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1  Einleitung

1.1 Epidemiologie des Mammakarzinoms

Das Mammakarzinom ist bei Frauen die haufigste Krebserkrankung und steht in der
Gesamtstatistik aller Tumoren Uber beide Geschlechter auf Rang 2. Mit ca. 2,25 Milli-
onen Neuerkrankungen im Jahr 2018 stellt es 11,6 Prozent aller Krebserkrankungen
weltweit. Die Inzidenz des Mammakarzinoms liegt in Nordamerika, Europa und Aust-

ralien am hoéchsten (IARC 2020).

Auch in Deutschland tritt das Mammakarzinom mit 14,0% aller Krebsfalle haufiger auf
als im Weltmittel. Es stellt mit 30,0% aller Krebserkrankungen die haufigste bdsartige
Neoplasie der Frau, basierend auf den 2021 vom Robert-Koch-Institut veréffentlichten
Zahlen fir 2017 und 2018 (alle Zahlen in diesem Abschnitt: RKI 2021), und ist bei
Mannern sehr selten. Im Jahr 2018 vermeldete das Robert-Koch-Institut fast genau
70.000 Neuerkrankungen bei Frauen und etwas mehr als 700 bei Mannern, so dass
zwischen den Geschlechtern eine Verteilung der Erkrankungshaufigkeit von 100:1 be-
steht. Das RKI rechnet auch weiterhin mit einer leichten Zunahme der Inzidenz sowonhl
bei Mannern als auch bei Frauen. Im Vergleich zur Inzidenz ist die Zunahme der Mor-
talitat etwas geringer, was unter anderem auf die Friherkennungsprogramme zurick-
zufihren sein durfte (RKI 2019, RKI 2021). Im Laufe des Lebens erkrankt etwa in
Deutschland statistisch gesehen eine von acht Frauen am Mammakarzinom. Von die-
sen sind 30% junger als 55 Jahre. Das Durchschnittsalter bei Frauen liegt aktuell bei

64 Jahren und bei Mannern bei 72 Jahren.

Im Jahr 2018 starben in Deutschland 18.591 Frauen an einem Mammakarzinom. Dies
entspricht 17,7% aller Todesfalle, die durch Krebs verursacht wurden, und ist damit bei

ihnen die haufigste Ursache, gefolgt von Lungenkrebs, bei dem Frauen in den letzten



Jahrzehnten kraftig aufgeholt haben, und Darmkrebs. Das mittlere Sterbealter lag bei

76 Jahren (jeweils nach RKI 2021) (Abbildung 1).

Obersicht iiber die wichtigsten epidemiclogischen MaRzahlen fiir Deutschland, ICD-10 Cso

drs T T e s

Frauen 1 Minner Frauen . Minner Frauen q Minner
Neuerkrankungen 69.390 , 690 69.900 . 720 66.800 | 770
rohe Neuerkrankungsrate' 165,?| 1,7 166,4l 1,8 ISS,OI 1,9
standardisierte Neuerkrankungsrate™* 111,?| 1,1 112,6l 1,1 105,6 | 1,1
mittleres Erkrankungsalter? 65 72 64 n

Frauen | Minner Frauen , Minner Frauen | Minner
Sterbefille 18.401 . 192 18.591 \ 195 18.519 . 193
rohe Sterberate’ 439, 0,5 43 0,5 4,0 0,5
standardisierte Sterberate " * 22,9 | 0,3 22,8 \ 0,3 22,3 . 0,3
mittleres Sterbealter? 76 77 76 76 76 75
Privalenz und Oberlebensraten 5 Jahre m

Frauen 1 Minner Frauen . Minner Frauen | Minner
Pravalenz 304.100 . 2.800 559.3.00l 4.700 968.900 | 7.000
absolute Uberlebensrate (2017—2018)4 79 (77-81), 68| 67 (63-69), 53 |
relative Uberlebensrate (2017-2018) 4 88 {SE—SQJI 84| 83 (3"9—85)l 83 J

' je 100.000 Personen ? altersstandardisiert nach alter Europabevélkerung ? Median 4 in Prozent (niedrigster und hachster Wert der einbezogenen Bundeslinder)

Abbildung 1: Ubersicht iiber die wichtigsten epidemiologischen MaRzahlen zu
Mammakarzinomen (Kodierung C50 nach ICD-10) in Deutschland
2017/2018 (RKI 2021)

Weltweit starben im Jahr 2018 684.996 Menschen an einem Mammakarzinom (IARC
2020), was 6,9% aller Krebstoten ausmacht. In Deutschland stellte es 8,2% aller
Krebstoten, bezogen auf beide Geschlechter (Frauen: 17,7%, siehe oben; Manner:
0,15%). Dieser hohere Anteil trotz belegbar besserer Prognose als im Weltdurchschnitt
ist der abweichenden Tumorverteilung in Deutschland bzw. Mitteleuropa und Nord-
amerika geschuldet, wo die im Weltdurchschnitt deutlich hdheren Inzidenzen und Mor-
talitaten insbesondere von Leberzellkarzinomen weniger stark ins Gewicht fallen als

beispielsweise in tropischen Landern.



1.2 Atiologie und Risikofaktoren

Bei der Entstehung des Mammakarzinoms spielen mehrere Faktoren eine Rolle.

Eine genetische Disposition weisen ca. 30% aller Frauen mit einem Mammakarzinom
in Deutschland auf. So ist das Vorhandensein eines Mammakarzinoms bei weiblichen
Verwandten 1. Grades mit einem zwei- bis neunfach erhéhtem Erkrankungsrisiko ver-
bunden (Leitlinienprogramm Onkologie 2020; Knorr et. al. 1989). Als molekularbiologi-
scher Risikofaktor gilt eine Mutation der sogenannten Breast Cancer Gene (BRCA)
(Beckmann et al. 1996). Als Tumorsuppressorgene produzieren diese ein Protein, wel-
ches mutierte oder fehlerhafte Zellen erkennt. Bekannt ist ein bis zu 80% erhdhtes
Risiko fir Mammakarzinome bei einer Mutation der BRCA-1 und BRCA-2-Gene. Da
diese Gene autosomal-dominant vererbt werden, besteht ein Risiko von 50% flr eine

Ubertragung an das Kind, wenn ein Elternteil betroffen ist (Fischer und Baum 2014).

Als klinisch relevantester Risikofaktoren gilt ein erhdhtes Alter (Leitlinien Onkologie
2020). Weiterhin erhoht ein unilaterales Mammakarzinom auch die Wahrscheinlichkeit
flr ein synchrones oder metachrones bilaterales Auftreten. Ein erhdhter Bodymalin-
dex, Alkoholkonsum, eine erhdhte Strahlenbelastung und die Einnahme von Hormo-
nen, wie z.B. hormonelle Antikonzeptiva, werden in aktuellen Literaturen als Risikofak-
toren bezeichnet (McPherson et al. 2000). Ein hohes Alter bei der Menarche und ein
niedriges Alter bei der Menopause sowie das Gebaren und Stillen von Kindern hinge-

gen senken das Risiko (Fischer und Baum 2014).

1.3 Klassifikation

1.3.1. Anatomische Grundlagen

Das Mammakarzinom ist eine bosartige Neoplasie ausgehend von den Duktuli, den

Milchgangen der Brustdruse, oder den Lobuli, den Drusenlappchen, bestehend aus
Drisengang und Drusenzellen der Brust (s. Abbildung 2).
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Abbildung 2: Anatomie der Brust: a. Brustdriise mit ca. 15- 25 Einzeldriisen b. Aus-
schnittsvergréBerung von a: Sekretorische Léappchen (Lobuli) minden lber terminale
Génge (Duktuli) in Baum- artig verzweigte weitere Gange (Fischer und Baum 2014)

Tumore, welche von den Milchgangen der Brustdrise ausgehen, wurden entspre-
chend als ,duktale Neoplasien®, wobei dieser Begriff bei invasiven Tumoren inzwi-
schen aufgegeben worden ist. Tumore ausgehend von den Drisenlappchen werden

hingegen auch aktuell als ,lobularen Neoplasien“ bezeichnet werden.

Weiterhin unterscheidet man grundsatzlich in invasive und nichtinvasive Karzinome.
Unter einem invasiven Karzinom versteht man eine Neoplasie, welches ausgehend
von seinem Ursprungsort ins angrenzende Gewebe eingewachsen ist. (Goerke 2008;
Mayr und Hogel 2013). Nicht invasive Karzinome (,Carcinoma in situ“) hingegen sind
Lasionen, die zwar einen neoplastischen Charakter aufweisen, aber noch nicht in das
umgebende Gewebe vorwachsen und somit formal auch keine Fahigkeit zur lympha-

tischen oder hamatogenen Metastasierung besitzen.



1.3.2. Histopathologische Klassifizierung

1.3.2.1 Nichtinvasive Neoplasien (Carcinomata in situ)

Auf die nicht-invasiven Lasionen, die nicht Gegenstand dieser Arbeit sind, soll im Fol-
genden nicht detailliert eingegangen werden. Man unterscheidet das duktale Carci-
noma in situ (DCIS) und die lobulare Neoplasien (LN). Das DCIS gilt dabei als Vorstufe
eines Mammakarzinoms und somit als echte Prakanzerose, wohingegen die LN mit
einer erhdhten Zellproliferation eine Indikatorlasion fur ein erhdhtes Risiko einer Kar-
zinomentstehung darstellt. Beide Lasionen kdnnen einseitig oder beidseitig auftreten

und auch mit invasiven Tumoren vergesellschaftet sein.

1.3.2.2 Invasive Mammakarzinome

Eine epitheliale Neoplasie der Mamma, die Uber die Gewebestruktur der Drisenlapp-
chen oder Milchgange hinaus proliferiert und diese dabei durch infiltratives Wachstum

zerstort, bezeichnet man als invasives Mammakarzinom.

Wichtigster Haupttyp des Mammakarzinoms ist das Adenokarzinom (NST) (,no special
type®), das inhaltlich dem invasiv-duktalen Karzinom entspricht und dieses nomenkla-
torisch abgeldst hat; es stellt ca. 75% der Falle. Die Rationale hinter dieser Umbenen-
nung erscheint vor dem Hintergrund, dass das duktale Carcinoma in situ (DCIS) wei-
terhin nomenklatorisch existiert, nicht wirklich verstandlich, hat sich aber inzwischen
durchgesetzt. Der zweithaufigste Typ ist das invasiv-lobulare Karzinom mit ca. 15%

der Falle.



Ferner ist eine Reihe eigener seltener Karzinomtypen definiert (WHO 2019). Manche
von ihnen werden dabei als Sonderform des invasiven Adenokarzinoms (NST) gefuhrt
(onkozytares Karzinom, Lipidreiches Karzinom, Glykogen-reiches Karzinom, sebazi6-
ses Karzinom und weitere), andere gelten als in Abgrenzung vom NST-Typ als eigene

Entitaten und zwar:

- Tubulares Karzinom

- Kribriformes Karzinom

- Muzindses Adenokarzinom und muzinoses Zystadeokarzinom
- Mikropapillares Karzinom

- Apokrines Karzinom

- Metaplastisches Karzinom

Aulerdem sind noch Karzinome separat geflhrt, die von papillaren Lasionen abstam-
men (gekapselte, solide oder aus intraduktalen Lasionen hervorgegangene papillare
Karzinome), epithelial-myoepithelialer Herkunft sind (Adenomyoepitheliom mit Karzi-
nom sowie epithelial-myoepitheliales Karzinom) oder als vom Schweil3driisentyp ge-
rechnet werden (Azinuszellkarzinom, adenoidzystisches Karzinom, sekretorisches
Karzinom, mukoepidermoides Karzinom, polymorphes Adenokarzinom). Auch neuro-
endokrine Karzinome kommen in der Mamma primar vor, sind dort allerdings extrem

selten.

Die WHO-Klassifikation unterlag dabei immer wieder Anderungen, die aber vor allem
die Sonderformen betrafen, wahrend an der Grundordnung der invasiv-duktalen (res-
pektive Adenokarzinom NST) und der invasiv-lobuldren Karzinome nicht geruttelt
wurde (siehe auch WHO 2003, WHO 2012, Lebeau et al. 2014). So wurde beispiels-
weise zuletzt das medullare Karzinom wieder ,abgeschafft®, indem seine Zuordnung
zu einem eigenen Typ aufgehoben wurde und diese Wachstumsform jetzt als Variante
des Adenokarzinoms NST gefuhrt wird (WHO 2019).



1.4 Diagnostik

1.4.1 Grundziige der Diagnostik von Mammakarzinomen

Die frihzeitige Diagnostik von Mammakarzinomen ist aufgrund der stadienabhangigen
Prognose von groRer Bedeutung fiir das Uberleben des Patienten. Im friihen Tu-
morstadium ist eine weniger radikale und fur den Patienten weniger belastende The-
rapie moglich. Nach Empfehlungen der Leitlinien fir Onkologie sollte die Diagnose
fachuUbergreifend aus klinischer Untersuchung, apparativer Diagnostik und histologi-

scher Untersuchung von Stanzmaterial gestellt werden (Leitlinie Onkologie 2020).

Invasive Mammakarzinome sind haufig als scharf oder auch unscharf begrenzte,
manchmal druckempfindliche Verhartungen und Knoten tastbar. Oft sind diese Raum-
forderungen nicht verschieblich. Hauteinziehungen oder Odeme, entziindliche Veran-
derungen und mogliche Mamillenretraktionen oder entziindliche Sekretionen sind
mdgliche klinische Zeichen, die aber nicht selten erst im fortgeschrittenen Stadium
manifest werden. Auch eine GroRRenveranderung der Brust, sowohl uni- als auch bila-
teral, kann einen Hinweis auf eine Neoplasie geben (Leitlinie Onkologie 2020; DKG
2018). Zur weiteren klinischen Untersuchung wird nach Palpation eine Mammographie
und/oder Sonographie durchgeflihrt und im Verdachtsfall eine Gewebeprobe entnom-

men.

Nach histologischer Bestatigung eines Mammakarzinoms erfolgt das klinisch-bildge-
bende und das auf Gewebsentnahme basierende Staging des Primartumors und even-
tueller axillarer Lymphknotenmetastasen. Mithilfe der Bildgebung (Roéntgen-Thorax,
Computertomographie (CT), Oberbauchsonographie Skelettszintigraphie) wird nach
Fernmetastasen gesucht, die sich vorzugsweise in Leber, Lunge, Knochen oder Ge-
hirn manifestieren. Aulerdem wird eine Mammographie der gegenseitigen Brust
durchgefuhrt (Haag und Hanhart 2012).



Am Ende des diagnostischen Prozesses steht eine klinische und nach operativer Si-
cherung eine postoperative Einordnung des Stadiums gemal der aktuellen Version
der Union International Contre le Cancer (UICC) eingefihrten TNM-Klassifikation
(Gospodarowicz et al 2016); auf sie wird in Kapitel 3 (,Material und Methoden®) naher

eingegangen.

1.4.2 Morphologische Diagnostik von Mammakarzinomen

Die morphologische Diagnostik erfolgt heute in aller Regel an Stanzbiopsien. Die
frihere Vorgehensweise offener Biopsien mit Tumorsicherung im intraoperativen
Gefrierschnittverfahren (,Schnellschnitt®) ist heute komplett verlassen worden. Dieses
war durch die Entwicklung radiologisch kontrollierter stereotaktischer Stanzverfahren
maglich, durch die ein oder mehrere Gewebezylinder gewonnen werden kdnnen, ohne
dass die Raumforderung in der Brustdrise verrutschen kann. Auf diese Weise werden
falsch-negative Diagnosen, die bei alteren Stanzverfahren ein Problem darstellten,

heute fast ganzlich vermieden.

Wird dabei ein invasives Mammakarzinom nachgewiesen, so sind folgende Angaben

notwendig:

Tumortypisierung und Tumorgradierung

An konventionellen HE-Schnitten erfolgt an der Wachstumsform des Tumors und der
Zellmorphologie die Typisierung des Tumorgewebes in die unter Kapitel 1.3.2
dargestellten Tumorentitaten (Adenokarzinom NST, lobulares Karzinom etc.). Unter
bestimmten Fragestellungen kénnen immunhistochemische Untersuchungen
erganzend eingesetzt werden, z.B. zur Sicherung der lobularen Tumoreigenschaften

(typisch: Verlust der E-Cadherin-Expression) oder einer apokrinen Differenzierung



(typisch: Expression des Androgenrezeptors). Aullerdem wird die Gradierung des

Tumors als gut, maRig oder gering differenziert vorgenommen (Elston und Ellis 1991).

Bestimmung pradiktiver Marker

Das Gewebe eines Karzinoms unterscheidet sich in molekularen Mechanismen von
gesundem Gewebe, die zur Tumorentstehung beitragen. (Muller und Wagener 2009).
Durch Mutation entstandene genetische Veranderung sorgen fir eine unterschiedliche
Expression von Proteinen mit veranderter Funktion bei malignem Gewebe (Sauer et
al. 2008). Im Tumorgewebe sind veranderte Eigenschaften und Konzentrationen von
Onkogenen und Tumorsuppressorgenen festzustellen, die zu wachstumsférdernden
Veranderungen fiihren kénnen. Unter anderem kann dabei die Regulierung der
Apoptose betroffen sein, mit der Folge einer ungesteuerten Proliferation maligner
Zellen. So geben einige Gensequenzen und Proteine einen mdglichen Hinweis auf ein
fortgeschritteneres Stadium mit einer schlechteren Prognose (Muller und Wagener

2009; Sauer und Kreienberg 2005).

Beim invasiven Mammakarzinom wird nach den Leitlinien der Onkologie in der Primar-
diagnostik die Bestimmung des Ostrogen- (ER) und Progesteronrezeptorstatus (PR),
der Human Epidermal Growth Factor Receptor 2-Status (Her-2/neu) und des Ki-67-
Antigens als immunhistochemischer Nachweis flir die Proliferationsrate empfohlen.
Die Bestimmungen sollen nach Maéglichkeit schon in der Stanzbiopsie erfolgen (Leitli-
nien Onkologie 2020).

Inwieweit erneute Bestimmungen am primaren Resektat erfolgen sollten, muss seitens
der Pathologie vorgegeben bzw. angeregt werden. Wesentliche Griinde fir eine solche
Empfehlung waren nur kleinherdige, wenn auch zur Diagnosestellung ausreichende
Tumoranteile, sehr heterogene Expressionsmuster oder Zweifel an einer ordnungsge-

mafRen Gewebsfixation.



Ostrogen- (ER) und Progesteronrezeptor (PR)

Die Expression von ER und / oder PR im Tumorgewebe korreliert bei Mammakarzino-
men mit der Prognose. Bei einem Anteil von Uber 1% positiver Tumorzellen gilt dies
anhand der Leitlinie Onkologie als positiv. Es zeigte sich bei positiven ER-Befunden
ein um 5%-10% verbessertes rezidivfreies Gesamtuberleben. Die Prognose ist noch
besser, wenn ER und PR positiv sind (Fisher et al 1988). Diese aus den spaten 80er
Jahren stammende Daten werden heute immer noch zitiert, z.B. im angesehenen ,Ma-
nual Mammakarzinom* des Tumorzentrums Minchen (Degenhardt et al. 2017), und

sind somit als immer noch gultig anzusehen.

Der Nachweis der Hormonrezeptoren ist aber nicht nur als reiner prognostischer Sur-
rogatmarker wesentlich, sondern auch aus therapeutischen Griinden. An der Expres-
sion der Marker hangt, ob man bei der Patientin ein gutes Ansprechen auf eine endo-
krine Therapie mit einem selektiven Ostrogenrezeptormodulator wie z.B. Tamoxifen
oder einem GnRH-Analogon erwarten darf (Goldhirsch et al., 2005). Auf das Wechsel-
spiel der Expressionen von ER und PR wird dabei in der Diskussion naher eingegan-

gen.

Mdgliche Lymphknotenmetastasen kénnen auch auf das Vorhandensein der Hormon-
rezeptoren untersucht werden, was aber nicht routinemaRig erfolgt. Mehrere Studien
konnten feststellen, dass Patienten, deren Lymphknotenmetastasen ER positiv waren,
besser auf eine Behandlung mit Tamoxifen ansprechen (Falck et al 2010; Khasraw et

al. 2011).
Die Bestimmung der Hormonrezeptor-Expression wird heute an fixiertem Tumorge-

webe immunhistochemisch durchgefiihrt; alternativ wurde friher eine laborchemische

Bestimmung vorgenommen, fir die Frischgewebe notwendig ist.
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Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (Her-2/neu)

Her-2/neu gehdrt zur Gruppe der epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptoren und sti-
muliert die Zellproliferation bei gleichzeitiger Hemmung der Apoptose. Gemal} der ak-
tuellen Literatur findet man bei Mammakarzinomen in ca. 15%-20% der Falle einen
positiven Her-2/neu-Status (Choritz et al. 2011, Wolff et al. 2014, Degenhardt et al.
2017). Durch die Uberexpression der Rezeptoren ist die Prognose des Patienten ver-
schlechtert, da dies zu einem schnelleren Tumorwachstum und Tumorausbreitung
fuhrt. Ursache hierflur ist, dass die Genamplifikation erhohte Proliferation und
Apoptosehemmung bedingt und die Neoangiogenese sowie die Tumorzellmigration

und somit die Metastasierung fordert (Holbro et al. 2003).

Die Bestimmung kann sowohl immunhistochemisch als auch mit der Fluoreszenz-In-
situ-Hybridisierung (FISH) erfolgen. In Deutschland ist die immunhistochemische Be-
stimmung Standard; nur in einer etwa 10% der Falle betreffenden Konstellation, in der
sich aus der Immunhistochemie auf das molekulare Geschehen ausreichend sicher
ruckschlieen Iasst (Score 2+ in der Immunhistochemie), wird bisher eine in-situ-Hyb-
ridisierung (FISH, CISH, SISH) angeschlossen. In anderen Landern, beispielsweise
der Schweiz, wird bevorzugt die FISH eingesetzt, da sie dort als zuverlassiger und
besser reproduzierbar gilt. Heute Iasst sich sagen, dass auch nach Modifikationen der
Auswertungen eine sehr hohe Korrelation zwischen beiden Methoden besteht. Von
immunhistochemisch negativen Fallen sind, der aktuellen Literatur folgend, < 1%
amplifiziert; umgekehrt sind von immunhistochemisch positiven Fallen deutlich < 10%
nicht amplifiziert (Gordian-Arroyo et al. 2019, Li et al. 2020, Farshid et al. 2020). Her-
2/neu-positive Mammakarzinome sprechen nicht selten gut auf eine Therapie einer
gegen den Rezeptor ausgerichteten Antikdrpertherapie mit Trastuzumab, ggf. in Kom-
bination mit Pertuzumab, aber auch Lapatinib oder T-DM1 an. Dabei wird der Rezeptor
blockiert und seine Wirksamkeit in der Zellproliferation und Hemmung der Apoptose
unterbrochen. (Untch et. al. 2006). Untersuchungen von Metastasen des Mammakar-

zinoms mit positiven Her-2/neu-Befund zeigten auch einen groRen Anteil an Uberex-
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pression in den Metastasen. Allerdings kommen auch relativ seltene Falle mit soge-
nannter Rezeptorkonversion vor, wo dann in Metastasen ein gegenlaufiges Untersu-
chungsergebnis im Vergleich zum Primartumor besteht. Eine Untersuchung von Me-
tastasen auf ihre Her-2/neu-Expression ist fur lokale oder lokoregionare Rezidive obli-
gatorisch vorgesehen (S3 2021) und setzt sich immer mehr auch fir bioptisch gesi-
cherte Fernmetastasen durch, offenbar um die Konstanz des Ergebnisses von Ereignis
zu Ereignis im Tumorverlauf zu dokumentieren; hieraus leitet sich aulRerdem eine
exaktere Prognosestellung und eine gezieltere Therapiewahl ab (leni et al 2014; Gong
et al. 2005).

Proliferationsmarker Ki-67 (MIB-1)

Gerdes et al. entdeckten im Jahr 1983 erstmals den Biomarker Ki-67. Es ist ein nukle-
ares Antigen, welches ausschliel3lich im Rahmen der Proliferation der Zellen zwischen
der G1- und M-Phase produziert wird. In inaktiven Zellen wird das Antigen nicht expri-
miert. Deshalb dient es als exzellenter Marker fur die Proliferation, auch von malignen
Tumoren (Scholzen et al. 2000; Gerdes et al. 1983).

Ein passender Antikorper zur Markierung des Ki-67-Antigens wurde durch Immunisie-
rung von Mausen gefunden. Dadurch war die Bestimmung des Ki-67-Antigens mit im-
munhistologischen Farbemethoden durchfuhrbar und ermoéglichte so die Einfihrung
einer Quantifizierung der Ki-67-Expression (Gerdes et al. 1983). Die ersten immunhis-
tochemischen Farbungen erfolgten mit Hilfe des ,originalen“ monoklonalen Ki-67 Anti-
korpers. Nachteilig war hier, dass dies nur an gefrorenen Gewebeschnitten genutzt
werden konnte. Die Entwicklung eines neuen monoklonalen Antikorpers MIB-1
(Molecular Immunology Borstel) ermoglichte ebenso den Nachweis von Teilen des Ki-
67-Antigens an formalinfixierten und paraffineingebetteten Geweben. Auch eine retro-
spektive Analyse von Tumoren war nun nach einer Mikrowellenvorbehandlung mog-
lich. Es zeigte sich sogar, dass MIB-1 die Gewebeproben sogar noch starker anfarbte
und somit als wohl zuverlassige und methodisch einfache Methode standardmaRig

eingesetzt werden kann (Cattoretti, 1992).
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Ein bisher ungelostes Problem bei Ki-67 ist die eingeschrankte Vergleichbarkeit zwi-
schen verschiedenen Laboren, auf die schon frih hingewiesen wurde (Mengel et al.
2002, Varga et al. 2012) und die auch in verschachtelten Versuchsansatzen, die in der
Diskussion weiter vertieft werden, bestatigt wurden (Polley et al. 2013; Chung et al.
2016). Diese eingeschrankte Reproduzierbarkeit zwischen den Laboren wird als Kri-
tikpunkt gesehen, da ohne die Standardisierung der Bewertungsmethode die Ergeb-
nisse nicht Laboratorien Ubertragen werden kénnen und keine verbindlichen Grenz-
werte fur die Zuordnung von Patientinnen in verschiedene Gruppen angegeben wer-
den kdnnen (Polley et al. 2013; Petrelli et al. 2015). Auch publizierte Grenzwerte fur
die Prognoseabschatzung oder die Therapieplanung unterscheiden sich stark und
schwanken dabei von 20%-50% (Duffy et al. 2017; Falck et al. 2010; Ishihara et al.
2013; Nishimura et al. 2011). Die aktuelle S3-Leitlinie (S3 2021) mahnt fur die Repro-
duzierbarkeit der Ki-67-Bestimmung einheitliche standardisierte Kriterien an, auf die
ebenfalls in der Diskussion Bezug genommen wird.

Insgesamt kann man sagen, ohne hier auf Quellen detailliert einzugehen, dass sich
die meisten Studien daruber einig sind, dass ein erhohter Ki-67-Wert im Primartumor
mit einer Verschlechterung des Gesamtlberlebens der Patientinnen korreliert. Trotz
einer schlechteren Gesamtprognose der betroffenen Patientinnen, die neoadjuvant be-
handelt werden, ist auch bei ihnen Ki-67 ein signifikanter pradiktiver Marker fur das

Therapieansprechen (Nogami et al. 2013; Denkert et al. 2013).

In mehreren Studien konnte auch einen Zusammenhang im Vorhandensein des Ki-67-
Antigens im Primartumor und in den Lymphknotenmetastasen dargestellt werden
(Falck et al. 2010; D'Andrea et al. 2007; Dikicoglu et al. 2005). So konnten Falck et al.
2010 ahnliche Werte des Primartumors auch in 85% der Metastasen nachweisen, was
zu einer ahnlichen 5-Jahres-Prognose bei Behandlungen mit Tamoxifen flhrte. Insge-
samt zeigte sich eine reduzierte rezidivfreie 5-Jahres-Uberlebensrate bei hoher Ki-67
Expression (Falck et al. 2010; Ibrahim et al. 2013). Weiterhin ergab sich eine erhdhte
Tendenz zur Metastasierung und Bildung von Rezidiven (Ishihara et al. 2013; DeCensi
et al. 2010).
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Klassifikation von Mammakarzinom anhand der Expression der pradiktiven Marker

Anhand der unterschiedlichen Biomarker lasst sich das Mammakarzinom in unter-
schiedliche Subtypen kategorisieren. 2013 wurde in St. Gallen eine Einteilung emp-
fohlen, welche auch in Therapievorschlage muinden sollte (Goldhirsch et al. 2013); in

der heute Ublichen Version sieht sie wie folgt aus (Tabelle 1):

Subtyp ER/PR Her-2/neu Ki-67
Luminal A - niedrig
Luminal B (Her-2/neu negativ) + - hoch
Luminal B (Her-2/neu positiv niedrig/hoch
Her-2/neu positiv (ER/PR negativ) -
Triple negativ - -

Tabelle 1: Subtypisierung des Mammakarzinoms anhand des Expressionsmusters pradiktiver
Marker (Goldhirsch et al. 2013)

Die funf Kategorien bilden dabei im Grunde jede mdgliche Konstellation ab. Am hau-
figsten ist dabei, den Zahlen des Deutschen Krebsforschungszentrums in Heidelberg
folgend (DKFZ 2021), mit Abstand die Gruppe ,Luminal A“ (40-60%), gefolgt von ,Lu-
minal B (Her-2/neu negativ) (15-20%), so dass die Hormonrezeptor-positiven und zu-
gleich Her-2/neu-negativen Mammakarzinome die grof3e Mehrheit der Falle stellen.
Gefolgt werden sie von den prognostisch ungtinstigen , Triple-negativen® Fallen (15-
20%). An vierter Stelle in der Haufigkeit liegen die Her-2/neu-positiven und Hormonre-
zeptor-negativen Falle (10-20%). Die Konstellation ,Luminal B“ (Her-2/neu positiv) ist

sehr selten.

Problematisch ist bei dieser Klassifikation die Festlegung auf einen Ki-67-Schwellen-
wert, der im Kontext der gewissen Spannbreite, die sich zwischen verschiedenen La-
boren ergibt, widersinnig wirken kénnte. Er lag Ublicherweise bei 15%, so als ob ein
Tumor mit 14% Proliferationsrate anders abschneiden wirde als ein solcher mit 16%.

Heute wird allgemein bei einem Ki-67-Wert von > 25% von einem erhéhten Risiko fur
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die Patientin ausgegangen, wohingegen bei < 10% kein erhdhtes Risiko vorliegt. Da-

zwischen liegt eine gewisse Grauzone (Leitlinie Onkologie 2020).

Letzten Endes hat sich die St. Gallen-Einteilung immerhin bedingt als algorithmisches
Raster durchgesetzt, da sie Gruppen abgrenzt, die in der adjuvanten Therapie ver-
schieden versorgt werden und auch unterschiedliche Prognosen aufweisen (s. Tabelle
2).

1.5 Therapie

Die Therapie der Mammakarzinome ist heute wie bei den Ubrigen Tumorentitaten auch
evidenzbasiert und durch Leitlinien geregelt, die einer stetigen Aktualisierung unterlie-
gen. Heutzutage werden Mammakarzinome, auch wenn sie bei den meisten Patien-
tinnen primar als lokale Erkrankung auftreten, als Systemerkrankung gesehen, die
nicht nur operative, sondern auch strahlentherapeutische und medikamentds-ad-
juvante Konzepte einschlie3t. Das konkrete therapeutische Vorgehen bei der individu-
ellen Patientin wird nach stanzbioptischer Diagnostik des Primartumors und den Er-
gebnissen der bildgebenden Diagnostik unter Berlcksichtigung des Tumorstadiums
und des Ausfalls der pradiktiven Marker ER, PR, Ki-67, Her-2/neu geplant. Hierzu
dient, auch wenn sich bestimmte therapeutische Vorgehensweisen als Standard her-
auskristallisiert haben, die Vorstellung jedes individuellen Falles in einem Brustzent-
rum. In diesen multidisziplinaren Einrichtungen arbeiten Gynakologen, Radiologen,
Strahlentherapeuten, Onkologen und Pathologen mit dem Ziel einer Therapieoptimie-

rung zusammen.
Im Folgenden sollen die Grundziige der Therapie von Primartumoren dargestellt wer-

den; auf Aspekte der Behandlung von Metastasen und der Nachsorgen wird dabei ver-

zichtet.
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1.5.1. Grundziige operativer Therapieverfahren

Grundlage der Therapie nicht-fortgeschrittener Mammakarzinome ist die evidenzba-
sierte Empfehlung 4.41 der aktuellen S3-Leitlinie fir Mammakarzinome (Leitlinien On-
kologie 2021): ,Basis der Therapie fur alle nicht fortgeschrittenen Mammakarzinome
ist die Tumorresektion in-sano (RO-Status)“, ggf. begleitet oder gefolgt von weiteren

therapeutischen Schritten.

Der haufigste operative Ablauf besteht in einer brusterhaltenden operativen Therapie
(BET) durch eine anatomische Mammasegmentresektion des Tumors mit entspre-
chendem Sicherheitsabstand sowie einer Mitnahme der Sentinel-Lymphknoten sowie
ggf. intraoperativ auffalliger Non-Sentinel-Lymphknoten der Axilla. Diese Vorgehens-
weise wird nach der S3-Leitlinie als indiziert angesehen, wenn der Tumor als lokal
begrenzt gilt, das Verhaltnis TumorgrofRe zu Brustvolumen eine solche Resektion sinn-
voll ermoglicht und in Fallen, in denen ein tumoribergreifender DCIS vorliegt, auch
dieses im Gesunden entfernt werden konnte. In Situationen, in denen primar keine RO-
Resektion erreicht werden konnte, wird inzwischen haufig noch uber eine Nachresek-
tion versucht, einen RO-Status brusterhaltend zu erreichen. Die BET ist in Kombination
mit einer spateren Strahlentherapie der Restbrust prognostisch gleichwertig zu einer

Mastektomie (Fischer et al 2002).

Eine subkutane Mastektomie oder eine Ablatio kommen bei fortgeschritteneren Kons-
tellationen oder, wenn eine lokale Beherrschung des Primartumors fur nicht wahr-
scheinlich gehalten wird, zur Anwendung. Dazu gehdren gemafl S3-Leitlinie R1-Situ-
ationen trotz Nachresektion, inflammatorische Karzinome oder Falle, bei denen Kont-

raindikationen fur eine adjuvante Strahlentherapie bestehen.
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Bei fortgeschritteneren Fallen werden als Standardbehandlung neoadjuvante Kon-
zepte der Operation vorangestellt, die denen der unten vorgestellten adjuvanten Ver-
fahren ahneln und hier nicht weiter erlautert werden sollen. Dabei wird praoperativ eine
Chemotherapie vorgenommen, und die Tumorentfernung erfolgt entsprechend erst ca.
funf bis sieben Monate nach Diagnosestellung. Diese wiederum kann dann sowohl
brusterhaltend sein, als auch in einer subkutane Mastektomie oder Ablatio bestehen.
Typische klinische Konstellationen hierfur sind lokal fortgeschrittenere Tumoren oder
primar inoperable Tumoren, haufiger jeweils mit Triple-Negativitat und/oder stanzbiop-
tisch gesicherter axillarer Tumorausdehnung, sowie ferner die sogenannt inflammato-
rischen Karzinome. Damit die Tumorregion fir den besten Fall einer kompletten Re-
gression wieder aufgefunden wird, muss der Tumor mit einem réntgendichten Markie-
rungsclip versehen werden, der auch der Pathologie bei der Diagnostik des Operati-

onspraparates hilft.

Weitere seltene therapeutische Primaroptionen bestehen in einer primaren Ablatio
(z.B. bei ulzeriertem Karzinom), einer einfachen Tumorektomie (z.B. bei internistisch
inoperablen Patientinnen oder ausgiebig fernmetastasierten Patientinnen, deren
,Problem“ nicht der Primartumor ist) oder einem Belassen des Tumors mit ausschliel3-
lich endokriner Therapie wie Tamoxifen und / oder Aromatasehemmern (z.B. bei post-
menopausalen Patientinnen, die nicht operativ oder chemotherapeutisch behandelt

werden kdnnen und deren Tumor Rezeptor-positiv ist).

Im Rahmen der Entscheidung uUber das operative Vorgehen sollte ganz allgemein fur
den Fall einer Mastektomie mit der Patientin die Option einer ein- bzw. zweizeitigen
Brustrekonstruktion thematisiert werden (Leitlinien Onkologie 2020).

1.5.2. Grundziige adjuvanter Therapieverfahren

Die adjuvante Therapie nach operativem Eingriff umfasst lokale und systemische Ele-

mente. Hierzu zahlen sowohl die adjuvante Strahlentherapie der betroffenen Brust und
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ggf. der Lymphknotenstationen, als auch eine adjuvante medikamentdse Therapie.
Diese kann in Form einer endokrinen Therapie, Chemotherapie oder Antikdrperthera-
pie erfolgen (Leitlinken Onkologie 2020). Bei der Therapieplanung kann man sich nach
wie vor an der Empfehlung aus dem Jahr 2013 orientieren (Goldhirsch et al. 2013), die
die Zuordnung der Subtypen der Mammakarzinome zu therapeutischen Empfehlun-

gen wiedergibt (Tabelle 2):

Subtyp Therapieempfehlung
Luminal A Endokrine Therapie
Luminal B (Her-2/neu negativ) Endokrine Therapie + Chemotherapie
Luminal B (Her-2/neu positiv Endokrine Therapie + Chemotherapie + Antikorpertherapie
Her-2/neu positiv (ER/PR negativ) Chemotherapie + Antikdrpertherapie
Triple negativ Chemotherapie

Tabelle 2: Empfehlung zur systemischen Behandlung nach Subtypen (Goldhirsch et al. 2013)

Strahlentherapie

Bei Patientinnen mit brusterhaltender Therapie (BET) wird eine Strahlentherapie des
Restdrisenkdrpers vorgenommen, die eine Senkung des Rezidivrisikos bedingt. Eine
Bestrahlung der Lymphabflusswege ist hingegen sowohl nach BET, als auch bei aus-
gedehnteren Operationen nicht mehr Ublich, kann aber bei Patientinnen mit Lymph-
knotenmetastasen hinzugenommen werden und bringt den Patientinnen nach funf
Jahren einen statistisch belegbaren Uberlebensvorteil (Budach et al. 2015). Ebenso
gibt es die Mdglichkeit einer ausgedehnteren Strahlentherapie in Form einer Post-
Mastektomie-Bestrahlung der Brustwand (insbesondere bei fortgeschrittenen Fallen,
z.B. bei pT4, pN2 oder nach R1- oder R2-Resektion). Bei Fallen in solchen hohen
Stadien ist eine Verbesserung des Gesamtlberlebens festzustellen bei gleichzeitig

verringertem Rezidivrisiko (McGale et al. 2014).
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Medikamentose Therapie

Die Auswahl einer erganzenden medikamentosen Therapie richtet sich in erster Linie
nach den Kriterien des Tumorstadiums, aber in besonderem Mal3e auch nach dem
Ausfall der pradiktiven Marker. AuBerdem werden das Alter und der Menopausensta-
tus herangezogen. Allgemein gilt, dass eine eventuelle Chemotherapie der erste ad-
juvante Schritt ware; endokrine Therapieformen oder Strahlentherapie kbénnen prinzi-

piell parallel erfolgen, werden jedoch erst nach der Chemotherapie angewendet.

Indikationen fur eine Chemotherapie liegen nach der S3-Leitlinie fir Tumoren vor, die
ER- und PR-negativ sind, auRerdem flir Her-2/neu-positive Tumoren, ferner bei Tumo-
ren mit Lymphknotenmetastasen, bei Tumoren mit geringer Differenzierung (G3) und
fur Tumorerkrankungen, die bei Frauen < 35 Jahre auftreten. Da Chemotherapien ein
reichliches Nebenwirkungsprofil aufweisen, muss flr ihren Einsatz eine klare Indika-
tion bestehen. Dies wird auch in der S3-Leitlinie noch einmal explizit in Kapitel 4.7.1
wie folgt dargelegt: ,Eine Chemotherapieindikation ergibt sich immer dann, wenn der
individuelle zu erwartende Nutzen héher ist als mégliche Nebenwirkungen und Spét-
schéaden. Dies erfordert eine differenzierte Aufklarung der Patientinnen, v. a. falls der
zu erwartende Nutzen nur gering ist“ (S3 2021). Bei Mammakarzinomen soll den Leit-
linien folgend eine Kombination aus einem Taxan und einem Anthrazyklin verwendet
werden; alternativ kommt bei nur mittlerem, aber nicht hohen klinischen Risiko auch

eine Kombination aus Docetaxel und Cyclophosphamid in Betracht.

Endokrine Therapien sind gemaf den Leitlinien fur Patientinnen mit ER- und PR-posi-
ven Tumoren sinnvoll. Sie sollen den durch Ostrogen bedingten Wachstumsstimulus
der Tumorzellen und die lokale Ostrogenbiosynthese hemmen. Bei pramenopausalen
Frauen wird eine 5-10 Jahre andauernde Tamoxifentherapie empfohlen. Fir post-
menopausale Frauen ist ein Therapiezeitraum von 5 Jahren vorgesehen, wobei

Tamoxifen bei ihnen mit einem Aromatasehemmer kombiniert werden soll. Die Gabe
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von GnRH-Analoga oder die bilaterale Ovarektomie sind Hochrisikosituationen vorbe-
halten. Ziele der Therapie sind ein verringertes Rezidivrisiko und ein erhdhtes Gesamt-
uberleben (Leitlinien Onkologie 2020).

Als weitere Option besteht die Mdglichkeit einer Antikdrpertherapie. Sie wird bei Pati-
enten mit einer gesicherten Her-2 Uberexpression im Tumor empfohlen. Die Behand-
lung erfolgt mit dem Antikorper Trastuzumab. Hier konnte ein signifikanter Vorteil zum
rezidivfreien Gesamtuberleben des Patienten festgestellt werden (Moja et al 2012).
Die Antikérpertherapie soll dabei parallel mit einer Chemotherapie erfolgen und wenn
notig auch mit einer endokrinen Therapie bei ER- und PR-Positivitat kombiniert wer-

den. Die Dauer der Antikorpertherapie mit Trastuzumab sollte ein Jahr betragen.

1.6 Prognose

Heutzutage werden bei Mammakarzinomen anhand klinisch-bildgebender, histologi-
scher und tumorbiologischer Eigenschaften bereits viele Moglichkeiten wahrgenom-
men, die therapeutischen Entscheidungen moglichst individuell auf die Patientin zuzu-
schneiden und ihr so den therapeutisch geeignetsten Weg zu eréffnen. Insofern han-
gen bei dieser Tumorentitat, die therapeutisch viel mehr Abzweige aufweist als viele

andere Tumoren, Therapiewahl und Prognose besonders eng zusammen.

Gemal den S3-Leitlinien sind neben dem Alter der Patientin folgende Befunde aus

Makroskopie und Histologie als ,prognostische und pradiktive Faktoren® anzusehen:
- pTNM-Status und seine Komponenten,
- Resektionsrandstatus R mit Sicherheitsabstanden zu allen Seiten
histologischer Typ WHO-Klassifikation
histologisches Grading nach Elston und Ellis

peritumoraler LymphgefaRRinvasionsstatus L
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Erganzend sind die Bestimmung von ER, PR und Her-2/neu obligatorisch, weil sich

aus ihnen eine prognostisch relevante therapeutische Stratifizierung ableitet.

Bezuglich Ki-67 wird im unter 4.75 als ,evidenzbasiertes Statement” ausgefluhrt: ,Die
Hinzunahme von Ki67 zu den konventionellen Prognosefaktoren (Alter, pT, pN, Grad,
ER, PR, Her-2/neu) verbessert die Prognoseabschétzung bei Frauen mit histologisch
gesichertem ER-/PR-positivem und Her-2/neu-negativem invasivem Mammakarzinom
fur die Entscheidung, ob eine adjuvante Chemotherapie durchgefiihrt werden soll.“ Als
gewisser Schwellenwert flr ein erhdhtes Risiko wird erganzend unter 4.76 als ,kon-
sensbasierte Empfehlung® ein Ki-67-Wert von = 25% angegeben. Diese Angabe be-
zieht sich, den allgemeinen Vorgehensweisen in der Pathologie folgend, auf eine se-
miquantitative Schatzung durch einen einzelnen Befunder. Insgesamt hat somit die Ki-
67-Bestimmung gemal3 den Leitlinien eine Bedeutung flir eine bestimmte Patientin-

nengruppe bei der Abwégung einer bestimmten Therapie.

Als einziger weiterer pradiktiver Marker werden in der Leitlinie Multigentests genannt.
Ihr Einsatz wird als sinnvoll fir eine Untergruppe der oben genannten Patientinnen
angesehen, namlich fur die Gruppe mit negativem Lymphknotenstatus (pNO). Wenn
die Bestimmung der Ki-67-Expression nicht eine Entscheidung herbeifuihrt, indem man
sich nicht darauf festlegen mag, ob man den Wert als niedrig oder hoch ansieht, soll
einer der mehreren verfiigbaren Multigentests durchgefiihrt werden. Dieses wére also
der Fall, wenn die Ki-67-Expression in der ,Grauzone® zwischen anerkannt niedrig (<
10% oder < 15%) oder anerkannt hoch (= 25%) liegt.

Viele weitere in der wissenschaftlichen Literatur erprobte immunhistochemische Mar-
ker haben durchaus in Studien sinnvolle Ergebnisse erzielt, haben sich aber in der
Leitlinien-gerichteten klinischen Medizin nicht durchgesetzt. Dazu gehéren PCNA, das

Rb-Protein, p53, CD44, p27, ferner auch Apoptosemarker. Das prognostisch durchaus
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anerkannte uPa/PAlI-1 ist inzwischen verlassen, weil hierfur unfixiertes Tumormaterial
unter Einhaltung der Kihlkette asserviert werden muss. Seit allgemein anerkannt ist,
dass statt einer offenen Biopsie im Schnellschnittverfahren (wie es bis weit in die 90er
Jahre noch Ublich war) die Tumordiagnose in einer stereotaktischen stanzbioptischen
Diagnostik erbracht werden soll, steht nur noch in Ausnahmeféllen Frischmaterial zur
Verfligung, so dass uPa/PAl-1 keine Zukunft mehr in der Prognostik von Mammakar-

zinomen hat.
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2. Ziel der Untersuchung und Ethikvotum

Wie vorherige Studien gezeigt haben, sind flr die Prognose eines Mammakarzinoms
viele Faktoren wichtig. In der Pathologie von Mammakarzinomen spielt der Nachweis
von Tumormarkern dabei eine grof3e Rolle. So kann mit ihrer Bestimmung sowohl eine
Aussage zur Prognose des Krankheitsverlaufs als auch zur Planung und Durchfuhrung

einer moglichst individualisierten Therapie getroffen werden.

Der grofRte Teil der publizierten Studien betrachtet hierbei nur die Prognosefaktoren
anhand des Primartumors. Ein Bezug zum Lymphknotenstatus ist haufig erwahnt, eine
Untersuchung auf Tumormarker-Expression aber kaum vorhanden. Auch die Expres-
sion von Ki-67 wurde haufig als prognostisch relevant beim primaren Brustkrebs be-
wertet. Lymphknotenmetastasen wurden jedoch selten untersucht, und die prognosti-
sche Bedeutung ihrer Ki-67 Expression ist unklar. Hier ist die aktuelle Datenlage sehr

schmal und wenig aussagekraftig.

In der vorliegenden Arbeit wird der prognostische Einfluss des Tumormarkers Ki-67 in
Lymphknotenmetastasen von Mammakarzinomen im Vergleich zum Primartumor be-
trachtet. In der vorliegenden Studie prasentieren wir prognostische Daten zu 39 Brust-
krebsfallen, die sowohl im Primartumor, als auch in den Lympknotenmetastasen auf
ihre Ki-67-Expression untersucht wurden und Uber bis zu 11,5 Jahre nachbeobachtet
werden konnten.

Diese Studie ist Teil einer groRen prognostischen Studie an Mammakarzinomen, in-
nerhalb derer diverse immunhistochemische Variable erprobt wurden und in Teilpro-
jekte eingingen; sie ist in diesem Zusammenhang die erste Arbeit, die sich mit Marke-

rexpressionen an Lymphknotenmetastasen befasst.
Zu der vorliegenden Studie wurde ein Ethikvotum von der Ethikkomission der Medizi-

nischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf eingeholt (Studiennummer
4217 vom 08. April 2013).
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3 Material und Methoden

3.1 Patientengut

In diesen Studien wurden 115 Patientinnen mit einem primaren unilateralen
Mammakarzinom uber einen Beobachtungszeitraum von bis zu 11,5 Jahren einge-
schlossen. Dabei handelte es sich um konsekutive Falle unilateraler Mammakarzi-
nome, die am Institut Pathologie des RWTH Aachen diagnostiziert worden waren. Die
Patientinnen erhielten alle eine stadiengerechte Behandlung nach den seinerzeit gel-
tenden Leitlinien. Eine brusterhaltende Therapie wurde in den meisten Fallen ange-
strebt, bei fortgeschrittenen Tumoren wurde eine Mastektomie durchgefuhrt. Eine Le-
vel-1-Axilladissektion erfolgte standardmafig. Je nach Stadium erfolgte eine leitlinien-

konforme adjuvante Therapie.

Die Studienkohorte wurde hinsichtlich ihrer Altersverteilung, bestimmter Tumorcharak-
teristika, der erfolgten Therapie sowie des Langzeitverlaufs ausgewertet. Dabei wur-

den auch folgende Tumordaten mit analysiert:

— die Lokalisation des Primartumors

— Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen

— TNM-Staging und Stadieneinteilung nach UICC

— Tumortypisierung nach WHO

— Tumorgrading nach Elston und Ellis

— Erhebung des laborchemischen und des immunhistochemischen Hormonre-
zeptorstatus

— Her-2/neu-Status

- Langzeitverlauf und Erhebung der Uberlebensdaten
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Das Patientenkollektiv umfasste Frauen mit einem Durchschnittsalter von 60 +/- 14
(SD) Jahren. Die Analyse mdglicher Lympknotenmetastasen ergab dabei bei 56 Pati-

entinnen einen N1-Status und bei 59 Patientinnen einen NO-Status.

Fir die vorliegende Studie waren von 39 N1-Fallen noch nutzbare Blockmaterialien
vorhanden, welche sich fur eine immunhistochemische Untersuchung eigneten. Die
weiteren siebzehn Falle konnten nicht mehr verwendet werden. In einzelnen Fallen
waren im Rahmen der Primardiagnostik der oder die befallenen Lymphknoten komplett
aufgestuft worden. In anderen Fallen standen nur Mikrometastasen (< 0,2 mm Meta-
stasengrofRe) zur Verfligung, die nicht reprasentativ gewesen waren. Weitere Falle
wiederum waren im Archiv nicht mehr vollstandig, so dass die Blocke mit befallenen

Lymphknoten nicht mehr nachgewiesen werden konnten.

3.2 Stadieneinteilung

Die Stadieneinteilung von Mammakarzinomen wurde gemaf den Vorgaben der TNM-
Klassifikation vorgenommen, indem die GrolRe des Primartumors, der Lymphknoten-
status und eine gegebenenfalls vorhandene Fernmetastasierung separat beurteilt und
dann in einem Gesamtstadium (“TNM-Stadium”) zusammengefasst wurden; fur die
hier vorgelegte Arbeit wurde die TNM-Klassifikation der 5. Ausgabe der UICC (Union
Internationale Contre le Cancer (UICC), 1997) angewandt. Dabei wird "T" als Katego-
risierungsmal} fur die Ausdehnung des Primartumors (T1-T4) verwendet, "N" fur eine
etwaige Metastasierung in regionare Lymphknoten (NO-N3) und "M" fur Fernmetasta-
sen in z.B. Gehirn, Leber, Knochen oder Lunge, aber auch in nicht-regionaren Lymph-
knoten. Das Prafix "p" bezieht sich auf eine Einteilung der Stadien nach histopatholo-
gischer Untersuchung. Fur die hier vorliegende Arbeit wurde die Stadieneinteilung der
TNM-Klassifikation etwas vereinfacht angewandt, um zu viele und nur von wenigen

Patientinnen besetzte Subguppen zu vermeiden (Achterfeld 2019).
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Fir die TumorgroRe (pT) wurde wie folgt verfahren (Tabelle 3):

pT nach TNM Definition Kategorle(:lilzl der Stu-
pTO0 kein Tumor nachweisbar -
pTis Carcinoma in situ, kein invasiver Tumor -
pT1 TumorgréBe <2 cm pT1
pT1mi Mikroinvasion bis 0,1cm Grofle -
pTla TumorgréBe 0,1 cm - 0,5 cm -
pT1b TumorgréBle 0,5 cm - 1 cm pT1
pTlc TumorgréBe 1 cm - 2 cm pT1
pT2 TumorgrofBe 2 cm - 5 cm pT2
pT3 TumorgréBe > 5 cm pT3
Tumor jeder GroBle mit Ausdehnung auf
pT4 Brustwand oder Haut pT4
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
pTde zusammen pT4
T4d Entziindliches (inflammatorisches) T4
P Karzinom P

Tabelle 3: Stadieneinteilung gemal3 der TNM-Klassifikation fiir die postoperative Tumorgréf3e
pT: bei der Auswertung der Félle wurde die in der rechten Spalte dargestellte vereinfachte
Einteilung verwendet (nach Achterfeld 2019). --- = Unbesetzte Gruppe.

Bei der Zuordnung des Lymphknotenstatus (pN) wurde ebenfalls auf eine Vereinfa-
chung zurlckgegriffen, die in Tabelle 4 wiedergegeben ist; dabei wurden die Unterka-
tegorien pN1mi, pN1a, pN1b, pN1c, pN2a, pN2b, pN3a, pN3b und pN3c nicht aufge-

nommen.
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. Kategorie in der Stu-
pN nach TNM Definition die
pNx keine Lymphknoten nachweisbar -
pNO keine Lymphknotenmetastasen pNO
Mikroskopische Metastasierung nachgewiesen durch Untersu-
pN1 chung des Schildwéchterlymph-knotens, aber nicht klinisch -
erkennbar
Metastasen in 1-3 ipsilateralen axilliren Lymphknoten und /
pN1 oder ipsilateralen Lymphknoten entlang der A. mammaria in- pN1
terna, aber nicht klinisch erkennbar
Metastasen in 4-9 ipsilateralen axilliren Lymphknoten oder in
pN2 klinisch erkennbaren Lymphknoten entlang der A. mammaria pN1
interna ohne axillire Lymphknotenmetastasen
pN3 Alle {ibrigen Konstellationen regiondrer Lymphknotenmeta- L
stasen

Tabelle 4: Stadieneinteilung geméal der TNM-Klassifikation fiir den postoperativen Lymphkno-
tenstatus pN; bei der Auswertung der Félle wurde die in der rechten Spalte dargestellte ver-
einfachte Einteilung verwendet (nach Achterfeld 2019). --- = Unbesetzte Gruppe

Bezuglich Fernmetastasen (M) wird bei Mammakarzinomen nur zwischen Nachweis

und fehlendem Nachweis, gegebenenfalls mit Angabe des betroffenen Organs, unter-

schieden (Tabelle 5):

M nach TNM Definition Kategorledil: der Stu-
Mo keine Fernmetastasen nachgewiesen Mo
M1 Fernmetastasen nachgewiesen M1

Tabelle 5: Stadieneinteilung gemé&l der TNM-Klassifikation fiir die Fernmetastasierung M, die
ohne Modifikation in die Studie ibernommen wurde (nach Achterfeld 2019).

Aus den drei Einzelkategorien pT, pN und M wird dann aus der TNM-Formel des je-

weiligen Tumors (z.B. pT2, pNO, M0) das zusammenfassende Stadium nach der UICC

formuliert (z.B. hier lla) (Tab. 6):
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Stadium nach UICC TNM-Konstellationen Kategorie‘:ﬁi: der Stu-

0 pTO0, pNO, MO und pTis, pNO, MO -
| pTL, pNO, MO I

IIa pT1, pN1, MO und pT2, pNO, MO I

I1b pT2, pN1, MO und pT3, pNO, MO II

Illa pT1-pT3, pN2, MO und pT3, pN1, MO I

IIb pT4, pN1/pN2, MO 1

IIc pN3, MO (unabhéngig von pT) I

v M1 (unabhéngig von pT und pN) v

Tabelle 6: Stadieneinteilung gemal3 der 7. Auflage der TNM-Klassifikation fiir das Gesamtsta-
dium nach UICC; bei der Auswertung der Félle wurde die in der rechten Spalte dargestellte
vereinfachte Einteilung verwendet (nach Achterfeld 2019). --- = Kategorie unbesetzt.

3.3 Malignitatsgradierung

Die Tumorgradierung erfolgte nach der nach Elston und Ellis modifizierten und allge-
mein Ublichen Version des Gradings, das Original von Bloom und Richardson entwi-
ckelt worden war durchgefiihrt (Bloom und Richardson 1957; Elston und Ellis 1991).
Hierzu wurden die drei Kriterien des Grading semiquantitativ einzeln mit einem bis drei
Punkten bewertet. Hierbei handelt es sich um das Ausmal} der Tubulusbildung (histo-
logische Wachstumsform), die Kernpleomorphie (Zytologie der Tumorzellen) und die
Mitoserate.

Beim originalen Grading von 1957 wurde ausschliel3lich geschatzt; die Modifikation
nach Elston und Ellis besteht in der Angabe von Normwerten bei der Einordnung von
Tubulusbildung und Mitosen (Tabellen 7 - 8).
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Bewertung . . . ) ]
der Komponenten Tubuliire Differenzierung|  Kernpolymorphie Mitoserate
1 > 75% gering 0-6
2 10% - 75% mafig 7-11
3 <10% stark ab 12

Tabelle 7: Dreigliedriges Grading fiir Mammakarzinome nach Elston und Ellis (1991). Die Pro-
zentangaben bei der tubulédren Differenzierung gehen auf lumenbildende Wachstumsformen
des Tumors zurtick. Bei der Bestimmung der Mitoserate werden 10 Gesichtsfelder mit 400x-
facher EndvergréBerung bei einem Gesichtsfelddurchmesser von 0,45 mm (Sehfeldzahl 18)
und einer Gesamitfldche von 1,569 mm? ausgezahit. Bei Verwendung eines Mikroskops mit ei-
nem kleineren oder einem gréf3eren Gesichtsfeldern werden die Grenzwerte angepasst (Bies-
terfeld, 1997).

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

pretiert (Tabelle 8):

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

Tabelle 8: Modifiziertes Grading des Mammakarzinoms nach Elston und Ellis (1991)

Das Grading, das primar fur die invasiv-duktalen Karzinome (heute: Adenokarzinom
NST) entwickelt worden war, wird heute auch fur invasiv-lobulare Karzinome sowie

auch fur einige der seltenen Sonderformen angewandt.
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3.4 Bestimmung des Hormonrezeptorstatus

Biochemische Analyse

Die Bestimmung des biochemischen Hormonrezeptorstatus erfolgte im Rahmen der
primaren Krankenversorgung im Rezeptorlabor der Frauenklinik der RWTH Aachen an
unfixiertem Tumormaterial aus dem Primartumor. Voraussetzung war die Einhaltung
des Transportes des Gewebes auf Eis (sogenannte Kuhlkette) vom Operationssaal

uber die Pathologie in das Speziallabor.

Dort wurde aus einem Tumorhomogenisat mithilfe eines Dextran-Coated Charcoal As-
say (DCC) die Rezeptrobestimmung durchgefuhrt. Im Zytosol wurden die Konzentra-
tion freier Rezeptoren fir *H-markiertes 17 B-Ostradiol fiir den Ostrogenrezeptor (ER)
bzw. fur *H-markiertes R5020 fur den Progesteronrezeptor (PR) bestimmt. Grenzwerte
fur Rezeptorpositivitat waren 10 fmol/mg Protein fur ER und 20 fmol/mg Protein fur PR,

entsprechend der allgemein Ublichen Grenzziehung vergleichbarer Studien.

Immunhistochemische Analysen

Im Rahmen der Studie wurden nachtraglich auch die allgemein gangigen immunhisto-
chemischen ER- und PR-Bestimmungen des Ostrogen- und Progesteronrezeptors
vorgenommen, die aber Teil eines separaten Projektes zum Vergleich der semiquanti-
tativen und der quantitativen Bestimmung waren, so dass deren Daten in der hier vor-
gelegten Arbeit nicht mit verwendet werden konnten. Gleiches gilt auch fur die Daten
zur Bestimmung von Her-2/neu. Auf technische Details dieser Untersuchungen kann

daher an dieser Stelle verzichtet werden.
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3.5 Quantifizierung der Mitosezahl

Die Zahl der Mitosen wurde im Rahmen der Routinediagnostik an HE-gefarbten
Schnittpraparaten des Primartumors an zehn Gesichtsfeldern eines Varilux-Mikro-
skops (Leica Wetzlar) in 40x ObjektivvergrofRerung und 10x Okularvergrof3erung (high
power field, HPF) mit einem Gesichtsfelddurchmesser von je 450 pum bzw. einer Ge-
sichtsfeldflache von je 0,159 um2 bestimmt. Fur die Identifikation der Mitosen wurden
die gut definierten Kriterien aus der niederlandischen Arbeitsgruppe um Baak (Baak et
al. 1985, van Diest et al. 1992) zugrunde gelegt. Die Angabe der Mitosezahl erfolgte
als reines Zahlenmalf3 pro 10 HPF ohne Bezug auf die dabei erfassten Tumorzellen im
Ganzen.

Fur die klinische Auswertung, die (siehe unten) fur die Ki-67-Expression im Wesentli-
chen nach einem 1:2:1-Quantilisierungsmodell erfolgte, wurden drei Gruppen gebildet,
deren Datenverteilung einer 1:2:1-Verteilung moglichst nahekommen sollte. Nimmt
man als Grenzwerte flir ,geringe Mitosezahl“ 4 Mitosen / 10 HPF, fur eine ,mittlere
Mitosezahl“ 5-14 Mitosen / 10 HPF und fur eine ,hohe Mitosezahl“ 15 und mehr Mito-
sen / 10 HPF, so ergab sich eine 1:2:1-ahnliche Verteilung von 34:53:28, die der ,Ide-
alverteilung® von 29:58:28 nahekam. Andere Grenzziehungen hatten zu starker ver-

schobenen Datenverteilungen gefuhrt.

3.6 Immunhistochemische Bestimmung der Ki-67-Expression

3.6.1 Herstellung und Farbung der Praparate

Vor der eigentlichen immunhistochemischen Untersuchung wurden alle Praparate
der Falle noch einmal facharztlich durchgesehen entschieden, von welchen Paraf-
finblocken flir den Gesamttumor reprasentative Areale des Primartumors und (in
entsprechenden Fallen) von Lymphknotenmetastasen immunhistochemisch mit Ki-

67 untersucht werden sollten.
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Von diesen Paraffinblécken wurden dann mehrere 2-3 ym dicke Schnitte abgenom-
men und auf beschichtete Objekttrager aufgezogen. Danach erfolgte die immunhis-
tochemische Farbung mit Ki-67 in einem Farbeautomaten gemal} den Standard
Operation Procedures (SOP) des Institutes. Als Primarantikorper diente ein gewerb-
licher MIB-1-Antikorper (Dianova 505, Verdinnung 1:10), als Sekundarantikorper
hierzu passender vorverdunnter Ziege-anti-Maus-Antikorper (Verdinnung 1:100).
Die lichtoptische Umsetzung des Reaktionsproduktes erfolgte mit Diaminobenzidin
(DAB), die Gegenfarbung mit Hamatoxylin. Nach Ende der automatisierten Reakti-
ons-, Farbe- und Spulvorgange wurden die Praparate mit einem Eindeckmedium
beschichtet und ein Deckglas aufgelegt. Eine flr Ki-67 positive Zelle stellte sich

durch ein spezifisches braunes Farbesignal im Zellkern dar.

Als on-slide-Positivkontrolle wurde pro Schnittpraparat ein Tonsillenfragment mitge-
fuhrt, als Negativkontrolle pro Charge ein Tonsillenschnitt, bei dem der Primaranti-
korper ausgelassen worden war. Tonsillen weisen insbesondere in den Keimzentren
verlasslich Ki-67-positive Zellkerne lymphatischer Zellen auf, ferner auch spora-
disch Ki-67-positive Plattenepithelien der aufliegenden Schleimhaut. Viele Primar-
tumorschnitte enthielten ferner als interne Positivkontrolle auch Normalgewebe der
Mamma auf, das sporadisch in einzelnen Zellen Ki-67 exprimiert, viele Lymphkno-
tenmetastasen noch residuelles Lymphknotengewebe, das ebenfalls Ki-67-positive

Zellen in den Keimzentren aufwies.

Von jedem der 115 Primartumoren wurden die Untersuchungen an einem Schnitt

vom demjenigen Paraffinblock durchgefuhrt, der die grof3te Tumorflache enthielt.

Von jedem der 39 Falle, von denen noch Paraffinblécke mit Lymphknotenmetasta-
sen verwendet werden konnten, wurden bis zu drei Lymphknoten in der Reihenfolge
der zweidimensional ausgemessenen Tumorflache analysiert. Dabei wurde vor Be-
ginn des Projektes festgelegt, dass in die Uberlebensanalyse (analog zum Primar-

tumor) der Lymphknoten mit der grofRten Tumorflache eingehen sollte, unabhangig
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davon, ob diese den hochsten oder einen weniger hohen Ki-67-Wert im Vergleich

zu den anderen Lymphknotenmetastasen aufwies.

Von 18 Fallen standen drei Lymphknotenmetastasen zur Verfugung, von zehn Fal-
len zwei und von elf Fallen einer, so dass insgesamt 85 Lymphknotenmetastasen
untersucht wurden. lhre Tumorflache betrug zwischen 1,8:1,5 mm (2,7 mm?) und
23:18 mm (414 mm?).

3.6.2 Auswertung der Praparate

TV-bildanalytische Auswertung

Die an Schnitten von 115 Primartumoren durchgefuhrten Ki-67-Bestimmungen wur-
den in einer friheren Studie, deren Ergebnisse Ubernommen werden konnten, von
einem erfahrenen Untersucher TV-bildanalytisch mit einem Mel3system CM-2 der
Firma Hund (Wetzlar) ausgewertet. Dabei wurden 20 Gesichtsfelder mit einer 20x-
ObjektivvergroRerung in Form von Monitorbildern (Gesamtflache: 0,968 mm?) mit
im Durchschnitt 6387 +/- 2189 (SD) Tumorzellen pro Fall erfasst. Als Variable wur-
den die mittlere Ki-67-Expression Uber alle 20 Gesichtsfelder und der Wert des Ge-
sichtsfeldes mit der maximalen Ki-67-Expression herangezogen. Die Praparate der
39 Falle mit Lymphknotenmetastasen, die erst spater angefertigt wurden, standen

fur eine Bildanalyse nicht mehr zur Verfugung.

Konventionelle Auswertung

Die Auswertung der 115 Praparate von Primartumoren und der 85 Praparate von
Lymphknotenmetastasen wurde an einem Orthoplan-Mikroskop (Leica, Wetzlar)
durchgefuhrt. Die Zahlung Ki-67-positiver Zellen wurde mithilfe eines 63x vergro-
Rernden Ol-Objektivs bei 10x Okularvergroerung an denjenigen Arealen des Tu-

morgewebes vorgenommen, die den groten Tumorzellgehalt aufwiesen. Der
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Durchmesser des Gesichtsfeldes betrug 297 um, die Gesichtsfeldflache betrug ent-
sprechend 0,069 mm?2. Zum Erhalt einer reprasentativen Zahl an Messzellen pro

Praparat wurden jeweils 8 Gesichtsfelder mit 0,552 mm? Gesamtflache untersucht.

Hierbei wurden an den Primartumoren im Durchschnitt 2132 +/- 474 (SD) Tumor-
zellen pro Praparat ausgewertet, an den Lymphknotenmetastasen 2059 +/- 233
(SD).

Die Werte fur die Primartumoren lagen bereits vor, fur die Lymphknotenmetastasen
wurden sie im Rahmen dieser Studie erhoben. Ziel der Untersuchung war, die Zahl
immunreaktiver Tumorzellkerne zu quantifizieren und auf die Gesamtzahl der Tu-
morzellkerne prozentual zu beziehen. Daher wurde die Ki-67-Expression jeweils als
Quotient der immunreaktiven Tumorzellen zu allen Tumorzellen berechnet und als
prozentualer mittlerer Wert ausgedrickt. Auf die Erhebung eines Maximalwertes
wurde verzichtet, weil dieser bei der haufig geringen GrofRe der Lymphknotenmeta-

stasen nicht als sicher reprasentativ gelten kann.

Gruppierung der Messwerte flr die statistische Auswertung

Fir die Auswertung wurde ein 1:2:1-Quantilisierungsmodell ausgewahlt, das dazu
fuhrt, dass das untere Viertel der Mess- bzw. Zahlwerte als niedrig galt (Q1), die
daran sich anschlieRende Halfte der Werte als mittel (Q2) und das letzte Viertel der
Werte als hoch (Q3) Die im Folgenden angegebenen Grenzwerte beziehen sich
allesamt auf das grofRere Kollektiv der Primartumoren und wurden fur die Lymph-
knotenmetastasen tbernommen (Tabelle 9). Die Vergleichswerte flr die Lymphkno-
tenmetastasen sind nachrichtlich fur die Metastase mit der grof3ten Tumorflache mit
angegeben. Fir die Validierung der multivariaten Uberlebensanalyse wurde auch

mit dem Median als Grenzwert gearbeitet, wie in Kapitel 4.3 dargestellt.
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| Quantilgrenzen fiir TV-Bildanalyse | TV-Bildanalyse Zéhlung Zahlung
die Ki-67-Expression (Mittelwert | (Maximalwert) | (Primirtumor) | (Lk-Metastase)

‘Ql / Q2 2,5% 7,6% 2,4% 7,2%

‘ Q2/Q3 12,7% 30,9% 13,0% 22,4%

Tabelle 9: Grenzwerte der Ki-67-Expression fiir die Einteilung in drei statistisch auswertbare
Gruppen fiir eine 1:2:1-Quantilisierung

3.7 Statistik

Alle statistischen Untersuchungen wurden mit dem am Institut fir Pathologie in Kob-
lenz etablierten Programmpaket BMDP des Department of Biomathematics der Uni-
versity of California, Statistical Software Inc., Los Angeles, USA, vorgenommen (Dixon
1981). Das BMDP gliedert sich in verschiedene Unterprogramme, die im Folgenden in

Klammern angegeben sind.

Die biometrischen Grunddaten (Median, Mittelwert, Minimal- und Maximalwert, Vari-
anz, Standardabweichung und Variationskoeffizient) wurden mit den Unterprogram-
men 1D bzw. 2D ausgewertet. Ferner standen bei speziellen Fragestellungen die Be-
rechnung von Korrelationskoeffizienten (4M), von t-Tests (3D) sowie von Mehr-Felder-
Tafeln (4F) zur Verfigung. Die Mehr-Felder-Tafeln wurden dabei mit dem Pearson
Chi>-Test auf statistische Signifikanz (4F) untersucht. Die univariate Uberlebensana-
lyse (1L) wurde nach Kaplan und Meier (1958) erstellt und mit dem Wilcoxon-Breslow-
Test (Breslow 1970) auf statistische Signifikanz Uberprift. Die multivariate Uberle-
bensanalyse erfolgte mit dem Cox Proportional Hazard Regression Model (Cox 1972),
im Folgenden als Cox-Modell bezeichnet (2L). Das Ergebnis des Cox-Modells wurde

wiederum in einer univariaten Uberlebensanalyse validiert (1L).
Statistische Signifikanz wurde definitionsgemal} jeweils fir ein a-Niveau von < 0,05

(Cox-Modell: < 0,10) akzeptiert. Die Wahrscheinlichkeit, die Nullhypothese Ho irrtim-
lich abzulehnen, betragt entsprechend < 5% (< 10%).
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4 Ergebnisse

4.1 Univariate Uberlebensanalyse fiir alle 115 Patientinnen

Der Beobachtungszeitraum aller Patientinnen lag im Durchschnitt bei 11,5 Jahren, be-
zogen auf die Gesamtzahl der Patientinnen (n = 115). Der Anteil Gberlebender Patien-
tinnen betrug 46,1%. Die Analyse der 5 und 10-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit
ergab 66,1% und 47,1%. Nach Diagnosestellung tUberlebten die Patientinnen im Mit-
telwert 7,6 Jahre. Das mediane Uberleben betrug 8,7 Jahre. Die Uberlebenskurve aller

Patientinnen ist in Abbildung 3 wiedergegeben.

Gesamtiiberleben aller Patientinnen
1,0 -

0,9 -
0,8 -
0,7 1
0,6 -
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0 2 4 6 8 10 12
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Abbildung 3: Uberlebenskurve zum Gesamtiiberleben aller 115 Patientinnen

411 Uberlebensanalyse nach TNM-Klassifikation

Die Korrelation zwischen dem Uberleben der Patientinnen und den Variablen der TNM-
Klassifikation ist in den Tab. 10-13 und den Abb. 4-7 dargestellt. Ein fortgeschritteneres
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Tumorstadium geht mit einer signifikant geringeren Uberlebenswahrscheinlichkeit ein-

her. Bei einer Patientin lagen keine Angaben zu pN und M vor.

4.1.1.1 Postoperative TumorgréBe (pT)
T 1 2 3 4
‘ Patientenanzahl (n=115) 20 68 18
Verstorbene Patienten 7 38 11 6
‘Mittl. Uberleben (Jahre) 9,2 7,8 6,0 4,6
5-Jahres-ULW (%) 85,0 70,6 44,4 33,3
10-Jahres-ULW (%) 64,4 46,6 38,9 -
Tabelle 10: Uberleben im Bezug zur TumorgréRe (pT) (p-Wert: 0,0268)
TumorgrolBe pT aller Falle
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Abbildung 4: Uberlebenskurven zur TumorgréB3e (pT)
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4.1.1.2 Postoperativer Lymphknotenstatus (pN)

PN 0 1

Patientenanzahl (n=114) 59 55
‘Verstorbene Patienten 23 38
Mittl. Uberleben (Jahre) 9,0 7,8
5-Jahres-ULW (%) 79,7 50,1
| 10-Jahres-ULW (%) 63,8 30,0

Tabelle 11: Uberleben im Bezug zum Lymphknotenstatus (pT) (p-Wert: 0,0003)

Lymphknotenstatus pN aller Patientinnen
——pND —— i1
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Abbildung 5: Uberlebenskurven zum Lymphknotenstatus (pN)
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4.1.1.3 Fernmetastasierung (M)

M 0 1
‘ Patientenanzahl (n=114) 106 8
‘Verstorbene Patienten 54 8
‘ Mittl. Uberleben (Jahre) 7.8 3,6
5-Jahres-ULW (%) 68,9 25
| 10-Jahres-ULW (%) 50,3 -

Tabelle 12: Uberleben im Bezug zu Fernmetastasen (M) (p-Wert: < 0,0001)

Fernmetastasen M aller Patientinnen
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Abbildung 6: Uberlebenskurven zur Fernmetastasierung (M)
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4.1.1.4

pTNM

Postoperatives Tumorstadium (pTNM)

1

2

3

Patientenanzahl (n=114)

14

76

16

Verstorbene Patienten
Mittl. Uberleben (Jahre)

3

40

11

10,0

7,9

5,2

3,6

5-Jahres-ULW (%)
10-Jahres-ULW (%)

92,9

71,0

37,5

25,0

78,6

48,9

31,3

12,5

Tabelle 13: Uberleben im Bezug zum Tumorstadium (pTNM) (p-Wert: 0,0001)
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Abbildung 7: Uberlebenskurven zum Tumorstadium (p TNM)
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4.1.2 Uberlebensanalyse nach Tumorgrading

Die Tumordifferenzierung hat einen signifikanten Einfluss auf die Prognose der Pati-

entinnen (Tab. 14, Abb. 8). Auf die einzelnen Komponenten (tubulare Differenzierung,

Kernpleomorphie, Mitoserate) wird hier nicht eingegangen.

‘Grading 1 2 3

Patientenanzahl (n=115) 19 58 37
‘Verstorbene Patienten 7 28 26
‘Mittl. Uberleben (Jahre) 8,7 8,3 5,8
5-Jahres-ULW (%) 73,7 74,1 48,7
10-Jahres-ULW (%) 62,7 52,8 31,5

Tabelle 14: Uberleben im Bezug zum Tumorgrading (p-Wert: 0,0061)
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Abbildung 8: Uberlebenskurven zum Tumorgrading
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4.1.3 Uberlebensanalyse nach Quantifizierung der Mitosezahl

Die Quantifizierung der Mitosezahl war hochsignifikant in der Prognostik der Patientin-
nen (Tab. 15, Abb. 9) und prognostisch im Vergleich der Uberlebenskurven offenbar
deutlich wichtiger als das Tumorgrading.

‘Mitosezahl <4 5-14 > 14
Patientenanzahl (n=115) 34 53 28
‘ Verstorbene Patienten 11 295 21
‘ Mittl. Uberleben (Jahre) 9,6 7,8 4.4
5-Jahres-ULW (%) 85,2 71,7 29.6
10-Jahres-ULW (%) 70,6 45,1 22,2

Tabelle 15: Uberleben im Bezug zur Mitosezahl (p-Wert: < 0,0001)

Mitosezahlung aller Falle
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Abbildung 9: Uberlebenskurven zur Mitosezahl
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4.1.4 Uberlebensanalyse nach Ostrogenrezeptor- und Progesteronrezeptorsta-
tus (ER, PR)

Ein positiver ER bzw. PR-Status ging mit einer besseren Uberlebenswarscheinlichkeit
einher, wobei diese aber nur flr PR statistisch signifikant war (Tab. 16-17, Abb. 10-11).

4.1.4.1 Ostrogenrezeptorstatus

‘ Ostrogenrezeptorstatus Negativ Positiv
‘ Patientenanzahl (n=115) 30 85
‘ Verstorbene Patienten 16 46
‘ Mittl. Uberleben (Jahre) 6,9 7,8
5-Jahres-ULW (%) 56,7 69,4
10-Jahres-ULW (%) 46,2 47,3

Tabelle 16: Uberleben im Bezug zum Ostrogenrezeptorstatus (p-Wert: 0,2693)

Ostrogenrezeptorstatus aller Fille
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Abbildung 10: Uberlebenskurven zum Ostrogenrezeptorstatus
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4.1.4.2 Progesteronrezeptorstatus

‘ Progesteronrezeptorstatus Negativ Positiv
‘ Patientenanzahl (n=115) 56 59
‘ Verstorbene Patienten 35 27
Mittl. Uberleben (Jahre) 6,6 8,4
5-Jahres-ULW (%) 55,4 76,3
| 10-Jahres-ULW (%) 40,6 53,1

Tabelle 17: Uberleben im Bezug zum Progesteronrezeptorstatus (p-Wert: 0,0196)

Progesteronrezeptorstatusaller Falle
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Abbildung 11: Uberlebenskurven zum Progesteronrezeptorstatus
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4.1.5 Uberlebensanalyse nach Ki-67 Proliferationsfraktion

Die Ki-67-Expression wurde sowohl TV-bildanalytisch (Mittelwert, Maximalwert), als

auch durch manuelle Auszahlung (Mittelwert) vorgenommen. Jeweils konnte ein signi-

fikanter Einfluss auf die Prognose dargestellt werden (Tab. 18-20, Abb. 12-14).

4.1.5.1 Mittlere Ki-67-Expression (TV-bildanalytische Quantifizierung)
Ki-67-Expression (%) Q1 (£2,5) Q2 (2,5-12,7) Q3 (> 12,7)
Patientenanzahl (n=115) 27 60 28
‘Verstorbene Patienten 9 35 18
‘Mittl. Uberleben (Jahre) 9,8 7,0 6,3
5-Jahres-ULW (%) 92,6 60,0 53,6
10-Jahres-ULW (%) 66,7 41,8 39,3

Tabelle 18:  Uberleben im Bezug zur TV-bildanalytisch ermittelten mittleren Ki-67-Expres-
sion (p-Wert: 0,0108)

Mittlere Ki-67-Expression aller Falle
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Abbildung 12: Uberlebenskurven zur mittleren Ki-67-Expression (TV-Bildanalyse)

45



4.1.5.2 Maximale Ki-67-Expression (TV-bildanalytische Quantifizierung)

‘Ki-67-Expression (%) Ql (<7,55) Q2 (7,55-30,9) Q3 (>30,9)
‘ Patientenanzahl (n=115) 26 61 28
‘Verstorbene Patienten 9 34 18
Mittl. Uberleben (Jahre) 9,4 7.5 5.8
5-Jahres-ULW (%) 84,6 67,2 46,4
| 10-Jahres-ULW (%) 65,3 44,5 35,7

Tabelle 19: Uberleben im Bezug zur TV-bildanalytisch ermittelten maximalen Ki-67-Expres-
sion (p-Wert: 0,0067)

Maximale Ki-67-Expression aller Falle
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Abbildung 13: Uberlebenskurven zur maximalen Ki-67-Expression (TV-Bildanalyse)
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4.1.5.3

Mittlere Ki-67-Expression bei manueller Auszéhlung

‘Ki-67-Expression (%) Q1 (<2,4) Q2(2,4-13,0) Q3 (> 13,0)
‘ Patientenanzahl (n=115) 28 58 29
‘Verstorbene Patienten 8 34 20
Mittl. Uberleben (Jahre) 10,0 72 5,9
5-Jahres-ULW (%) 89,3 63,8 48,3
| 10-Jahres-ULW (%) 71,4 41,6 34,5

Tabelle 20:  Uberleben im Bezug zur manuell ausgezéhiten mittleren Ki-67-Expression (p-
Wert: 0,0020)

Mittlere Ki-67-Expression aller Falle
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Abbildung 14: Uberlebenskurven zur mittleren Ki-67-Expression (manuelle Auszéhlung)
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4.2 Univariate Uberlebensanalyse fiir 39 Patientinnen mit Lymph-
knotenmetastasen

Im Folgenden werden die 39 axillar metastasierten Patientinnen (N1) berucksichtigt,
bei denen an mindestens einer Lymphknotenmetastase Untersuchungen zur Ki-67-
Expression erfolgen konnte. Der Anteil Uberlebender Patientinnen betrug 30,8%. Die
5 und 10- Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeiten ergaben 48,8% und 29,8%. Das
mittlere und das mediane Uberleben lagen bei 5,8 Jahre bzw. 4,1 Jahren (Abb. 15).

Gesamtiiberleben der Patientinnen mit Lk-Metastasen
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Abbildung 15: Uberlebenskurve zum Gesamtiiberleben der Patientinnen mit Lymphknoten-
metastasen

4.2.1 Uberlebensanalyse der N1-Fille nach TNM-Klassifikation

Es besteht eine signifikante Korrelation zwischen dem Gesamtliberleben der Patienten
mit N1-Status und dem Vorhandensein von Metastasen (pM). Weiterhin korreliert ein
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fortgeschrittenes Tumorstadium mit einer signifikant geringeren Uberlebenswahr-

scheinlichkeit. Die Tumorgrof3e (pT) hatte bei N1-Patienten keinen signifikanten Ein-

fluss auf die Uberlebenswarscheinlichkeit. Bei einer Patientin lag kein Wert fir M und

entsprechend auch flr pTNM vor (Tab. 21-23, Abb. 16-18).

4.2.1.1 Postoperative TumorgréBe (pT) der N1-Félle

T 1 2 3 4
‘Patientenanzahl (n=39) 2 22 12

‘Verstorbene Patienten 2 14 10 1
‘Mittl. Uberleben (Jahre) 4,7 6,6 3,8 6.9
5-Jahres-ULW (%) 50,0 59,1 25,0 66,7
10-Jahres-ULW (%) - 34,5 16,7 -

Tabelle 21: Uberleben von N1-Féllen im Bezug zur TumorgréBRe (pT) (p-Wert: 0,2945)

TumorgrofRe pT der Lk-positiven Falle
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Abbildung 16: Uberlebenskurven von N1-Féllen zur TumorgréRe (pT)
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4.2.1.2 Fernmetastasierung (M) der N1-Falle

M 0
‘Patientenanzahl (n=38) 34
‘Verstorbene Patienten 23
Mittl. Uberleben (Jahre) 6,1 1,9
5-Jahres-ULW (%) 52,9 -
| 10-Jahres-ULW (%) 31,1 -

Tabelle 22: Uberleben von N1-Féllen im Bezug zu Fernmetastasen (M) (p-Wert: 0,0381)

Fernmetastasen der Lk-positiven Falle
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Abbildung 17: Uberlebenskurven von N1-Féllen zur Fernmetastasierung (M)
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4.2.1.3 Postoperatives Tumorstadium (pTNM) der N1-Falle

PTNM 2 3
‘ Patientenanzahl (n=38) 24 10
‘ Verstorbene Patienten 16 7
Mittl. Uberleben (Jahre) 6,5 5,1 1,9
5-Jahres-ULW (%) 58,3 40,0 -
| 10-Jahres-ULW (%) 31,4 30,0 -

Tabelle 23: Uberleben von N1-Féllen im Bezug zum Tumorstadium (pTNM) (p-Wert: 0,0668)

Tumorstadium pTNM der LK-positiven Falle
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Abbildung 18: Uberlebenskurven von N1-Féllen zum Tumorstadium (p TNM)
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4.2.2 Uberlebensanalyse der N1-Fille nach Tumorgrading

Die vorliegenden Daten zeigen zur Tumordifferenzierung bei N1-Fallen keinen eindeu-

tigen Trend bzgl. der Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patientinnen (Tab. 24, Abb.

19).

‘ Grading 1 2 3

‘ Patientenanzahl (n=39) 4 21 14
‘ Verstorbene Patienten 13 11

‘ Mittl. Uberleben (Jahre) 5,5 6,5 4.4
5-Jahres-ULW (%) 50,0 57,1 35,7
10-Jahres-ULW (%) 25,0 36,4 21,4

Tabelle 24: Uberleben von N1-Féllen im Bezug zum Tumorgrading (p-Wert: 0,2072)
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Abbildung 19: Uberlebenskurven von N1-Féllen zur Tumorgrading
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4.2.3 Uberlebensanalyse der N1-Fille nach Quantifizierung der Mitosezahl

Die Quantifizierung der Mitosezahl war auch bei den N1-Fallen statistisch signifikant

unterschiedlich in drei Gruppen (Tab. 25, Abb. 20) und prognostisch von Bedeutung.

Mitosezahl <4 5-14 >14
‘ Patientenanzahl (n=39) 7 22 10
‘Verstorbene Patienten 3 15 9

Mittl. Uberleben (Jahre) 8,7 6,2 2,7
5-Jahres-ULW (%) 71,4 59,1 10,0
10-Jahres-ULW (%) 57,1 29.6 10,0

Tabelle 25: Uberleben von N1-Féllen im Bezug zur Mitosezahl (p-Wert: 0,0036)

Mitosezahlung der Lk-positiven Falle
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Abbildung 20: Uberlebenskurven von N1-Féllen zur Mitosezahl
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4.2.4 Uberlebensanalyse der N1-Fille nach Ostrogenrezeptor- und Progeste-

ronrezeptorstatus (ER, PR)

Ein positiver ER- oder PR-Status war bei den N1-Fallen jeweils statistisch signifikant
mit einer erhohten Uberlebenswahrscheinlichkeit verbunden (Tab. 26-27, Abb. 21-22).

4.2.4.1 Ostrogenrezeptorstatus der N1-Fille

‘ Ostrogenrezeptorstatus Negativ Positiv
‘ Patientenanzahl (n=39) 11 28
‘ Verstorbene Patienten 10 17
‘ Mittl. Uberleben (Jahre) 3,1 6,8
5-Jahres-ULW (%) 18,2 60,7
10-Jahres-ULW (%) 9,1 38,0

Tabelle 26: Uberleben von N1-Féllen im Bezug zum Ostrogen-Status (p-Wert: 0,0029)

Ostrogenrezeptorstatus der Lk-positiven Fille
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Abbildung 21: Uberlebenskurven von N1-Féllen zur Ostrogenrezeptorstatus
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4.2.4.2 Progesteronrezeptorstatus der N1-Félle

‘ Progesteronrezeptorstatus Negativ Positiv
‘ Patientenanzahl (n=39) 18 21

‘ Verstorbene Patienten 17 10
Mittl. Uberleben (Jahre) 3,0 8,1
5-Jahres-ULW (%) 22,2 71,4

| 10-Jahres-ULW (%) 5,6 51,0

Tabelle 27: Uberleben von N1-Féllen im Bezug zum Progesteronrezeptorstatus (p-Wert:
0,0001)

Progesteronrezeptorstatus der Lk-positiven Falle
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Abbildung 22: Uberlebenskurven von N1-Féllen zum Progesteronrezeptorstatus
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4.2.5 Uberlebensanalyse nach Ki-67 Proliferationsfraktion der N1-Fille

Die Ki-67-Expression des Primartumors (Tab. 28-31, Abb. 23-26) wurde um diejenige
der Lk-Metastasen erganzt (Tab. 32, Abb. 27). Eine niedrige Ki-67-Expression ging
jeweils mit einer (zumeist signifikant) erhéhten Uberlebenswahrscheinlichkeit einher.

4.2.5.1 Mittlere Ki-67-Expression der N1-Félle (TV-bildanalytische Quantifizie-
rung am Primértumor)

\Ki-67-Expression (%) Ql (£2,5) Q2(2,5-12,7) Q3 (> 12,7)
Patientenanzahl (n=39) 6 22 11

‘ Verstorbene Patienten 2 16 9
‘Mittl. Uberleben (Jahre) 9,5 5,2 47
5-Jahres-ULW (%) 83,3 40,9 45.6
10-Jahres-ULW (%) 66,7 25,6 18,2

Tabelle 28: Uberleben von N1-Féllen im Bezug zur TV-bildanalytisch ermittelten Ki-67-Expres-
sion am Primértumor (p-Wert: 0,1014)

Mittlere Ki-67-Expression der Lk-positiven Falle
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Abbildung 23: Uberlebenskurven von N1-Féllen zur mittleren Ki-67-Expression am Primértu-
mor (TV-Bildanalyse)
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4.2.5.2 Maximale Ki-67-Expression der N1-Félle (TV-bildanalytische Quantifizie-
rung am Primé&rtumor)

‘Ki-67-Expression Q1 (£7,55) Q2 (7,55 -30,9) Q3 (>30,9)
‘ Patientenanzahl (n=39) 7 19 13
‘Verstorbene Patienten 3 12 12
Mittl. Uberleben (Jahre) 7.8 6,8 32
5-Jahres-ULW (%) 57,1 63,2 23,1
‘ 10-Jahres-ULW (%) 57,1 34,5 7,7

Tabelle 29: Uberleben von N1-Féllen im Bezug zur TV-bildanalytisch ermittelten maximalen
Ki-67-Expression am Primértumor (p-Wert: 0,0089)
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Abbildung 24: Uberlebenskurven von N1-Féllen zur maximalen Ki-67-Expression (Bildanalyse
am Primé&rtumor)
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4.2.5.3 Mittlere Ki-67-Expression der N1-Félle (manuelle Auszédhlung am Primér-
tumor mit den Quantilgrenzen aller 115 Félle)

Ki-67-Expression QI(<2.4) Q2 (2,4 - 13,0) Q3 (> 13.0)
‘ Patientenanzahl (n=39) 5 22 12
‘Verstorbene Patienten 1 14 12
Mittl. Uberleben (Jahre) 10,0 6,4 3,0
5-Jahres-ULW (%) 80,0 54,6 25,0
10-Jahres-ULW (%) 80,0 34,7 -

Tabelle 30: Uberleben von N1-Féllen im Bezug zur manuell ausgezéhiten mittleren Ki-67-Ex-
pression am Priméartumor mit Quantilgrenzen aller 115 Félle (p-Wert: 0,0092)
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Abbildung 25: Uberlebenskurven von N1-Féllen zur mittleren Ki-67-Expression (manuelle Aus-
z&hlung am Primé&rtumor mit Quantilgrenzen aller 115 Félle
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4.2.5.4 Mittlere Ki-67-Expression der N1-Félle (manuelle Auszédhlung am Primaér-
tumor mit den Quantilgrenzen der 39 N1-Fiélle)

Ki-67-Expression QI(<4,7) Q2 (4,8 - 13,7) Q3 (> 13.7)
‘ Patientenanzahl (n=39) 11 19 9

‘ Verstorbene Patienten 6 12 9
Mittl. Uberleben (Jahre) 7,5 6,5 2,3
5-Jahres-ULW (%) 63,6 57,9 11,1
10-Jahres-ULW (%) 45,5 34,7 -

Tabelle 31: Uberleben von N1-Féllen im Bezug zur manuell ausgezéhlten mittleren Ki-67-Ex-
pression am Primértumor (p-Wert: 0,0067)
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Abbildung 26: Uberlebenskurven von N1-Féllen zur mittleren Ki-67-Expression (manuelle Aus-
zéhlung am Primértumor mit Quantilgrenzen der 39 N1-Félle)
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4.2.5.5 Mittlere Ki-67-Expression der N1-Félle (manuelle Auszdhlung an der

Lymphknotenmetastase mit der gréB8ten Tumorfldche)

Ki-67-Expression Q1 (£7.2) Q2 (7,3 - 22.4) Q3 (> 22.4)
‘ Patientenanzahl (n=39) 10 20 9
‘Verstorbene Patienten 4 14 9
Mittl. Uberleben (Jahre) 8,9 5.8 2,3
5-Jahres-ULW (%) 68,6 50,0 11,1
10-Jahres-ULW (%) 68,6 30,0 -

Tabelle 32:  Uberleben von N1-Féllen im Bezug zur manuell ausgezéhlten mittleren Ki-67-
Expression an der flachengréf3ten Lymphknotenmetastase (p-Wert: 0,0002)
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Abbildung 27: Uberlebenskurven von N1-Féllen zur mittleren Ki-67-Expression (manuelle
Auszéhlung an der Lymphknotenmetastase)
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4.3 Multivariate Uberlebensanalyse: Cox-Modell

Mit Hilfe des Cox-Modells wurden verschiedene univariat erprobte prognostische Pa-
rameter im Hinblick auf ihre multivariate Relevanz betrachtet. Vom Prinzip her werden
dabei solche Variablen aufgenommen, die voneinander im Wesentlichen unabhangig

sind und nicht zueinander redundante Informationen aufweisen.
4.3.1 Aufstellung eines Cox-Modells zur multivariaten Uberlebensanalyse

Die per konventioneller Zahlung erhobene Ki-67-Expression im Primartumor und in
den Lymphknotenmetastasen wurde jeweils als stetige Grof3e in das Modell einge-
bracht, ebenso die Mitoserate. ER und PR wurden als positiv oder negativ angeboten,
das Grading in seinen drei mdglichen Auspragungen, also als G1, G2 oder G3, also
jeweils gestuft. Der Verlauf des Cox-Modells ist in den Tabellen 33-35 schrittweise dar-
gestellt. Vor Schritt 1 (Tabelle 33) verfugten vor allem der Progesteronrezeptor PR (p
= 0,0002) und der Ki-67-Wert in der Lymphknotenmetastase (p = 0,0003) Uber hohe

univariate Bedeutung.

Variable Chi? enter Chi? remove p-Wert
PR 13,51 0,0002
Ki-67-Zihlung Metastase 12,96 0,0003
Ki-67-Zihlung Primértumor 7,78 0,0053
Mitoserate 6,82 0,0090
ER 6,20 0,0128
Grading 1,03 0,3097

Tabelle 33: Multivariates Cox-Modell unter Einbeziehung des Hormonrezeptorstatus, der Ki-
67-Expression in Primartumor und Lymphknotenmetastase, der Mitoserate und des Gradings;
n = 39, Ausgangssituation vor Schritt 1

Als relevanteste GréRe wurde zunachst in Schritt 1 der Progesteronrezeptor (p =
0,0002) im Cox-Modell berlcksichtigt (Tabelle 33). Danach verfugte die Ki-67-Expres-

sion in der Lymphknotenmetastase uber die hochste verbliebene multivariate Bedeu-
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tung (p = 0,0231, Tabelle 32). Nach Schritt 2 verflgte keine Variable mehr tber einen
Chi2-enter-Wert, der ein p-Wert von unterhalb des Aufnahmelevels von p < 0,10 gebo-
ten hatte. Nach Schritt 2 liegt somit die Endform des Cox-Modells vor, das somit auf
eine sich erganzende prognostische Relevanz des Progesteronrezeptorstatus und der

Ki-67-Expression im Lymphknoten hinweist.

Variable Chi? enter Chi? remove p-Wert
PR 13,51 0,0002
Ki-67-Zihlung Metastase 5,16 0,0231
Mitoserate 4,67 0,0306
Ki-67-Zihlung Primértumor 4,13 0,0421
Grading 0,22 0,6409
ER <0,01 0,9746

Tabelle 34: Multivariates Cox-Modell unter Einbeziehung des Hormonrezeptorstatus, der Ki-
67-Expression in Priméartumor und Lymphknotenmetastase, der Mitoserate und des Gradings;
n = 39, Situation nach Schritt 1

Variable Chi’? enter Chi? remove p-Wert
PR 5,71 0,0168
Ki-67 Metastase 5,16 0,0231
Ki-67 Primirtumor 1,26 0,2617
Mitoserate 1,05 0,3057
ER 0,44 0,5065
Grading 0,20 0,6572

Tabelle 35: Multivariates Cox-Modell unter Einbeziehung des Hormonrezeptorstatus, der Ki-
67-Expression in Prim&rtumor und Lymphknotenmetastase, der Mitoserate und des Gradings;
n = 39, Situation nach Schritt 2

Tabelle 36 gibt die statistischen Werte wieder, die bei der Entwicklung des Cox-Modells
aufgetreten sind. Sie zeigen Uber den Anstieg der Chi>-Werte fur das global Chi? von

15,16 auf 23,85 die Relevanz der Modell-Ergebnisse (p < 0,001).
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Schritt Impr((j)zfzm ent p-Wert Global Chi? p-Wert
1 PR 13,52 < 0,001 15,16 < 0,001
2 Ki-67-Zihlung Metastase 5,16 0,023 23,85 <0,001

Tabelle 36: Multivariates Cox-Modell unter Einbeziehung des Hormonrezeptorstatus, der Ki-
67-Expression in Primartumor und Lymphknotenmetastase, der Mitoserate und des Gradings;
n = 39. Ubersicht liber die Entwicklung der statistischen Kenngré3en von Schritt zu Schritt

4.3.2 Validierung des Cox-Modells

Zur Validierung des Cox-Modells am konkret zugrundeliegenden Datensatz kommen
zwei Methoden in Betracht, zum einen bei stetigen Variablen die Aufstellung einer
,Multivariaten Funktion“ mit spaterer Gruppenbildung, z.B. nach 1:2:1-Quantilisierung,
zum anderen bei dichotomisierten Variablen tber die Definition von Untergruppen. Da
der PR-Status dichotomisiert vorlag (,PR +“/ ,PR -“), die Ki-67-Zahlung an den Lymph-
knotenmetastasen aber ungestuft, wurden beide Ansatze kombiniert. Die Werte der
Ki-67-Zahlung wurden durch einen Cut-Off am Median (12,4%) in zwei Gruppen (,Ki-
67 niedrig“ / ,Ki-67 hoch®) geteilt, so dass vier Patientengruppen der Kategorien ,PR+
/ Ki-67 niedrig“, ,PR- / Ki-67 hoch*, ,PR+ / Ki-67 hoch* und ,PR- / Ki-67 niedrig“) ent-
standen. Insgesamt fielen vier Falle in die Kategorie ,PR+ / Ki-67 hoch“ und drei Falle
in die Kategorie ,PR- / Ki-67 niedrig"“.

Die visuelle und statistische Validierung erfolgte durch die Darstellung der neugebilde-
ten Gruppen gemeinsam mit dem PR-Status in Kaplan-Meier-Kurven. Dabei zeigte
sich, dass die sieben Falle der beiden schwach besetzten Gruppen ,PR+ / Ki-67
hoch® und ,PR- / Ki-67 niedrig” eine gleichartige Prognose aufwiesen, so dass sie in-
haltlich begriindet zu einer gemeinsamen Gruppe zusammengefasst werden konnten.
Die Verteilung der Daten in drei Gruppen und im Vergleich zum PR-Status ist in Tabelle
37 dargestellt, wobei die besagten sieben Falle unter ,Ubrige Konstellationen* zusam-
mengefasst sind. Es zeigt sich fur die neu gebildeten Gruppen ein héherer Testwert
und entsprechend ein niedrigerer p-Wert als fur den PR-Status, was bereits auf eine
héhere prognostische Relevanz hindeutet. In Abbildung 28 sind ferner die Kaplan-
Meier-Uberlebenskurven wiedergegeben.
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| Variable PR positiv | PR negativ | PR positiv, | ,,Ubrige | PR negativ,
niedriges | Konstellati-|  hohes
Ki-67 onen Ki-67
Patientenanzahl (n=39) 21 18 17 7 15
'Verstorbene Patienten 10 17 7 5 15
Mittl. Uberleben (Jahre) 8,1 3,0 8,7 6,3 2,3
5-Jahres-ULW (%) 71,4 22,2 76,5 57,1 13,3
10-Jahres-ULW (%) 51,0 5,6 57,4 28,6 -
Testwert im Breslow-Test 15,7 25,2
p-Wert im Breslow-Test 0,0001 <0,0001

Tabelle 37: Uberleben von N1-Féllen im Vergleich von PR-Status und einer Kombination aus
PR-Status und Ki-67-Expression der Lymphknotenmetastase. ,,Ubrige Konstellationen®: a) PR-
positiv und Ki-67 liber dem Median, b) PR-negativ und Ki-67 unter dem Median.

Validierung des Cox-Modells
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Abbildung 28: Uberlebenskurven von N1-Féllen in Kombination der mittleren Ki-67-Expression
(manuelle Auszéhlung an der Lymphknotenmetastase) und des PR-Status im Vergleich zum
PR-Status allein. Schwarz: PR+ (oben) und PR- (unten). Gelb: PR+/Ki-67 niedrig, blau: PR-
/Ki-67 hoch, griin: (brige Félle
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Aus den Uberlebenskurven wird deutlich, dass sich nicht nur in der biometrischen The-
orie, sondern auch an der konkreten Realitat des Datensatzes eine Gruppe von sieben
Patientinnen (17,9%) abgrenzen lasst, die Uber eine intermediare Prognose verflugen.
Die Abgrenzbarkeit dieser intermediaren Gruppe und das hierdurch bedingte weitere
Aufspreizen der Uberlebenskurven stellt insgesamt den wirklichen Wert der Bestim-

mung der Ki-67-Expression an den Lymphknotenmetastasen dar.

4.4 Methodische Aspekte der Ki-67-Expressionsbestimmung

4.4.1 Vergleich der Ki-67-Expression zwischen groRter Lymphknotenmetastase
und allen untersuchten Lymphknotenmetastasen

Fir die klinische Auswertung war, sofern zwei oder drei Lymphnotenmetastasen un-
tersucht werden konnten, vereinbarungsgemal der Ki-67-Wert der gréf3ten Tumorfla-
che von ihnen zugrunde gelegt worden. Gleichermalien wurde aber auch ein Hochst-
wert Uber alle untersuchten Lymphknotenmetastasen aus dem Datensatz extrahiert.
Die entsprechenden statistischen Kennwerte sind in Tabelle 38 wiedergegeben. Teilt
man Uber den jeweiligen Median beide Datensatze in zwei Gruppen, so betragt die
Ubereinstimmung in einer Vier-Felder-Tafel 97,4% (38 von 39, Pearson Chi?-Test: p <
0,0001.)

Art der untersuchten Median Mittelwert £ SD| niedrigster hochster
Lymphknotenmetastase Wert Wert
groBte Tumorfliache 12,4% 16,5% = 14,1% 0,7% 81,6%
hochste Ki-67-Expression 18,4% 20,7% + 15,6% 1,1% 81,6%

Tabelle 38:  Statistische Kennwerte der Ki-67-Expression im Vergleich des Lymphknotens
mit der gréBten Tumorfldche und dem Lymphknoten mit dem héchsten Tumorwert (39 Félle,
28 davon mit mehreren Lymphknotenmetastasen)

Bei den 18 Fallen, von denen drei Lymphknotenmetastasen untersucht wurden, stellte

diejenige mit der gréfliten Tumorflache sechsmal den hochsten, finfmal den mittleren
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und siebenmal den niedrigsten Ki-67-Wert, was im Grunde einer Zufallsverteilung ent-
spricht. Der geringste Abstand der Werte betrug 2,2 Prozentpunkte (6,6% vs. 8,8%),
der grofdte 32,7 Prozentpunkte (48,9% vs. 81,6%).

In den 10 Fallen mit zwei Lymphknotenmetastasen ergab sich ebenfalls eine Zufalls-
verteilung im Idealverhaltnis 5:5; der geringste Abstand der beiden Ki-67-Werte lag bei
0,3 Prozentpunkten (10,8% vs. 11,1%), der hochste bei 17,8 Prozentpunkten (15,5%
vs. 33,2%).

Die hier wiedergegebenen Datenverteilungen belegen, dass die bei der Versuchspla-
nung vorgenommene Festlegung, die flachengré3te Lymphknotenmetastase zur Prog-
noseabschatzung heranzuziehen, auch aus der Retrospektive als gerechtfertigt ange-
sehen werden kann. lhre Datenverteilung nach Stufung der Daten am als neutral an-
zusehenden Median lasst keinen Trend erkennen, der auf eine Verzerrung der zu tref-

fenden Aussagen hindeutet.

4.4.2 Vergleich der Ki-67-Expression in NO- bzw. N1-klassifizierten Primartumo-
ren sowie in der groRter Lymphknotenmetastase

Erganzend werden im Folgenden die Ki-67-Expressionswerte aus den manuellen Zah-

lungen fur verschiedene Konstellationen dargestellt (Tabelle 39):

Durch manuelle Auszéh- Median Mittelwert = SD | niedrigster hochster
lung ermittelte Ki-67 Ex- Wert Wert
pression

Primértumoren (pNO) 5,4% 8,9% + 12,5% 0,5% 73,8%
Primédrtumoren (pN1) 7,9% 11,0% £+ 10,1% 0,5% 38,4%
LK-Metastase mit der 124% | 165%+141% |  0,7% 81,6%
grofiten Tumorfléche

Tabelle 39:  Statistische Kennwerte der manuell ermittelten Ki-67-Expression im Vergleich
von pNO- und pN1-Féllen sowie des Lymphknotens mit der gr68ten Tumorfléche.
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Es zeigte sich, dass innerhalb der beiden Gruppen von Primartumoren (pNO, pN1) bei
den Fallen mit Lymphknotenmetastasen hohere Werte vorlagen; bei vergleichbarer
Streuung lag der Median beim 1,46-fachen und der Mittelwert beim 1,24-fachen; in den
Lymphknotenmetastasen wurden dann noch einmal signifikant hdhere Werte ermittelt
(t-Test: p < 0,01). Die Mediane und Mittelwerte der TV-bildanalytisch ermittelten Ki-67-

Expression waren mit denen der Zahlung annahernd identisch.
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5 Diskussion

5.1 TNM-Klassifikation und histologisches Grading: Zwei Grund-
gréBen der morphologischen Tumordiagnostik

TNM-Klassifikation

Die Diagnostik eines Mammakarzinoms schlie3t obligatorisch die Klassifikation des
Tumortyps und die Einordnung der Tumorausdehnung in die TNM-Klassifikation nach
Grolke des Primartumors (pT), Lymphknotenstatus (pN) und eventuellen Fernmetasta-
sen (M, ggf. auch pM) ein. Diese drei Grundgréfien sind schon seit etwa 100 Jahren
(siehe hierzu zu den Anfangen vor allem Greenough 1925, Haagensen 1933) als rele-
vant angesehen worden, schon lange bevor es die eigentliche TNM-Klassifikation gab,
und haben sich jenseits aller therapeutischen Entwicklungen als relevant erwiesen.
Dies gilt sowohl fur die Zeiten, als Mammakarzinome fast ausschlie8lich durch Ablatio
und axillare Lymphadenektomie der Level | und Il (ggf. auch lll) operativ sowie mit
anschliel3enden historischen Formen der Strahlentherapie behandelt werden konnten,
als auch in der heutigen Zeit, in der sehr gezielt einsetzbare Therapieformen zur Ver-
fligung stehen, darunter abgestufte operative Verfahren sowie moderne strahlenthera-
peutische, chemotherapeutische, antihormonelle sowie auch immunologische An-
satze. Naturlich wurden nach und nach Modifikationen an der TNM-Klassifikation vor-
genommen, die im Wesentlichen zur Schaffung von Untergruppen (wie z.B. pT1a,

pT1b und pT1c) innerhalb der pT1-Kategorie und in der pN-Kategorie gefuhrt haben.

Dass die TNM-Klassifikation ohne Zweifel die Prognose der Patientinnen abschatzen
lasst, belegen Studien, die grof3e Datenbanken ausgewertet haben. Eine besonders
bedeutende Basis ist dabei die surveillance, epidemiology, and end results database
(SEER), die sechsstellige Fallzahlen beinhaltet. Fur die Validierung des derzeit gulti-
gen TNM-Stagings standen 209.304 Falle zur Verfigung (Abdel-Rahman 2017). Die
Analyse zeigte, dass sich selbst jeweils benachbarte Untergruppen (also z.B. Stadium
la und Stadium Ib) in ihrer Prognose mit nur einer Ausnahme (namlich Stadium llib
und Stadium llic) signifikant unterschieden. Daher kann man davon ausgehen, dass
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die Stadieneinteilung zum derzeitigen Stand von Diagnostik und Therapie sinnvoll ge-
wahlt ist. Allerdings bleibt es dabei, dass immer auch Patientinnen mit guter Prognose
(z.B. T1b, pNO) sterben, wahrend Patientinnen mit formal schlechter Prognose (z.B.
T3, pN2) individuell auch gut abschneiden kénnen. Nach wie vor bleiben prognostische

Aussagen Statistik, an die sich die konkrete Tumorbiologie nicht immer halt.

FUr den klinischen Alltag haben alle drei GrundgroRen des TNM-Systems ihre prog-
nostische Berechtigung. Bezogen auf die Gesamtprognose ist dabei sicher das Vorlie-
gen von Fernmetastasen (M1) am unglnstigsten. So wurde in einer grol} angelegten
Studie aus Schweden in der M1-Situation aktuell ein mittleres Uberleben von ca. 2,5
Jahren bei einer 5-Jahres-Uberlebensrate von 30% und einer 10-Jahres-Uberlebens-
rate von 14% (Valachis et al. 2022) ermittelt. Insgesamt aber gilt in der aktuellen Lite-
ratur der Lymphknotenstatus pN als prognostisch am relevantesten (Phung et al.
2019), da er am starksten die Patientinnen in Gruppen unterschiedlichen Uberlebens
stratifiziert, insbesondere wenn nur zwischen NO und ,N+“ also einem positivem
Lymphknotenstatus von ,> pNO“ unterschieden wird. Meistens ist in Studien diese Ver-
einfachung zum einen der begrenzten Patientenzahl geschuldet, aber auch der Tatsa-
che, dass erfreulicherweise heute pN2- oder gar pN3-Konstellationen selten sind. So
befinden sich bei der Primardiagnostik in Deutschland nur noch 11% der Patientinnen
im Stadium lll, in das auch alle MO-Falle mit der Konstellation pN2 oder pN3 fallen,
und 7% im Stadium IV (M1) (RKI 2021). Einflisse der pT-Kategorie werden vor dem
Hintergrund der separaten Betrachtung von pNO oder pN+ abgeschwacht, bleiben
aber vorhanden. Selbst in unserer kleinen Studie von nur 39 Fallen, die von einem gut
definierten Patientinnenkollektiv von 115 Fallen noch zur Verfigung standen, unter-
schieden sich durchaus noch in der pN+-Situation Falle im Stadium pT2 von denen im
Stadium pT3 signifikant. Dass der p-Wert im Bezug auf alle vier pT-Kategorien bei >
0,05 lag, hat damit zu tun, dass die nur funf Falle von pT1 bzw. pT4 im Grunde als
Einzelbeobachtungen das statistische Ergebnis verfalschen; die 22 pT2-Falle und die
12 pT3-Falle unterscheiden sich durchaus im mittleren Uberleben und im der 5-Jahres-
bzw. 10-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit deutlich (Tabelle 21). Fiir die pT2 betra-
gen die drei Werte 6,6 Jahre, 59,1% und 34,5%, fur pT3 3,8 Jahre, 25,0% und 16,7%
(p <0,05).
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Grading

Das morphologische Grading gehort ebenfalls zum Standard bei der primaren Diag-
nostik von Mammakarzinomen und verfligt nach wie vor Uber klinische Relevanz. Es
kann sowohl an den diagnostischen Stanzbiopsien, als auch am Resektat erhoben
werden. Die Ergebnisse beider Bestimmungen mussen dabei nicht zwangslaufig iden-
tisch ausfallen. So werden in der Literatur Effekte eines ,Up-Gradings“ zwischen der
Stanzbiopsie und dem Resektat in bis zu 30%-40% der Falle angegeben (Denley et
al. 2001, Rakha und Ellis 2007). In den gleichen Arbeiten wurde ein ,Down-Gra-
ding“ von der Stanze zum Resektat mit 5%-8% angegeben. Starke Diskrepanzen (von
G1 nach G3 oder umgekehrt) gelten allgemein mit 0%-1% als selten. Die unerwartet
hohen Zahlen fir die Upgrade-Raten stammen aus den Arbeitsgruppen in Nottingham
um Elston und Ellis, die offenbar ,scharfer” gradieren als andere: Ein Review von 15
Arbeiten Uber mehr als 40.000 Falle von Mammakarzinomen zeigte eine Zuordnung
von 11%-38% als G1, von 36%-62% als G2 und von 19%-46% als G3 (Rakha et al.
2010, van Dooijeweert et al. 2022); Studien aus Nottingham wiesen dabei G3-Quoten

von 30% bzw. zweimal von 46% auf, also im Trend zum oberen Ende der Skala hin.

Eine grofRe in Deutschland vorgenommene prospektive Studie, die als Hauptthema
den Oncotype-Test hatte, verglich an 2.287 Fallen das Primargrading der morphologi-
schen Erstdiagnostik, an dem viele Institute fur Pathologie beteiligt waren, mit dem
einer verblindet durchgefihrten Neu-Gradierung im Studienreferenzzentrum in Han-
nover (Gluz et al. 2016). Das primare Grading bei Diagnosestellung ergab in 7% der
Falle G1, in 70% G2 und in 23% G3; im Referenzzentrum wurden 5% der Falle als G1,
62% als G2 und 33% als G3 gradiert. Die Ubereinstimmung betrug insgesamt 66,3%,
also fast genau zwei Drittel der Falle. 32,9% der Falle wichen um +/- einen Grad in den
Beurteilungen voneinander ab, 0,7% um +/- zwei Grade, so dass sie einmal als G1,
einmal als G3 eingestuft wurden. Im Vergleich zum vorigen Abschnitt wurde auch hier

von den Experten im Referenzzentrum scharfer gradiert.

In unserer Studie waren die 115 Falle im Verhaltnis 19:58:37 verteilt, was auf volle
Prozentzahlen gerundet 17%:50%:32% entspricht und somit im Rahmen der Ublichen
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Verteilung liegt. Bei den 39 Fallen mit Lymphknotenmetastasen ergab sich ein Verhalt-
nis von 4:21:14 bzw. von 10%:54%:36%. Es lag somit ein gewisser erwarteter Trend

zu einem hoheren Grading bei den pN1-Fallen vor.

Die prognostische Relevanz des Gradings ist heute allgemein anerkannt, beispielhaft
noch einmal belegt und auch graphisch gut aufbereitet durch die Daten aus der SEER-
Datenbank mit 161.708 Fallen (Schwartz et al. 2014), und konnte auch in unserer Stu-
die dargestellt werden, und zwar sowohl fur das ganze Kollektiv, als auch fur das pN1-
Teilkollektiv. Die oben genannten sehr unterschiedlichen Verteilungen von G1-, G2-
und G3-Fallen in verschiedenen Studien verdeutlichen gleichzeitig aber auch die Sub-
jektivitat des Gradings und seine eingeschrankte Reproduzierbarkeit. Vor der Modifi-
kation durch Elston und Ellis lag die interspezifische Reproduzierbarkeit zwischen zwei
Untersuchern in einer vielzitierten grundlegenden Studie bei 69%, also bei gut zwei
Drittel (Champion und Wallace 1971); andere Arbeiten ergaben dann Werte zwischen
51% und 79% (Stenkvist et al. 1979, Delides et al. 1982, Stenkvist et al. 1983). Durch
die besseren Definitionen lielien sich die Werte fur die interspezifische Reproduzier-
barkeit etwas steigern. In Studien nach der Reform des Gradings wurden Werte flr die
Ubereinstimmung zwischen verschiedenen Untersuchern von 72,3% - 83,3% angege-
ben. Andere Arbeiten, die mit Cohens Kappa (k) arbeiteten, ermittelten k-Werte von
0,43 - 0,83 (jeweils zusammengefasst bei Rakha et al. 2010). Dabei wiesen Arbeiten,
in denen niedrige k-Werte auftraten, Ubereinstimmungsraten auf, die nicht héher wa-

ren als vor der Reform des Gradings.

5.2 Ergédnzende morphologische Standardgré6B8en am Primértumor:
Hormonrezeptoren und Her-2/neu

Alle Variablen, die erganzend zur TNM-Klassifikation und zum Grading erhoben wur-
den, dienen dem Zweck, zusatzliche Informationen zu erhalten, die zur weiteren Ver-
feinerung der Therapieplanung und / oder der Prognoseabschatzung dienen. Das be-
deutet im Umkehrschluss, dass nur dann eine Variable einen inhaltlichen Sinn hat,
wenn sie Informationen erlaubt, die nicht oder moglichst wenig mit denen von TNM-

Klassifikation und Grading redundant sind.
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Dazu gehoren insbesondere die Hormonrezeptoren ER und PR sowie Her-2/neu. In
therapeutischer Hinsicht geht es bei ihnen darum, ein Ansprechen auf Hormontherapie
bzw. Trastuzumab-Therapie vorherzusagen, in prognostischer Hinsicht darum, dass
insbesondere eine Hormonrezeptor-Positivitat prognostisch glnstig ist. Die Bestim-
mung der drei Marker erfolgt heute in Deutschland immunhistochemisch; die laborche-
mische Methode der Hormonrezeptor-Bestimmung ist heute weitgehend verlassen,
und eine regelhafte Bestimmung des Her-2/neu-Status mit den Methoden der in-situ-
Hybridisierung, wie in der Schweiz praktiziert wird, ist bei uns aus Kostengrinden nicht
umgesetzt. Alle drei Marker sind nach Bestimmung am Primartumor heute praktisch
als erganzende Grolen in der Mammakarzinom-Diagnostik gesetzt.

Da die hier vorgelegte Arbeit Teil eines Gesamtprojektes ist, kdnnen nicht alle Daten
anderer Teilprojekte mit verwendet werden. Diese Beschrankungen dienen dem Ziel,
dem Problem der wissenschaftlichen Zweitverwertung aus dem Weg zu gehen. Daher
kann hier nur kursorisch berichtet werden, dass die Ergebnisse fur ER, PR und Her-
2/neu den positiven Erwartungen aus der Literatur entsprochen haben. Da die Ergeb-
nisse der labormedizinischen Bestimmung von ER und PR aber Allgemeingut fur alle
Teilprojekte sind, kann auf sie im Folgenden Bezug genommen werden. Ilhre Resultate
sind mit denen der immunhistochemischen Bestimmung hoch korreliert gewesen.

5.3 Hormonrezeptorbestimmung an Primdrtumoren nodal metasta-
sierter Falle

Der PR-Status erwies sich in unserer Studie als starkerer prognostischer Parameter
als der ER-Status; bezogen auf alle Falle war er zweitstarkster Prognosefaktor nach
pN. In der Untergruppe der nodal metastasierten Falle war er starkster Prognosefaktor
und wurde als erster in das Cox-Modell aufgenommen. Dieses Ergebnis Uberrascht
auf den ersten Blick, weil dem PR-Status Ublicherweise weniger Aufmerksamkeit ge-
schenkt wird als dem ER-Status. Hintergrund daftir durfte sein, dass der PR-Status als
nicht geeignet angesehen wird, einen Erfolg einer endokrinen Therapie vorherzusagen
(Selli et al. 2016), so dass in der senologischen Onkologie eher auf ER geschaut wird.
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Andererseits ist bekannt, dass die 15% (Li et al. 2020) der Hormonrezeptor-positiven
Mammakarzinome, die ER+ und PR- sind, schlechter verlaufen als diejenigen mit ER+
und PR+ (Prat et al. 2013, Creighton et al. 2009, Li et al. 2020, Arpino et al. 2005,
Blows et al. 2010, Bardou et al. 2003). Dahinter steht als vermutete Ursache, dass ein
Fehlen der PR-Expression ein Indikator fur eine Infunktionalitat des ER-Pathway sein
kénnte und daraus ein schlechteres Ansprechen auf Medikamente wie Tamoxifen re-
sultieren konnte (Cui et al. 2005). Genexpressionsanalysen zeigten ferner, dass bei
(ER+/PR-)-Tumoren der PI3K/Akt/mTOR-Pathway hochreguliert ist (Creighton et al.
2009), was sich auch in einer héheren Zahl von PIK3CA-Mutationen in PR-positiven
Tumoren niederschlagt (Bardou et al. 2003, Maruyama et al. 2007, Cizkova et al.
2012). Insgesamt ist heute fir PR-negative Falle anerkannt, dass ihr Ansprechen auf
endokrine Therapien niedriger ist als fur PR-positive, so dass PR-Negativitat als ge-
wisser Indikator fur eine adjuvante Chemotherapie gesehen wird und als einer der

Hauptrisikofaktoren fur ein Rezidiv gilt (aktuell zusammengefasst bei Li et al. 2022).

5.4 Stellenwert von Ki-67 in der Diagnostik primarer Mammakarzi-
nome im Kontext sich weiter entwickelnder S3-Leitlinien

Die vielfachen Bestrebungen, eine standardisierte Diagnostik und Therapie von Krank-
heiten zu erreichen, haben in den letzten Jahrzehnten zur Entwicklung von Leitlinien
gefuhrt, in der Onkologie darlber hinaus zur Grindung von Organzentren, in denen
moglichst alle Tumorfalle besprochen werden sollen und Leitlinien-gerechte Therapie-
entscheidungen getroffen werden sollen. Auf diese Weise sollte in der Onkologie er-
reicht werden, dass allen Patienten mit vergleichbarer Fallkonstellation auch vergleich-
bare Therapien offenstehen. Diese wiederum orientieren sich an der prognostischen

Einschatzung des Tumors, aber auch an individuellen Gegebenheiten der Patienten.

Die Leitlinien wiederum andern sich Uber die Zeit. Manche Aspekte, die einmal wichtig
waren, verlieren an Stellenwert bzw. werden komplett verlassen (Beispiel fur das
Mammakarzinom: uPA/PAI-1), andere kommen hinzu oder werden im Kontext aktuel-
ler Studien mehr in den Vordergrund gebracht. Auch flir Ki-67 lassen sich solche Ef-
fekte beobachten, die im Folgenden anhand der Entwicklung der S3-Leitlinien beim
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Mammakarzinom besprochen werden sollen. Diese Leitlinien wurden ausgewahlt, weil
an ihnen eine groflde Zahl von Fachgesellschaften und anderen Organisation, Uberwie-
gend aus Deutschland, einzelne auch aus Osterreich und aus der Schweiz, beteiligt
waren, an der aktuellen Version von 2021 insgesamt 35 (S3 2021).

Die erste S3-Leitlinie fir das Mammakarzinomen erschien im Jahr 2004 unter dem
Titel ,Diagnostik, Therapie und Nachsorge des Mammakarzinoms der Frau. Eine nati-
onale S3-Leitlinie” (S3 2004). Zwei weitere Ausgaben folgten 2008 und 2012 (S3 2008,
S3 2012), bevor 2017 die vierte S3-Leitlinie unter dem Titel ,Interdisziplinare S3-Leitli-
nie fur die Diagnostik, Therapie und Nachsorge des Mammakarzinoms® als Version
4.0 vorgestellt wurde (S3 2017); inzwischen gilt seit 2021 die weiterentwickelte Version
4.4 (S3 2021). Im Laufe der Jahre ist die S3-Leitlinie dabei immer umfangreicher ge-
worden. lhr Umfang wuchs von anfangs 171 Seiten (S3 2004) Uber 298 Seiten, 362
Seiten und 448 Seiten auf jetzt 467 Seiten (S3 2021), und die Zahl der Quellen erhéhte
sich von 781 auf aktuell 1620.

Ki-67 war bereits in der ersten S3-Leitlinie aus dem Jahr 2004 erwahnt. Wahrend die
Bestimmung von ER, PR und Her-2/neu seinerzeit bereits etabliert war, galt das fur Ki-
67 definitiv nicht. Vielmehr wurde Ki-67 nur einmal kurz gestreift, und zwar im Abschnitt
~Weitere Spezialuntersuchungen®, wo es heildt, dass eine ,routineméiige Analyse (...)
nach heutigem Kenntnisstand nicht in jedem Fall erforderlich® sei. Vier Jahre spater
tauchte Ki-67 insbesondere im Unterkapitel ,Spezielle Zusatzuntersuchungen [von
Operationspraparaten]* auf (S3 2008), wo es erstmals im konkreten Zusammenhang
mit den Hormonrezeptoren und Her-2/neu genannt wurde, allerdings immer noch mit
dem Zusatz ,ggf.“ als Ausdruck des Optionalen. Auch in der S3-Leitlinie von 2012
wurde ein allgemeiner Stellenwert fir Ki-67 noch mit der Formulierung

,Der prognostische und préadiktive Wert des Proliferationsmarkers Ki-67 ist nicht
ausreichend belegt. AuRerhalb von Studien soll er daher nicht zur Subtypisie-
rung ER-positiver Mammakarzinome (z. B. Ki-67 < 14 %: Luminal A; Ki-67 2
14 %: Luminal B) als Entscheidungsgrundlage fiir die systemische Therapie kli-
nisch angewendet werden.*”

74



verneint, weil die ,technische Durchfihrung und Auswertung des Ki-67-Proliferations-
index keineswegs standardisiert sei“ und die Inter- und Intraobserver-Variabilitat ,ge-
rade in dem kritischen Bereich zwischen 10% und 20% hoch” sei. Vor ,der klinischen
Anwendung dieses Markers (...) [sei] eine Harmonisierung der Methodik und die Her-
stellung einer besseren Vergleichbarkeit zwischen den Labors und Studien notwendig*

(S3 2012), zu der es seitdem aber nur bedingt gekommen ist.

Erst in der aktuell gultigen 4. Version der S3-Leitlinie ab 2017 (S3 2017, S3 2021)
wurde Ki-67 als Prognosefaktor akzeptiert, vor allem begrindet durch die Ergebnisse
einer prognostischen Metastudie, bei der Ergebnisse aus 41 Einzelstudien mit mehr
als 64.000 Fallen zusammengefasst worden waren (Petrelli et al. 2015). AulRerdem
wurde ein ,stdrkerer Nutzen einer Chemotherapie bei Frauen mit hoch proliferierenden
ER-/PR-positiven, HER2-negativen invasiven Mammakarzinomen®gewurdigt, der sich
in einigen Studien gezeigt hatte (Gluz et al. 2016, Sonnenblick et al. 2015). Als
Schlussfolgerung wurde festgehalten:

LAUs Sicht der Leitliniengruppe liegt daher ausreichende Evidenz vor, den Ki-
67-Proliferationsindex bei Frauen mit histologisch gesichertem ER-/PR-positi-
vem, HER2-negativem invasiven Mammakarzinom bei der Entscheidung fir
oder gegen eine adjuvante Chemotherapie einzubeziehen.

Ein rationelles Vorgehen in der morphologischen Diagnostik ware somit, an einem
Stanzbiopsat, welches ein Mammakarzinom enthdlt, zunachst nur die drei obligatori-
schen Marker ER, PR und Her-2/neu zu bestimmen und eine Ki-67-Bestimmung nur
vorzunehmen, wenn die Konstellation ER+ / PR +/- / Her-2/neu- gegeben ist. Die Re-
alitat sieht allerdings anders aus. Statt einen Arbeitstag zu warten und Ki-67 nur bei
Bedarf nachzuuntersuchen, wird in der taglichen Routine eine parallele Anwendung
aller vier Antikorper bevorzugt. Eine erneute Bestimmung von Markern an einem even-
tuellen spateren primaren Mammaresektat ist in den S3-Leitlinien nur in Fallen emp-
fohlen, in denen die Bestimmung an der Stanze moglicherweise nicht reprasentativ
war. Aul3erdem sind Neubestimmungen verpflichtend, wenn der operative Eingriff
nach neoadjuvanter Chemotherapie erfolgt. Noch nicht in die S3-Leitlinie (Stand S3
2021) aufgenommen ist die inzwischen etablierte Praxis, nur Ki-67, nicht aber ER, PR
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und Her-2/neu, bei primérer operativer Therapie am Operationspraparat bei denjeni-
gen Fallen neu zu bestimmen, in denen zwischen Stanzdiagnostik und Operation der
Aromatasehemmer Letrozol gegeben worden ist. Aus dieser Medikation resultiert hau-
fig eine deutliche Senkung der Proliferationsrate. Eine Aufnahme dieser Vorgehens-
weise in eine kommende 5. Version der S3-Leitlinie ist zu erwarten.

5.5 Ki-67 in der Diagnostik von Rezidiven bzw. Fernmetastasen von
Mammakarzinomen

Lokale und lokoregionale Rezidive

Als diese Arbeit 2012/13 konzipiert wurde, war gerade ublich geworden, lokoregionare
und metachrone Fernmetastasen, sofern diese nicht nur bildgebend, sondern auch
bioptisch gesichert wurden, auf die Expression von ER, PR und Her-2/neu zu untersu-
chen. Dieses Vorgehen ist inzwischen zumindest fur lokoregionére Rezidive auch in
die S3-Leitlinie aufgenommen worden (S3 2021), wo im Kapitel 5.3.1 (,Lokales (intra-

mammares) Rezidiv®) in Empfehlung 5.8 formuliert wird:

,Bei Verdachtsdiagnose eines lokoregiondren Rezidivs soll zunéchst eine his-
tologische Sicherung mit erneuter Bestimmung von ER, PR und HERZ2 und ein
komplettes Re-Staging erfolgen, um Metastasen auszuschlieRen und die Pla-
nung einer interdisziplindren Therapiestrategie zu ermdglichen.”

In den Kapiteln 5.3.2 (,Lokalrezidiv nach Mastektomie“) und 5.3.3 (,Axillares Lymph-
knotenrezidiv®) wird flur diese beiden Konstellationen ebenfalls eine operative Siche-
rung bzw. Revision empfohlen, wobei hier aber auf ER, PR und Her-2/neu nicht ein-
gegangen wird. Man kann aber im Grunde davon ausgehen, dass die Empfehlung 5.8
sinngemalf auch begrindet Anwendung auf die anderen beiden Arten von lokalen oder
lokoregionaren Rezidiven findet. Von Ki-67 ist in der S3-Leitlinie in diesem Zusammen-
hang nicht die Rede. Dennoch hat sich durchgesetzt, ahnlich wie beim Prim&rtumor
das routinemafige Markerpanel von ER, PR und Her-2/neu um Ki-67 zu erganzen, im
Grunde auf Wunsch der Kliniker, die namlich ihrerseits begannen, Ki-67 im Sinne einer
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Vervollkommnung des Markerprofils nachzubestellen, wenn sich die Pathologie bei ei-
ner solchen Untersuchung auf die Gbrigen drei Marker beschrankt hatte.

Fernmetastasen

Die Aussagen dazu, wann und ob Uberhaupt Fernmetastasen auch histologisch gesi-
chert werden mussen, bleiben in der aktuellen S3-Leitlinie unklar (S3 2021). In der
Empfehlung 5.6 heil3t es:

,Bei Verdacht auf Fernmetastasen kbénnen diese durch geeignete diagnostische
MalBnahmen ausgeschlossen werden. Bei neu diagnostiziertem Mammakarzi-
nom und dem klinischen Verdacht auf Metastasen soll ein bildgebendes Staging
erfolgen. Als Staginguntersuchungen sollen ein kontrastverstérktes CT (Thorax,
Abdomen, Becken) sowie ein Knochenszintigramm durchgefiihrt werden.

Naturlich missen auch histologische Sicherungen von Lasionen mit zu den ,geeigne-
ten diagnostischen MalRhahmen® gerechnet werden, insbesondere wohl zur erstmali-
gen Sicherung einer synchronen oder metachronen metastasierten Situation. Aussa-
gen dazu, inwieweit dann noch ein erganzendes Markerprofil erhoben werden muss,
fehlen in der S3-Leitlinie komplett. Es hat sich aber auch hier eingebtirgert, dass nach
histologischer Sicherung ER, PR, Her-2/neu und Ki-67 erneut bestimmt werden, auch
wenn die in der S3-Leitlinie wiedergegebene therapeutische Rationale hierfir keinen
evidenten Grund erkennen lasst.

5.6 Ki-67 in der Charakterisierung synchroner Lymphknotenmeta-
stasen: Ein weiBer Fleck auf der onkologischen Landkarte

Wahrend also Primartumoren und in aller Regel auch synchrone und metachrone
Fernmetastasen eine immunhistochemische Charakterisierung erfahren, ist dieses bei
synchronen Lymphknotenmetastasen nicht der Fall. Ausnahmen stellen nach bestem
Wissen allerdings die Falle dar, in denen sich in derselben Mamma Karzinomherde mit
unterschiedlichem Immunprofil prasentieren, also z.B. ein Tumor mit positivem und

einer mit negativem ER-Status oder auch ein Tumor mit einer hohen und einer mit
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einer niedrigen Ki-67-Expression. Solche Konstellationen werden dann gelegentlich
durch eine Zusatzuntersuchung an einer Lymphknotenmetastase weiter in die eine
oder andere Richtung geklart und die Therapiewahl Leitlinien-gerecht an das Immun-
profil der Lymphknotenmetastase angepasst.

In der S3-Leitlinie wird auf die synchronen Lymphknotenmetastasen in diesem Zusam-
menhang Uberhaupt nicht eingegangen. Auf das Thema der axillaren Lymphknoten
wird nur bezogen auf die Aufarbeitungsmethoden der Sentinel- bzw. Non-Sentinel-
Lymphknoten jeweils eine Empfehlung zur konkreten Vorgehensweise gegeben, um
Mikro- bzw. Makrometasen in den Lymphknoten verlasslich zu erkennen und den
Lymphknotenstatus der pTNM-Klassifikation korrekt zu benennen.

Ob es sinnvoll sein koénnte, erganzende Marker an Lymphknotenmetastasen zu be-
stimmen, soll im Folgenden ausschlieflich fur Ki-67 diskutiert werden, da nur dieser
Marker im vorliegenden Projekt an Lymphknotenmetastasen angewandt worden ist,
nicht hingegen ER, PR und Her-2/neu, die in einem separaten Projekt auf diese Frage
hin untersucht werden.

5.6.1 Vergleich der Ki-67-Expression von Primartumoren und synchronen
Lymphknotenmetastasen in der eigenen Studie

Sowohl fur die klinische Aussage, als auch fir methodische Untersuchungen mussten
in unserer Studie Kompromisse gemacht werden, da nicht fur alle Falle die gleiche
Zahl von Lymphknotenmetastasen vorlag. In den 11 Fallen, in denen nur eine Meta-
stase zur Verfigung stand, gab es zu ihrer Berlicksichtigung keine Alternative. In den
28 Fallen mit mehreren Metastasen wurde fiir die klinische Auswertung diejenige mit
der gréf3ten Tumorflache bertcksichtigt. Die in Kapitel 4.4 dargestellten Ergebnisse
lassen erkennen, dass die Ki-67-Expression, die sich insgesamt in einer breiten Da-
tenverteilung zwischen fast 0% und > 80% bewegte,
- bezogen auf die Primartumoren in den N1-Fallen im Durchschnitt hoher war
als in den NO-Fallen (11,0% vs. 8,9%) und
- die Lymphknotenmetastasen im Durchschnitt héher lagen als die Primartu-
moren der N1-Féalle (16,5% vs. 11,0%),
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und das bei vergleichbaren Streuungswerten. Beide Zahlenvergleiche lassen den
Schluss darauf zu, dass die Ki-67-Expression am eigenen Datensatz durchaus auf
eine Tumorprogression zu beziehen ist. Auch wenn die Unterschiede in den Prozent-
zahlen nicht sehr hoch wirken, so betragen die Quotienten der Mittelwerte immerhin
1,24 und 1,5.

Auf die Einteilung der Falle in Luminal A und Luminal B wurde in unserer Studie im
Ergebnisteil kein Bezug genommen, anders als dieses in einigen unten zitierten Stu-
dien der Fall ist. Dieses hat damit zu tun, dass die im Rahmen des Gesamtprojektes
erhobenen Werte fir die ER- und PR-Immunhistochemie aus formalen Grinden (Prob-
lemfeld wissenschatftliche Zweitverwertung) nicht verwendet werden konnten. Festzu-
halten ist dabei, dass die NO-Primartumoren und die N1-Prim&rtumoren ihren Mittel-
wert unterhalb des Schwellenwertes von 14% haben, der im Fall von Hormonrezep-
torpositivitat Luminal A und Luminal B trennt, wohingegen die Lymphknotenmetasta-
sen im Durchschnitt ber dem Schwellenwert lagen. Vergleicht man die einzelnen
Wertepaare, so lagen 23 Félle bei beiden Bestimmungen bei Werten bis 14% bzw. bei
Werten tber 14% (Konkordanz: 59,0%). Setzt man einen Schwellenwert von 20% an,
wie dieses in einigen Publikationen gemacht wurde (siehe unten) so steigt die Zahl
gleichgerichteter Falle auf 28 (Konkordanz: 71,8%) an.

Bezogen auf die Prognose der Patientinnen liel3 sich zeigen, dass die Ki-67-Expres-
sion in den Lymphknotenmetastasen von statistisch signifikanter Relevanz war (Abbil-
dungen 25 und 26 und zugehdrige Tabellen), wobei sich die beste Auftrennung der
Patientinnen in prognostisch unterschiedliche Gruppen zeigte, wenn die Quantilgren-
zen der Primartumoren tlbernommen wurden. Multivariat war die Ki-67-Expression in
den Lymphknotenmetastasen relevanter als die im Primartumor, ablesbar am Chiz2-
Enter-Wert und dem zugehdrigen p-Wert. Fur die Lymphknotenmetastasen betrug er
12,96 (p = 0,0003), fur den Primartumor 7,78 (p = 0,0053). Es ware somit auf einer
Datenbasis allerdings nur von relativ wenigen Féllen zu tberlegen, ob nicht eine Ki-
67-Bestimmung an synchronen Lymphknotenmetastasen zukuinftig durchgefihrt wer-
den sollte.
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5.6.2 Vergleich der Ki-67-Expression von Primartumoren und synchronen
Lymphknotenmetastasen in der Literatur

Bei der hohen Zahl von fast 8000 wissenschaftlichen Arbeiten an Mammakarzinomen,
in denen die Ki-67-Expression bestimmt wurde, Uberrascht, wie selten sie auch an
Lymphknotenmetastasen erhoben wurde. Dabei féllt weiter auf, dass nur in wenigen
jener Arbeiten ein Streuungsmald oder ahnliches bestimmt wurde; vielfach beschran-
ken sich die Aussagen auf die Unterscheidung einer Luminal A- und einer Luminal B-

Konstellation.

In Tabelle 40 sind Daten verschiedener Arbeiten zum Vergleich der Zahlwerte zwi-

schen Primartumoren und Lymphknotenmetastasen wiedergegeben:

Autoren Methodik Zahl der Fille MW +/- SD MW +/- SD
Primartumor | LK-Metastase
[70] [70]
Buxant et al. 2002 500 Zellen 38 21,8 +/-9,8% | 29,8 +/- 12,2%
Kinoe et al. 2018 1000 Zellen 104 20,3 +-20,7 | 37,1 +/-28.,0
Hotspot
MW von 5-10 . .
Tawfik et al. 2013 Hotspot-GF 103 20 (Median) 15 (Median)
. . im Mittel
Eigene Studie 2023 =~ 2000 Zellen 39 11,0 +/- 10,1 16,5 +/- 14,1
Tabelle 40:  Vergleich der ausgezéhlten Ki-67-Expression zwischen Primartumoren und LK-

Metastasen in der Literatur mit Angabe von Mittelwerten (MW) sowie von Standardabweichun-
gen (SD). GF = Gesichtsfeld

Insgesamt zeigen die vier Arbeiten, dass zwar mehrheitlich die Lymphknotenmetasta-
sen hohere Mittelwerte fur Ki-67 aufweisen, aber eine der beiden gréReren Studien
eine gegenteilige Aussage trifft. Auch die Mittelwerte als solche schwanken deutlich,
und zwar etwa um den Faktor 2, beispielsweise flr die Primartumoren zwischen 11,0%

und 20,3%. Entsprechend liegen keine einheitlichen Resultate vor.
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Die Arbeiten, die mit einem Schwellenwert arbeiten, sind im Folgenden aufgeftuhrt (Ta-

belle 41), geordnet nach den Schwellenwerten, die zwischen 10% und 20% lagen.

Autoren Methodik Zahl der | Schwel- | Konkor- | PT hoch - -Met.
Fille lenwert | danz [%] niedrig
[%] VS.
PT niedrig - LK-
Met. Hoch
Buxant et al. 2002 500 Zellen 38 10 81,6 0/7
MW von 5-10
Tawfik et al. 2013 Hotspot-GF 103 10 81,6 12/7
Khande et al. 2020 1000 Zellen 60 10 83,3 4/6
Hotspot
Kinoe et al. 2018 1000 Zellen 104 14 56,7 13/32
Hotspot
Georgescu et al. 2016  |nicht angegeben 41 14 32,0 26/6
Zihlung
Kuncman et al. 2021 am TMA 43 16 76,8 5/5
Falck et al. 2013 Schtzung 60 20 917 0/5
) am TMA ’
Mando et al. 2017 nicht angegeben 89 20 83,1 12/3

Tabelle 41:  Vergleich der Ki-67-Expression zwischen Primértumoren und LK-Metastasen in
der Literatur mit von Konkordanzen, bezogen auf einen Schwellenwert. Die letzte Spalte be-
nennt die diskrepanten Félle. Beispiel 4 / 6: In vier Féllen lag der Primartumor (iber dem
Schwellenwert, die LK-Metastase darunter, in sechs Féllen war es umgekehrt.

Die Datenverteilung zeigt auch hier eine Uneinheitlichkeit der Ergebnisse; es gab so-
wohl Studien, in denen Primartumoren haufiger oberhalb der Schwelle lagen und die

Lymphknotenmetastasen darunter, als auch umgekehrt.
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5.6.3 Exkurs: Andere Vergleiche der Ki-67-Expression beim Mammakarzinom

Vergleich Stanzbiopsie - Resektat

Arbeiten, in denen die Ki-67-Bestimmungen an Stanzbiopsie und Resektat verglichen
wurden, kénnen in gewisser Weise als Beispiele fur die Reprasentativitat der Untersu-
chung angesehen werden, da die Bestimmungen ja an verschiedenen Stellen des Tu-
mors erfolgt sein werden. Gleichzeitig missen aber auch Fixationseffekte bedacht
werden, da Stanzen ungleich schneller durchfixieren als die grol3eren Resektate. Man
weild aus experimentellen Arbeiten an Hirngewebe und an Osteosarkomen, dass Mi-
tosen unter Ischamie und Gewebsazidose schneller und vermehrt ablaufen, so dass
sich in verzogert fixierten Geweben spater weniger Mitosen darstellten als in schnell
fixierten (Cavanagh und Lewis 1969, Graem und Helweg-Laersen 1979). Ob dieses
fur Ablaufe in der S-Phase und damit fur Ki-67 &hnlich gelten wirde, ist unseres Wis-
sens nach nicht systematisch untersucht. Die Ergebnisse der wenigen Vergleiche kli-
nischer Studien zeigen ein uneinheitliches Bild (Tabelle 42).

Autoren Methodik Zahl der Fille MW +/- SD MW +/- SD
Stanzbiopsie Resektat
[%] [%]
Ahn et al. 2018 TV-Bildanalyse 89 25,6 22,1
5000 Zellen,
Kim et al. 2016 berwiegend in 310 16,1 +/-158 | 21,2+/-215
der Tumor-
peripherie

Tabelle 42: Vergleich der Ki-67-Expression zwischen Stanzbiopsien und spéteren Resektaten
von Primértumoren in der Literatur mit Angabe von Mittelwerten (MW) sowie, soweit vorhan-
den, von Standardabweichungen (SD).

In der einen Arbeit lagen somit im Mittelwert die Stanzbiopsien um 3,5 Prozentpunkte
hoher als die Resektate, in der anderen Arbeit um 5,1 Prozentpunkte niedriger. Beide
Arbeiten gaben darlber hinaus auch die Konkordanzwerte fur einen Schwellenwert
von 14% an, der jeweils hoch bei 82,0% (Ahn et al. 2018) bzw. 85,2% (Kim et al. 2016)
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lag. Zwei Untersuchungen im identischen Tumor streuen somit in etwa um +/- 5%.
Damit sind die Margen fiir Schwankungen geringer als im Vergleich von Primartumo-
ren und Lymphknotenmetastasen (siehe Tabelle 36), auch wenn in der eigenen Studie
ebenfalls eine Schwankungsbreite von ca. 5% vorlag. Die Konkordanz ist ebenfalls
deutlich hoher als im Durchschnitt der Arbeiten, in denen Primartumoren und Lymph-

knotenmetastasen verglichen werden.

Vergleich nach Durchfiihrung neoadjuvanter / adjuvanter Therapien

Treten Therapieeffekte hinzu, so sind entsprechende Vergleiche kaum noch aussage-
kraftig.

In einer aktuellen Studie wurde die Ki-67-Expression an Mammakarzinomen vor und
nach neoadjuvanter Chemotherapie an 448 Fallen bestimmt, bei denen 500-1000 Tu-
morzellen an der Wachstumsfront ausgewertet wurden (Ding et al. 2020). Abweichun-
gen zwischen den beiden erhobenen Werten von mehr als 20 Prozentpunkten wurden
als diskordant definiert. Unter dieser MaRgabe waren nur 75 Félle konkordant (16,7%)
und 373 diskordant (83,3%). Dabei wiesen 243 Falle nach der neoadjuvanten Chemo-
therapie einen um mehr als 20 Prozentpunkte niedrigeren Ki-67-Wert auf und 130 ei-
nen hoheren - dies entspricht einer Verteilung im annédhernden Verhaltnis von 2:1.
Eine Arbeit, in der mit dem Schwellenwert von 14% gearbeitet wurde, zeigte allerdings
weniger deutlich abweichende Resultate fur 65 Falle, in denen der Wert im Primartu-
mor mit dem in einem Rezidiv bzw. einer Fernmetastase verglichen wurde (Peng et al.
2021). Die Konkordanz betrug 79,5%, was den Ergebnissen der Tabelle 37 &hnelt;
dabei traten Abweichungen in beide Richtungen auf: In neun Féllen sank der Ki-67-
Wert vom Primartumor zu Rezidiv oder Metastase auf unter 14% ab, in funf Fallen
stieg er Uber 14% an. Allerdings wurden die eventuellen Therapien zwischen Primar-
tumor und Metastase in der Studie nicht aufgefuhrt.

Ferner soll noch eine Arbeit an 97 Fallen von Primartumoren und vorwiegend Rezidi-
ven (sowie wenigen Fernmetastasen) erwahnt werden, in der allerdings mit dem un-
gebrauchlichen Schwellenwert von 50% gearbeitet wurde (Nishimura et al. 2011). Hier
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betrug die Konkordanz 77,3%; in funf Fallen sank die Ki-67-Rate auf unter 50% im

Rezidiv, in 17 Fallen stieg sie auf Uber 50% an.

Die Daten dieser Vergleiche konnen zusammenfassend als Beleg daflir gewertet wer-
den, dass Ki-67-Werte unbehandelter Primartumoren nicht auf eine metastasierte Si-
tuation nach adjuvanter Therapie Gbertragen werden durfen.

5.7 Beurteilung der Eignung von Ki-67 als Marker unter methodi-
schen Gesichtspunkten

Rahmenbedingungen und Empfehlungen zur Praanalytik, nachfolgenden Probenbe-
handlung, Farbung und Befundinterpretation der Ki-67-Expresion sind sehr detailliert
und gut nachvollziehbar in einer Arbeit der International Ki67 in Breast Cancer Working
Group (Dowsett et al. 2011) zusammengefasst. Insbesondere wird empfohlen,

- ein standardisiertes Farbeprotokoll anzuwenden und eine interne und eine
externe Qualitatskontrolle mitzufihren,

- mindestens 3 Gesichtsfelder mit 400-facher VergrofRerung, vorzugsweise in
der Wachstumsfront des Tumors gelegen, auszuwerten und

- die Angabe des Prozentsatzes Ki-67-positiver Zellen relativ zur Zahl aller Tu-
morzellen durch Zahlung, Schatzung in 5%-Schritten oder durch Bildanalyse
zu ermitteln.

Stellt man diesen Forderungen, die auch Eingang in die S3-Leitlinie gefunden haben,
die Ubliche Vorgehensweise in der Diagnostik gegentber, so sind die erste und die
dritte Anforderung heute Gberall umgesetzt. Anders sieht es mit der zweiten aus. Den
Ergebnissen einer eigenen Kurzumfrage an mehreren Instituten fur Pathologie folgend
arbeitet praktisch niemand regelméaRig mit einer 400x-fachen Vergrél3erung, sondern
Ublicherweise mit einer 100x-fachen, anhand derer Uber das Préparat gemittelt wird -
Letzteres mit dem Argument, man kénne an einer Stanze normalerweise die Wachs-

tumsfront nicht definieren bzw. sie sei kleinherdig und damit nicht reprasentativ erfasst.
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Dieser Widerspruch zur S3-Leitlinie ist nattrlich nicht unproblematisch. Nimmt man
aber hinzu, dass es im taglichen Alltag um die Einordnung der Ki-67-Proliferations-
phase um einen Schwellenwert herum geht, egal ob dieser nun bei 14%, 15% oder
20% liegt, dann macht die eher lockere Einstellung zur Bestimmung dennoch unter
folgender Uberlegung Sinn: Vergleicht man die Ergebnisse mehrerer Untersucher in
Studien zur Reproduzierbarkeit der Auswertung, so gilt diese bei Werten von < 10%
und von > 25%, also in Bereichen, die weit weg liegen vom Schwellenwert, als gut (S3
2021). Letzten Endes ist es unter dieser Mal3gabe auch irrelevant, ob man auf 5% oder
10% bzw. auf 25% oder 35% als Ergebnis kommt. Wichtig ist im Grunde nur, sich fir
den Fall, dass therapeutische Entscheidungen an einem bestimmten Schwellenwert
festgemacht werden sollen, den Bereich dazwischen ordnungsgemal’ abzubilden. Die
S3-Leitlinie empfiehlt hier, statt drei lieber vier bis funf zufallig ausgewahlte Gesichts-
felder auszuwerten. Auch die befragten Pathologen gaben an, genauer hinzuschauen
und teilweise auch héher zu vergroRern, wenn sie sich mit inrem zu erwartenden Er-
gebnis im kritischen Bereich befanden.

5.7.1 Anforderungen an die Bestimmung der Ki-67-Expression in der aktuellen
S3-Leitlinie

Immunhistochemische Reaktionen unterliegen in ihrer technischen Ausfiihrung, von
der die Farbeintensitat und auch die Gleichmaligkeit einer Farbung abhangen, natur-
gemal einer gewissen Variabilitat. Vergleicht man Uber mehrere Tage das Ergebnis
der mitgefihrten Positivkontrolle, so ist diese bereits bei rein lichtmikroskopischer Aus-
wertung nicht deckungsgleich, obwohl alle Schritte jeden Tag in gleicher Weise durch-
gefuhrt werden und heute ja annahernd ausschlie3lich in immunhistochemischen Far-
beautomaten vorgenommen werden. Unter Verwendung der TV-Bildanalyse lassen
sich Unterschiede auch zahlenmé&fR3ig objektivieren, insbesondere bzgl. Schwankun-
gen in der Intensitat der Farbungen (Biesterfeld et al. 2003, Kraus 2008).

Des Problemfeldes als solchem sind sich auch die Autoren der S3-Leitilinie bewusst.

Dort wird in der derzeit giiltigen Version 4.4 im Kapitel 4.5 unter der Uberschrift ,Aus-
wertung Ki-67-Proliferationsindex” wie folgt formuliert (S3 2021):
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LFur die Bestimmung des Ki-67-Proliferationsindex (PI) ist bislang keine allge-
mein anerkannte, umfassende Empfehlung zur Standardisierung verfiigbar. (...)
Die Konsensus-Empfehlung einer internationalen Arbeitsgruppe zum Thema Ki-
67 beim Mammakarzinom konzentriert sich aufgrund der heterogenen Vorge-
hensweise in den Studien lediglich auf bestimmte Eckpunkte zum methodi-
schen Vorgehen einschlief3lich Auswertung und Interpretation der Ergebnisse
[485]. Von den Experten wurde betont, dass es nicht moglich ist, allgemein gl-
tige Ki-67-Grenzwerte fur Prognose, Pradiktion und Monitoring anzugeben. In
Studien definierte Grenzwerte kénnten lokal nur angewandt werden, wenn die
lokalen Ergebnisse gegentiber den Studienergebnissen validiert wurden.

5.7.2 Abschatzung von methodisch bedingten Schwankungsbreiten in der Be-
stimmung der Ki-67-Expression

Die eingeschréankte interspezifische Reproduzierbarkeit der Ki-67-Expression kann
man recht gut an zwei umfassenden, komplex angelegten systematischen Untersu-
chungen aus den Jahren 2013 und 2016 darstellen. Beide Arbeiten sind von Gruppen
erarbeitet worden, die Uber Expertenwissen verflugen. Eine kanadische Arbeit erfolgte
im Namen der ,International Ki67 in Breast Cancer Working Group of the Breast Inter-
national Group and North American Breast Cancer Group“ (Polley et al. 2013): Die
andere Arbeit stammt aus Sudkorea und wurde unter Mitwirkung der ,Korean Breast
Pathology Ki-67 Study Group*® verfasst (Chung et al. 2016). Kurz zusammengefasst

ergaben sich folgende Hauptaussagen.

In der Studie von Polley et al. (2013), die auch in der S3-Leitlinie zitiert wird, wurde die
Ki-67-Expression von 100 Fallen von Mammakarzinomen in einem Tissue Microarray
(TMA) untersucht; die acht teiinehmenden Institute erhielten einen in einem Referenz-
labor gefarbten TMA-Schnitt und farbten einen weiteren selber. Alle Labore werteten
die Ki-67-Expression nach eigenem Gusto jeweils verschieden aus (Schatzung in 1%-
Schritten, Schatzung in 5%-Schritten, Zahlung, Bildanalyse etc.). Sechs der acht Insti-
tute nahmen dariber hinaus an einem erganzenden Teilversuch teil, bei dem 50 Falle
an drei verschiedenen Tagen Ki-67-gefarbt wurden und die Werte verglichen wurden.
So entstand ein komplexes System von Daten, die auf Abhangigkeit untereinander
Uberprift wurden. Insgesamt zeigte sich, dass die Ergebnisse verschiedener Institute

nicht untereinander vergleichbar sind. Beispielsweise reichten die Mediane bei der
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Auswertung der Ki-67-Expression fur die 100 Falle des gefarbt vorgegebenen TMA-
Praparates von 10% - 28% und fur das im jeweiligen Institut gefarbte Praparat von 5%
- 33%. Die Schwankungen, die sich beim Vergleich der Werte flir die Ki-67-Expression
an verschiedenen Tagen ergaben, waren zwischen den einzelnen Instituten sehr un-
terschiedlich und ebenfalls kaum vergleichbar. Der Intraclass-Korrelationskoeffizient
(ICC) fur die Reproduzierbarkeit innerhalb eines Institutes wurde allerdings als hoch
ermittelt (,high®, ICC = 0.94; 95%-Konfidenzintervall 0.93 - 0.97), derjenige zwischen
den Instituten fur den vorgefarbten TMA-Schnitt aber nur als mittel (,moderate®, 0.71;
0.47 - 0.78), ebenso der fur den im jeweiligen Institut gefarbten TMA-Schnitt (,mode-
rate®, 0.59; 0.37 - 0.68). Vermutlich kbnnen die meisten Institute auf ihre spezifischen
Bedingungen abgestimmte Farbeprotokolle verlasslich anwenden. Die stark unter-
schiedlichen Mediane lassen aber daran zweifeln, dass ein Arbeiten mit international

festgelegten Schwellenwerten zu klinisch verwertbaren Ergebnissen fihren kann.

Drei Jahre spater wurde eine weitere verschachtelt konzipierte Studie an 20 Fallen von
Mammakarzinomen aufgelegt (Chung et al. 2016), in der ganze Tumorschnitte und
TMAs, ferner Falle mit und ohne Hotspot und von jedem der 30 Untersucher Ergeb-
nisse von zwei Auswerteverfahren (Zahlung und Schatzung) verglichen wurden. Die
Untersuchung erfolgte an gescannten Praparaten und somit PC-basiert. Auch in dieser
Studie zeigten sich grof3e Schwankungsbreiten. So kamen Falle vor, bei denen Schét-
zungen in alle funf Kategorien fielen (< 5%, 5-10%, 10-20%, 20-50%, > 50%). Beim
Auszahlen ergaben sich in einzelnen Fallen Minimal- und Maximalwerte, die sich um
mehr als 50 Prozentpunkte unterschieden. In zugehérigen Boxplot-Darstellungen ist
zu erkennen, dass eine Reihe von Féllen Ausreil3er (auRerhalb der 1,5-fachen Breite
des vorgegebenen Referenzintervalls) und einzelne Falle auch Extremabweichungen
(auRRerhalb der 3-fachen Breite) aufwiesen. Bezieht man sich auf den Variationskoef-
fizienten pro Fall, so lagen diese fur ganze Schnitte (ohne Hotspot) zwischen 24,5%
und 57,4% und fur TMAs zwischen 8,3% und 35,8%. Fir den Vergleich der einzelnen
Datensatze lagen hohe ICC-Werte zwischen 0.736 und 0.895 vor - dennoch sind die
Schwankungen in den Datensatzen so hoch, dass man auch in dieser Arbeit nicht von

einer hohen Reproduzierbarkeit der Ki-67-Bestimmungen ausgehen kann.
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Im Grunde kann man offenbar nur Zahl- oder Schatzwerte vergleichen, die im selben
Institut erarbeitet worden sind. Eine Ubertragung von Werten auf eine andere Einrich-

tung scheint bis heute nicht verlasslich méglich zu sein.

5.8 Resumée

Klinischer Ausblick

- Die mittlere, per Zahlung quantitativ bestimmte Ki-67-Expression der Primartu-
moren im Stadium pNO war niedriger als die in den Primartumoren im Stadium
pN1, und diese wiederum war niedriger als die der synchronen Lymphknoten-
metastasen (p jeweils < 0,05 im t-Test). Hieraus lasst sich die Hypothese entwi-
ckeln, dass Ki-67 eine Bedeutung in der Tumor-Evolution zukommt. Diese Aus-
sage gilt dabei allerdings nur fur das Patientenkollektiv als Ganzes; bezogen
auf die Einzelfalle kamen Uberlappungen der Ki-67-Werte vor, so dass nicht in
allen Fallen ein entsprechender Schluss zulassig ist.

In der multivariaten Uberlebensanalyse zeigte sich, dass die Ki-67-Expression
in den Lymphknotenmetastasen von hoherer prognostischer Relevanz war als
die im Primartumor, wobei sich diese Daten leider nur auf 39 Falle beziehen.
Dennoch zeichnet sich hier ein Trend ab, der bisher so nicht beschrieben ist.

Die Validierung des multivariaten Cox-Modells durch die Kombination der Ki-
67-Expression in Lymphknotenmetastasen mit einem weiteren Parameter, hier
dem Progesteronrezeptor, hilft, den ,wahren Einfluss“ von Variablen, die in ei-
nem Cox-Modell aufgenommen werden, abzuschatzen. Dabei zeigt die Validie-
rung der Modellannahmen durch Gegenuberstellung in Kaplan-Meier-Kurven,
die die ,Wahrheit” im Datensatz abbilden, dass tatsachlich ein gewisser beleg-
barer prognostischer Effekt durch die Hinzunahme von Ki-67 eingetreten ist: Die
Kurven weichen weiter auseinander, und es ist neben einer glinstigen und einer
ungunstigen Gruppe, wie sie der Progesteronrezeptor vorhalt, eine dritte
Gruppe mit intermediarer Prognose abgrenzbar (Abb. 28). Der Effekt lasst sich
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auch durch die statistischen Kenngréfien (p-Werte im Wilcoxon-Breslow-Test)

in Zahlen fassen.

Aufgrund der geringen Fallzahl ware es sicher sinnvoll, an einem weiteren und deutlich
grol3eren, aktuelleren Patientenkollektiv beispielsweise aus der Zeit um 2010 die Stu-
die zu wiederholen und dabei auch Ki-67-Bestimmungen an synchronen Fernmetasta-
sen hinzuzunehmen. Auf diese Weise lie3e sich der Wert unserer Studie noch einmal
absichern, und es wirde die Wissenslucke um den Vergleich zwischen Primartumoren
und synchronen Fernmetastasen bei Mammakarzinomen moglicherweise geschlos-
sen. Die Sequenz Primartumor - synchrone Lymphknotenmetastasen - synchrone
Fernmetastasen ist anscheinend namlich noch gar nicht untersucht: Eine am
20.2.2023 vorgenommene Pubmed-Recherche ergab zwar flir Arbeiten an synchronen
(Fern-)Metastasen 5014 Treffer. Kreuzt man diese mit Ki-67 / MIB-1 in verschiedenen
Schreibweisen an, reduziert sich die Zahl der Arbeiten auf 70, und Arbeiten, in denen
Mammakarzinome behandelt wurden, sind nicht darunter. Auffallig ist die gewisse Hau-
fung von Studien an neuroendokrinen Tumoren, vielleicht dadurch bedingt, dass ihre
Primartumoren oft klein sind und die Erkrankung nicht selten durch vergleichsweise

groRe Metastasen z.B. in der Leber erstdiagnostiziert wird.

Methodischer Ausblick

Dass weitere Studien zu unserem Thema Sinn machen wurden, hat auch damit zu tun,
dass Ki-67 auch in Zukunft eine bedeutende Rolle in der Mammapathologie spielen
wird. Eine grundlegend andere Sicht auf diesen Marker ist in Deutschland trotz der
dargestellten methodischen Limitationen nicht zu erwarten, wenn demnachst eine
funfte Version der S3-Leitlinie mit einer Laufzeit von vermutlich wieder 5-6 Jahren auf-
gelegt wird. Dabei muss aber darauf hingewiesen werden, dass nicht alle internatio-
nalen Leitlinien Ki-67 als sinnvollen Marker anerkennen, sondern dass die Meinungen
dazu auseinandergehen. Auf diesen Aspekt wurde aktuell in einem Review-Artikel zu
Ki-67 hingewiesen, der den Weg des Markers von seiner Entdeckung in Kiel durch
Gerdes im Jahr 1983 bis heute fur das Mammakarzinom nachzeichnet (Finkelman et
al. 2023). Dort werden als Fachgesellschaften, die Ki-67 fur die Prognose von
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Mammakarzinomen als Marker empfehlen oder bertcksichtigen, die Italian Associa-

tion of Medical Oncology, die European Group on Tumor Markers, die European

Society for Medical Oncology und das National Institute for Health and Care

Excellence genannt, wahrend dieses die American Society of Clinical Oncology oder

das National Comprehensive Cancer Network nicht tun. Das wichtige American Joint

Committee on Cancer (AJCC) nimmt demnach eine neutrale Haltung ein, indem es

keine Empfehlungen gibt, aber empfiehlt, weiter Ki-67-Daten zu sammeln (“providers

and registries should continue to collect and record Ki-67 results”).

Fir die Zukunft von Ki-67 in der senologischen Onkologie sind aus methodischer Sicht

zwei Dinge ausschlaggebend:

Der Marker muss auch nach eventuellen methodischen Modifikationen einen
Wissenszuwachs bieten zu den Tumoreigenschaften, die bereits aus den allge-
meinen morphologischen Untersuchungen bekannt sind (Tumortyp, TNM-Klas-
sifikation inklusive ihrer Komponenten, modifiziertes Grading inklusive seiner
Komponenten) bzw. parallel erhoben werden (bislang ER, PR und Her-2/neu).
Dies bedeutet, dass fur den Fall, dass solche Modifikationen etabliert werden,
auch entweder neue Studien auf diese bezogen die Validitat von Ki-67 erneut
belegen missen oder Datenséatze bereits vorhandener Studien auf die neuen
Bedingungen hin kritisch hinterfragt und neu berechnet werden missen.

Ki-67 muss sich als methodisch so robuster Marker erweisen, dass er mit spater
entwickelten Testverfahren konkurrieren kann. Als solche sind derzeit im Be-
sonderen die verschiedenen Genprofiltests (,Multigentests®) zu verstehen wie
Prosigna, MammaPrint, EndoPredict oder Oncotype (zu Details siehe Degen-
hardt et al. 2017). Im Folgenden soll exemplarisch auf den Oncotype-Test ein-
gegangen werden. Mit diesem wird Uber einen mit einer Zahl ausgedrickten
Recurrence Score ein statistisches Risiko ermittelt, dass die Patientin in einem
bestimmten Zeitraum ein Rezidiv oder Fernmetasen entwickeln. Dabei wird ein
21 Gene umfassender mRNA-basierter Multigen-Assay verwendet, der mit ei-
ner RT-qPCR analysiert wird. Innerhalb dieser sind auch funf Gene vertreten,
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die Proliferations-assoziiert sind. Bei insgesamt bekannter guter Korrelation von
Ki-67 mit dem Ergebnis des Oncotype-Tests wird Ki-67 fur den Fall, dass seine
Bestimmung besser standardisiert werden konnte, als eine ,potentially cost-
effective alternative to genomic profiling assays“ gesehen (Finkelman et al.
2023) - in der Tat liegen die Kosten fir eine Ki-67-Bestimmung bei einem Bruch-
teil derer fur den Oncotype-Test. Im Grunde vergleichbare Korrelationen wur-
den auch fur die andere Genexpressionstests wie EndoPredict, MammaPrint
oder Prosigna erhoben. Das Vertrauen in diese Tests ist zwar auf der einen
Seite hoch, andererseits ist aber auch bekannt, dass die Konkordanz zwischen
solchen Tests in Arbeiten, in denen mehrere von ihnen auf das gleiche Patien-
tengut angewandt wurden, nicht sehr hoch war. Daher wird in der S3-Leitlinie,
die in Kapitel 4.5.4.4 breit und sehr ausgewogen das Thema der Multigentests
behandelt, festgestellt, dass ,fur die individuelle Patientin unterschiedliche
Tests unterschiedliche Risikoeinteilungen und damit divergente Empfehlungen
fur oder gegen eine Chemotherapie ergeben kénnen“ (S3 2021). Wie ambiva-
lent das ganze Thema ist, zeigt sich dann in der fast skurril klingenden Empfeh-
lung 4.79 mit dem Wortlaut ,Wenn ein Multigentest durchgefuhrt wird, soll nicht
mehr als ein Test zur Entscheidungsfindung herangezogen werden® (S3 2021),
die nicht so recht mit dem Zitat zuvor in Einklang zu bringen ist.

Ganz allgemein verfuhren scheinbar genaue Zahlenangaben leicht dazu, einen darge-
stellten Sachverhalt als ,objektiv‘ und ,wahr“ anzusehen und gewissermal3en unuber-
pruft, ohne Berucksichtigung der Randbedingungen, zu tbernehmen. Am Beispiel des
Ki-67 wurde diskutiert, wie schwierig die Materie in Wirklichkeit ist, wenn man hinter
die Kulissen der Methodik und der Widerspruchlichkeit von Aussagen in wissenschaft-
lichen Arbeiten schaut. Gleiches gilt aber auch fir alle anderen GroR3en, die herange-
zogen werden. Darauf wurde 2010 in der bereits oben zitierten Arbeit von Rakha et al.
hingewiesen. Sie rAumten ein, dass es flur das von ihnen unterstitzte Grading (dort als
NGS fiur Nottingham Grading System bezeichnet) ebenfalls methodische Einwéande
gabe und dass man unbestreitbar an der interspezifischen Reproduzierbarkeit weitere

Verbesserungen erreichen misse. Hieran schlossen sie aber eine vollkommen be-
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rechtigte allgemeine Mahnung bzgl. der eingeschréankten Objektivitat anderer Variab-
len an, die sich auf das Staging (pT, pN, L, V) und pradiktive Marker (Her-2/neu, ER)
bezogen:

,Despite the undeniable need to improve the inter-observer agreement for his-
tological grade, the criticisms directed against NGS should be tempered by the
fact that other parameters used to determine the therapy of patients with breast
cancer also suffer from inter-observer variability, including the assessment of
small-volume nodal metastases (LN stage), HER2 immunohistochemical and in
situ hybridization scoring, ER scoring, assessment of vascular invasion, and
even the assessment of tumor size.“

Dem kann man nur hinzufiigen, dass das Gleiche natirlich auch fir die Multigentests
gilt, die in die Betrachtung der Autoren 2010 noch nicht einbezogen worden waren,
und ebenso fur alle weiteren, in Zukunft zur Anwendung kommenden adjuvanten An-

satze.
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6 Zusammenfassung

Die Expression von Ki-67 wurde haufig als prognostisch nitzlich bei primarem Brust-
krebs bewertet. Lymphknotenmetastasen wurden jedoch selten untersucht, und die
prognostische Bedeutung ihrer Ki-67-Expression ist unklar. In unserer Studie prasen-
tieren wir prognostische Daten zu einer Reihe von 39 N1-Brustkrebsfallen mit Ki-67,
die sowohl im Primar- als auch im Sekundartumor mit einer Nachbeobachtungszeit
von bis zu 11,5 Jahren analysiert wurden.

Es wurde eine Ki-67-Immunhistochemie unter Verwendung eines Standardprotokolls
durchgefuhrt. Der Prozentsatz der immunreaktiven Zellen wurde durch manuelles Zah-
len in 20 Hochleistungsfeldern bewertet. Die Ergebnisse wurden mit klinischen und
morphologischen Daten korreliert.

Zur Validierung des Cox-Modells am konkret zugrundeliegenden Datensatz wurden
zum einen bei stetigen Variablen die Aufstellung einer ,Multivariaten Funktion® mit spa-
terer Gruppenbildung, z.B. nach 1:2:1-Quantilisierung und zum anderen bei dichoto-
misierten Variablen Uber die Definition von Untergruppen kombiniert angewandt. Die
visuelle und statistische Validierung erfolgte durch die Darstellung der neugebildeten
Gruppen gemeinsam mit dem PR-Status in Kaplan-Meier-Kurven

Die Mittelwerte (11,1 % vs. 20,7 %) und die Medianwerte (7,9 % vs. 18,4 %) fur Ki-67
waren zwischen Primartumoren und Lymphknotenmetastasen recht unterschiedlich
und nur schwach korreliert (r=0,57). In der univariaten Uberlebensanalyse (Grenzwert:
jeweiliger Medianwert) war die Ki-67-Expression in den Lymphknoten von héherer
prognostischer Bedeutung (p=0,0001) als in Primartumoren (p=0,0029). In einem mul-
tivariaten Cox-Regressionsmodell galten die Ki-67-Expression in den Lymphknoten
und der Progesteronrezeptorstatus (PR) als prognostisch unabhangige Faktoren, die
Ki-67-Expression des Primartumors, das Tumorgrading und der Ostrogenrezeptorsta-
tus hingegen nicht.

Die Analyse der Ki-67-Expression in Lymphknotenmetastasen erwies sich als von ho-

herer prognostischer Bedeutung als bei primarem Brustkrebs, mdglicherweise auf-
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grund der Expansion eines unterschiedlichen Tumorklons wahrend der Lymphknoten-
metastasierung. Daher kann bei Brustkrebs eine quantitative Ki-67-Auswertung tumor-

positiver Lymphknoten empfohlen werden.
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7 Conclusion

The expression of Ki-67 has been frequently evaluated as prognostically useful in pri-
mary breast cancer. Lymph node metastases, however, have been rarely investigated,
and the prognostic impact of their Ki-67-expression is unclear. In our study, we present
prognostic data on a series of 39 N1-breast cancer cases with Ki-67 analysed both in
primary and secondary tumour with a follow-up period of up to 11.5 years.
Ki-67-immunohistochemistry was performed using a standard protocol. The percen-
tage of immunoreactive cells was evaluated by manual counting in 20 high-power-
fields. The results were correlated with clinical and morphological data.

In order to validate the Cox model on the concrete underlying data set, the establish-
ment of a "multivariate function" with later group formation, e.g. after 1:2:1 quantifica-
tion, was applied on the one hand for continuous variables and on the other hand for
dichotomized variables to the the definition of subgroups. The visual and statistical
validation was carried out by representing the newly formed groups together with the
PR status in Kaplan-Meier curves

The mean values (11.1% vs. 20.7%) and the median values (7.9% vs. 18.4%) for Ki-
67 were quite different between primary tumours and lymph node metastases and only
weakly correlated (r=0.57). In univariate survival analysis (threshold: the respective
median value), the Ki-67 expression in the lymph nodes was of higher prognostic sig-
nificance (p=0.0001) compared to that in primary tumours (p=0.0029). In a multivariate
Cox regression model, the Ki-67 expression in the lymph nodes and the progesterone
receptor status (PR) were entered as prognostically independent factors while the Ki-
67 expression of the primary tumour, the tumour grading and the estrogen receptor
status were rejected.

The analysis of the Ki-67 expression in lymph node metastases proved to be of higher
prognostic significance than in primary breast cancer possibly due to the expansion of
a distinct tumour clone during lymph node metastasizing. Thus, quantitative Ki-67 eva-

luation of tumour-positive lymph nodes can be recommended for breast cancer.
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