleben (HR 0,76 [0,68-0,85]), son-
dern auch fiir das rezidivfreie Uberleben (HR: 0,85 [0,75-0,95]). Allerdings muis-
sen derartige Erkenntnisse auch im Zusammenhang mit adjuvanten Therapien
gesehen werden. So wurde beispielsweise in einer spateren Arbeit dargestellt,
dass eine hohe bcl-2-Expression mit geringerem Response gegenuber einer
Cisplatin-basierten Chemotherapie assoziiert sein kann (Lin et al., 2016) ahnlich
also wie die oben skizzierten Effekte einer bcl-2-Expression beim Prostatakar-

zinom auf die Strahlentherapie.

Karzinome des Kopf-Hals-Bereiches und des Osophagus

Bei den hier behandelten Tumoren handelt es sich in aller Regel, abgesehen
von den Karzinomen des dsophago-gastralen Uberganges, um Plattenepithel-
karzinome. Daher sollen im Folgenden auch nur Tumoren dieser Entitat be-

rucksichtigt werden.
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Eine Arbeit aus dem Jahr 2015 fasste 14 Studien von 1150 Patienten zusam-
men, die an Gewebe von Larynxkarzinomen erarbeitet worden waren (Gioac-
chini et al., 2015). Die Ergebnisse erwiesen sich als so heterogen, dass die Au-
toren auf die Bestimmung zusammenfassender statistischer Angaben verzichte-
ten: Manche Arbeiten hatten einen signifikanten Zusammenhang zwischen ei-
ner bcl-2-Expression und Uberlebensparametern gezeigt, andere nicht. Die Au-
toren des Reviews fuhrten dieses auf unterschiedlich zusammengesetzte Pati-
entenkollektive, verschiedene Grenzwerte in der Zuordnung der Expression von
bcl-2 als ,niedrig“ oder ,hoch® und unterschiedliche therapeutische Ansatze zu-
ruck. Was allerdings erneut zutage trat, war ein in mehreren Arbeiten zu erken-
nender Trend, dass eine hohe bcl-2-Expression auch hier mit einem verminder-
ten Ansprechen auf eine Strahlentherapie einherging. Entsprechend wurden in
diesen Arbeiten bereits Vorschlage gemacht, durch eine therapeutische Inhibiti-
on von bcl-2 ein besseres Ansprechen auf eine Strahlentherapie oder Chemo-
therapie zu erhalten (dos Santos & Carvalho, 2011; Lo Russo & Lo Muzio,
2009; Louw & Claassen, 2008). Hierauf wird in Kapitel 4.4 noch eingegangen.
FUr orale Karzinome ist die Datenlage bzgl. prognostischer Aussagen dunn.
Hier liegen vorwiegend Arbeiten vor, die sich mit dem immunhistochemischen
Nachzeichnen der Tumorprogression befassen, aber keine prognostischen
Aussagen ableiten lassen (Pavithra et al., 2017). Ein prognostischer univariater
Effekt von bcl-2 wurde in einer Arbeit an 110 Mundhdhlenkarzinomen gesehen,
in der ein Quotient aus der bcl-2- und der Bax-Expression gebildet wurde; die
nur grenzwertige statistische Signifikanz (p=0,0466) weist hier aber auf einen
nur schwachen Einfluss (M. Zhang et al., 2009).

Dass in Osophaguskarzinomen die bcl-2-Expression keine Rolle spielt, weder
fur die Prognose, noch fur ein eventuelles Ansprechen auf zielgerichtete adju-
vante Therapeutika, wurde schon vor einigen Jahren, u.a. friih auch in Arbeiten
aus dem hiesigen Institut fur Pathologie, dargestellt und verschiedentlich besta-
tigt (Boone et al., 2009; Koide et al., 1997; Sarbia et al., 1996; Stockeld et al.,
2009; Takikita et al., 2009), wobei insbesondere auch die in manchen Studien
nur seltene bcl-2-Expression im Tumor einen Einsatz als Biomarker nicht aus-
sichtsreich erschienen lie. Proben vor und nach Brachytherapie zeigten keine
Unterschiede in der bcl-2-Expression (Sur et al., 2003).
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4.4 bcl-2: Perspektivischer Ausblick

Die Immunhistochemie als eine einfach anzuwendende und jeder Pathologie
stets zur Verfugung stehende adjuvante Methode wird auch in Zukunft ein wich-
tiges Standbein in der morphologischen Diagnostik und Prognostik bleiben,
auch wenn manche Marker aus dem Portfolio verschwinden, weil sie Uberholt
oder ihre Bestimmung durch andere Methoden ersetzt ist, und andere hinzu-
kommen. Sieht man sich vor z.B. 15 Jahren typische diagnostische Ablaufe an,
so ist die Dynamik in der Entwicklung auch der Immunhistochemie evident. Zu-
mindest in vielen Fallen wirde man heute sicher anders vorgehen als seinerzeit
und andere Markerpanel in mdglicherweise auch anderer Reihenfolge einset-

zen.

Bei Mammakarzinomen ist aber letztendlich unverandert geblieben, dass die
Bestimmung der vier pradiktiven Marker ER, PR, Ki-67 und Her-2/neu Standard
ist und diese genau die morphologischen Zusatzgréf3en sind, die den Klinikern
bei der Vorstellung der Falle in Konferenzen der Brustzentren den Weg zur the-
rapeutischen Entscheidung weisen. Die Bestimmungen dieser vier Marker er-
folgt an den Stanzbiopsien bei jedem neu auftretenden Mammakarzinom, ferner
bei Resektaten nach neoadjuvanter Chemotherapie, aullerdem in den meisten
Fallen auch an synchron oder metachron aufgetretenen Fernmetastasen. Eine
Ausnahme stellen synchron nachgewiesene axillare Lymphknotenmetastasen
dar, bei denen Ublicherweise keine Immunhistochemie angewandt wird. Ki-67
allein wird ferner neu bestimmt, wenn zwischen der stanzbioptischen Tumor-
sicherung und der Resektion des Tumors eine Therapie mit dem Aromatase-
hemmer Letrozol durchgefuhrt worden ist, von der man sich eine Senkung der
Proliferationsrate verspricht.

Alle Marker, die auBerhalb dieser Rationale zum Einsatz kommen sollen, mus-
sen erganzende Informationen zu den vier etablierten Markern bieten - dies gilt
auch fur bcl-2. Legt man die in Kapitel 4.2 dargestellten Ergebnisse aus der Li-

teratur und unsere eigenen Daten zugrunde, so ist die prognostische Relevanz
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des Markers allgemein anerkannt. Patientinnen mit bcl-2-positiven Mammakar-
zinomen habe eine deutlich bessere Prognose, zumindest wenn sie wie die
grolde Mehrzahl der Patientinnen einen ER- und PR-positiven Tumor aufweisen.
Anders sieht es bei ER- und PR-negativen Tumoren aus, insbesondere bei
Triple-negativer Konstellation. Dieser Kontrast weist bereits auf eine wesentli-
che Limitation der Relevanz von bcl-2 fur Routineanwendungen hin, namlich auf
eine hohe Korrelation der Markerexpression mit derjenigen von ER (Kawiak &
Kostecka, 2022). Dieser Nachteil kann allerdings gelegentlich auch ein diagnos-
tisch nutzbarer Vorteil sein. Es gibt Falle, in denen die ER-Immunhistochemie
aus nicht erklarbaren Grinden auch bei Wiederholung versagt, erkennbar da-
ran, dass nicht nur das Tumorgewebe keine immunhistochemischen Kernsigna-
le zeigt (was prinzipiell bei ER-Negativitat biologisch bedingt sein kdnnte), son-
dern auch das benachbart gelegene Epithel von normalen Milchgangen oder
Azini nicht. Dann ware mdglich, bcl-2, das ebenfalls in normalem Epithel der
Mamma exprimiert wird, als Surrogatmarker einzusetzen und mit der gebotenen

Vorsicht eine Positivitat als Ersatzaussage fur den ER-Status zu nutzen.

Als weiterer Aspekt tritt nun in den letzten Jahren die Frage hinzu, ob man eine
bcl-2-Expression auch zur Therapieplanung nutzen kann. Die in Kapitel 4.3
dargestellten Ergebnisse an anderen Karzinomen legen nahe, dass die Effekte
einer bcl-2-Expression organspezifisch sind. Mammakarzinome, Lungenkarzi-
nome und kolorektale Karzinome sind bei hoher bzw. uberhaupt vorhandener
bcl-2-Expression prognostisch gunstig, wahrend bei Prostatakarzinomen und
Kopf-Hals-Karzinomen der Effekt gegenlaufig ist. Dieses wird bei den letzteren
beiden Entitaten u.a. als Folge einer geringeren Ansprechbarkeit auf adjuvante
Therapien interpretiert, zurickgehend auf die Rolle, die bcl-2 bzw. weitere anti-
apoptotische Proteine der bcl-2-Familie in der mitochondrialen Apoptose von
Zellen spielt. Hieraus wiederum leitet sich die Uberlegung ab, Uber eine medi-
kamentdése Hemmung dieser Proteine das Ansprechen auf adjuvante Therapien
zu verbessern. Die Substanzen, die als Medikamente zu Anwendung kommen
sollen, sind sogenannte BH3-Mimetika, die bislang aber bei Mammakarzinomen
ganz Uberwiegend in Zell-Linien und in Mausmodellen erprobt worden sind. Der

aktuelle Stand ist in einer Ubersichtsarbeit detailliert dargestellt worden (Kawiak
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und Kostecka, 2022); dort werden 15 unterschiedliche experimentelle Ansatze
genannt, von denen neun auch bcl-2 als Target nennen. Bei zwei der 15 Arbei-
ten handelt es sich bereits um klinische Studien mit dem gegen bcl-2 eingesetz-
ten BH3-Mimetikum ABT-199 (Venetoclax), jeweils durchgefuhrt bei Patientin-
nen mit ER-positiven metastasierten Mammakarzinomen. Bei der einen von
ihnen handelte es sich um eine Phase Ib-Studie (Lok et al., 2019), bei der ande-
ren um eine Phase |I-Studie (Lindeman et al., 2021), deren Ergebnisse aber in
einer Ubersichtarbeit aus Deutschland, an der Onkologen diverser Frauenklini-
ken beteiligt waren, als nicht hinreichend flr einen therapeutischen Einsatz an-
gesehen wurden (Luftner et al., 2022). Eine weitere Phase Ib-Studie wurde
2022 angekundigt (Muttiah et al., 2022). Nach aktuellem Stand ist Venetoclax
als Medikament innerhalb der EU nur fur die Behandlung der CLL und der AML
zugelassen (European Medicine Agency 2021). Eine andere Substanz, das
BH3-Mimetikum ABT-263 (Navitoclax), befindet sich derzeit in der Erprobung in
klinischen Studien zu Lungenkarzinomen und zur primaren Myelofibrose, ist
aber zu regularen Therapie noch nicht zugelassen. Aktuellere Daten lief3en sich
nicht ermitteln; die Abstrakte des jahrlich abgehaltenen San Antonio Breast
Cancer Symposium 2022, das vom 6.-10.12.2022 stattfand, liegen noch nicht
offentlich vor (Stand: 9.1.2023).

Zusammenfassend lasst sich somit sagen, dass auf dem Sektor der zielgerich-
teten Therapien, die ja nur einen der neueren Ansatze zur Verbesserung von
Therapien in der Onkologie und damit auch der senologischen Onkologie re-
prasentieren, einiges in Bewegung ist, ohne dass zum Stand Januar 2023 be-
reits ein therapeutischer Durchbruch zu vermelden gewesen ware. Welche der
verschiedenen Entwicklungen sich durchsetzen werden, wird man dann spater

anhand prospektiver randomisierter klinischer Studien klaren missen.
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