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Zusammenfassung

Das primére, nicht-metastasierte Mammakarzinom kann sich Jahre nach einer erfolgreichen
Therapie des Primértumors erneut in Form von Fernmetastasen manifestieren. Als mogliche
Ursache gelten einzelne, bereits frith aus dem Priméirtumor gestreute Tumorzellen, die im
Knochenmark (KM) als disseminierte Tumorzellen (DTC) verweilen. In der aktuell
herkdémmlichen Staging-Diagnostik werden DTCs im KM nicht routineméBig erfasst. Die
Detektion von DTCs zum Zeitpunkt der Diagnose ist mit einer ungiinstigen Prognose
assoziiert. Die intrinsischen Subtypen des Mammakarzinoms korrelieren ebenfalls mit
Unterschieden im klinischen Verlauf und der Prognose. Als Folge der prognostischen
Aussagekraft der Subtypen und des DTC-Status wurde in dieser Arbeit untersucht, ob sich
die Tumorzelldissemination und ihr prognostischer Wert unter immunhistochemisch (IHC)
differenzierten Subtypen unterscheidet.

Die DTC-Bestimmung im KM-Aspirat von 290 Patientinnen erfolgte mittels
Immunfluoreszenz-Farbung mit dem Pan-Zytokeratin-Antikorper AE1/AE3. Assoziationen
zwischen klinisch-pathologischen Parametern und dem DTC-Status wurden mittels Chi-
Quadrat-Test oder exaktem Test nach Fisher auf Unabhéngigkeit untersucht. Die mediane
Nachbeobachtungszeit betrug 35,9 Monate. Es erfolgte die Gruppierung in die IHC-
Subtypen Luminal A, Luminal B, human-epidermal-growth-factor-2-positiv (HER2+) und
triple-negativ. (TNBC).  Uberlebensanalysen ~ zum  Gesamtiiberleben  (OS),
brustkrebsspezifischen Uberleben (BCSS), krankheitsfreien Uberleben (DFS) und
metastasenfreien Uberleben (DDFS) wurden mittels Kaplan-Meier-Plots dargestellt und
mittels log-rank Tests verglichen. Die prognostische Aussagekraft des DTC- Status unter
Hinzunahme weiterer klinisch-pathologischer Prognosefaktoren wurde anhand des
proportionalen Hazardmodells nach Cox untersucht.

DTCs lieBen sich bei 47/238 (19,7%) der therapienaiven Patientinnen im KM-Aspirat
nachweisen. DTC-Detektion war signifikant mit hoheren T-Stadien assoziiert (p = 0,035)
und war signifikant hidufiger bei Patientinnen iiber 60 Jahren (p = 0,026). DTC-positive
Patientinnen mit Luminal A-Tumoren hatten ein signifikant schlechteres BCSS (log-rank
Test, p = 0,04), DFS (log-rank Test, p = 0,005) und DDFS (log-rank Test, p = 0,006) als
DTC-negative Luminal A-Patientinnen. Dariiber hinaus hatten DTC-positive Patientinnen
mit TNBC im Vergleich zu DTC-negativen TNBC-Patientinnen ein signifikant schlechteres
OS (log-rank Test, p=0,012) und BCSS (log-rank Test, p = 0,012). Unter Luminal B-
Tumoren und unter Tumoren vom HER2-positiven Subtyp zeigte sich kein signifikanter
Unterschied beziiglich der beobachteten Endpunkte.

Wihrend ein positiver DTC-Status in Abhdngigkeit vom Luminal A- bzw. dem TNBC-
Subtyp in dieser Studie einen signifikanten Einfluss auf das Uberleben von Patientinnen mit
primdrem, nicht-metastasierten Mammakarzinom zeigte, so konnte er im Gegensatz zu
anderen Studien nicht als von anderen Parametern unabhéngiger prognostischer Faktor
bestétigt werden. Weitere Untersuchungen und ldngere Nachbeobachtungen sind notig, um
ihren prognostischen Wert unter Mammakarzinom-Subtypen zu beurteilen.



Abstract

Early breast cancer may relapse in distant sites even years after complete surgical excision
of the primary tumor and adjuvant therapy. One plausible explanation is early dissemination
of single tumor cells via the blood stream that may persist as disseminated tumor cells (DTC)
in the bone marrow (BM) causing long latency periods between primary tumor treatment
and distant metastasis. DTCs are not detected by current radiological or pathological staging
methods. DTC detection in the BM at time of diagnosis is known to be associated with poor
outcome. Likewise, intrinsic breast cancer subtypes correlate with differences in clinical
course and prognosis. As a consequence of the prognostic value of both the DTC status and
breast cancer subtype, this study aims to examine possible differences in DTC detection and
its prognostic value within different breast cancer subtypes differentiated by
immunohistochemistry (IHC).

DTC-Detection was performed in 290 Patients using immunofluorescent microscopy and
staining of BM aspirates using the pan-cytokeratin antibody AE1/AE3.

Independence of associations between patient characteristics and DTC status was analyzed
using chi square or fisher’s exact test. Median follow up was 35,9 months. Patients were
grouped into IHC-determined Subtypes Luminal A, Luminal B, human-epidermal-growth-
factor-2 positive (HER2+), and triple negative Subtype (TNBC).

The influence of DTC status on overall survival (OS), breast cancer specific survival
(BCSS), disease-free survival (DFS) and distant disease-free survival (DDFS) was
determined using Kaplan-Meier estimates (log-rank test) and univariable analysis. A
multivariable analysis of survival was performed using a cox proportional hazards model.

DTCs were detected in the BM of 47/238 (19.7 %) of therapy naive patients. DTC detection
was significantly associated with larger tumors (p = 0.026) as well as age (over 60 years old;
p =0.026). DTC-positive luminal A patients had significantly shorter BCSS (log-rank test,
p =0.04), DFS (log-rank Test, p = 0.005) and DDFS (log-rank Test, p =0.006) when
compared to DTC negative luminal A patients. Moreover, patients with TNBC and DTCs in
their BM had significantly worse OS (log-rank Test, p = 0.012) and BCSS (log-rank Test, p
= 0.012). Luminal B patients and HER2+ patients showed no significant differences in
survival between DTC-positive and DTC-negative groups.

While DTC-positivity was significantly associated with an impaired prognosis of luminal A
and TNBC patients with early breast cancer, the present study failed to show independence
of this prognostic marker when other clinicopathological variables were considered. Further
studies and a longer follow up interval are necessary to assess their prognostic value within
breast cancer subtypes.
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Abkiirzungsverzeichnis

BET oo brusterhaltende Therapie
BRCAL. ..o Breast Cancer 1
BRCALZ ... Breast Cancer 2
CK ..o Zytokeratin
CTC ..o zirkulierende Tumorzellen
DICIS......ooooiiaaee e Duktales carcinoma in situ
DTC o disseminierte Tumorzellen
EMT. ..o epithelial-mesenchymale Transition
ER oo Ostrogenrezeptor
HER2. ... human epidermal growth factor receptor 2
HR oo Hormonrezeptor
LIRS ..o immunreaktiver Score
MET ..o mesenchymal-epitheliale Transition
INACT ..o Neoadjuvante Chemotherapie
INST .o invasive Karzinome ohne speziellen Typ
DOR oo pathologische Komplettremission
PR Progesteronrezeptor
R .ot e e e Radiotherapie
SNLB ..ot Sentinellymphknotenbiopsie
SRE ... skelettassoziierte Ereignisse
TINBC....oooooiiieee e triple-negatives Mammakarzinom
UICC ..o Union internationale contre le cancer
UKD ..o Universitdtsklinikum Diisseldorf
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1 Einleitung - Das primére, nicht-metastasierte Mamma-
karzinom der Frau

1.1 Epidemiologie und Risikofaktoren

Das Mammakarzinom ist mit iiber zwei Millionen neuer Félle im Jahr nach dem
Lungenkarzinom die zweithdufigste bosartige Erkrankung weltweit und gleichzeitig die
hiufigste bosartige Todesursache der Frau [1]. In Deutschland gibt es rund 69.000
Neuerkrankungen pro Jahr und das Mammakarzinom ist fiir rund 18.000 Sterbefille jahrlich
verantwortlich. Mit dieser Inzidenz lag es in Deutschland zuletzt vor dem Lungenkarzinom
und war somit die am hiufigsten diagnostizierte bosartige Erkrankung sowie bei Frauen die
haufigste bosartige Todesursache. Die Zahl der Neuerkrankungen ist in Deutschland seit den
1980er Jahren kontinuierlich gestiegen. Nach der Einflihrung des Mammografie-Screenings
im Jahr 2005 stieg die Detektionsrate zunéchst steiler an, seit 2008 sinkt sie jedoch wieder,
was am ehesten das Ende eines Privalenz-Peaks, wie er fiir die Periode nach der Einfiihrung
einer Screening-Untersuchung typisch ist, widerspiegelt. Basierend auf den aktuellen Daten

erkrankt etwa eine von acht Frauen im Laufe ihres Lebens an einem Mammakarzinom.

Die Brustkrebs-Mortalitdt hat sich seit den 1980er Jahren konstant verringert. Wahrend die
relative 5-Jahres-Uberlebensrate fiir Mammakarzinom-Patientinnen damals noch bei ca.
69 % lag, werden derzeit Raten von ca. 88 % erzielt. [2, 3]. Grund hierfiir sind ein
verbessertes Brustkrebs-Screening-Programm sowie Fortschritte in der adjuvanten Therapie
[3-5]. Trotzdem erleiden zwischen 25-309% der Patientinnen trotz erfolgreicher
chirurgischer Sanierung selbst bei negativem Lymphknotenstatus Lokalrezidive oder

Fernmetastasen. [6-8]

Die Risikofaktoren fiir Brustkrebs lassen sich grob in extrinsische und intrinsische Faktoren
unterteilen. Zu den extrinsischen Faktoren zdhlen wu.a. Lebensstilfaktoren wie
Alkoholabusus, Adipositas, korperliche Inaktivitit, sowie hormonelle Risikofaktoren wie
Hormonersatztherapien, Nulliparitdt, spidte Erstschwangerschaft und kurze Stillzeit.
Intrinsische Faktoren sind u.a. Geschlecht, Alter, ein langer hormonell aktiver Zeitraum
(friihe Menarche und spite Menopause), die Dichte des Brustdriisengewebes und eine

positive Familienanamnese [2]. Ca. 5 - 10 % aller Brustkrebsfille basieren auf genetischen



Dispositionen, von denen Mutationen in den Tumorsuppressorgenen BRCA1 und BRCA2
(Breast Cancer 1 bzw. 2) die hiufigste Pradisposition darstellen. Frauen mit BRCA1-
und/oder BRCA2-Mutation haben ein geschitztes Lebenszeitrisiko von 50 -80 % an
Brustkrebs zu erkranken [9, 10].

1.2 Klassifikation und Stadieneinteilung

Die Brust der Frau besteht aus Brustdriisen (Lobulae), die fiir die Milchproduktion zustiandig
sind, und Driisenausfiihrungsgéngen (Ductus), iiber die die Milch zur Brustwarze (Mamille)
transportiert wird, umgeben von Stromagewebe (Fettgewebe, Blut- und Lymphgefilie,
Bindegewebe). Mammakarzinome konnen aus unterschiedlichen Strukturen der Brust

entstehen, wobei die meisten ihren Ursprung im Ductusgewebe haben [11, 12].

Histopathologisch werden Mammakarzinome von der WHO in invasive Karzinome ohne
speziellen Typ (NST, ehemals invasiv-duktale Karzinome), die ca. 75% der
Mammakarzinome ausmachen, sowie invasive Karzinome mit speziellem Typ (u.a. invasiv-
lobuldre Karzinome, tubulire, muzindse, und papilldre Karzinome) unterteilt. Abgegrenzt
zu den invasiven Karzinomen stehen nicht-invasive Vorlauferldsionen (Prikanzerosen), u.a.
das duktale Carcinoma in situ (DCIS) [11, 13]. Die Inzidenzen von Vorlduferlasionen sind
als Ergebnis vermehrter Screeninguntersuchungen iiber die letzten Jahre stark angestiegen

und machen bis zu 20 % der intramammaéren Neoplasien aus [14].

Neben der Histopathologie werden Mammakarzinome anhand der TNM-Klassifikation und
des Gradings eingeteilt. Die von der Union internationale contre le cancer (UICC)
eingefiihrte TNM-Klassifikation beschreibt das anatomische Ausmaf} der Erkrankung. Der
T-Status (tumor) gefolgt von einem Zahlenwert (0-4) beschreibt die Primartumorgrdfie
sowie die Infiltrationstiefe in benachbarte Strukturen, der N-Status (node, Werte von 0-3)
beschreibt das Ausmal} an befallenen Lymphknoten, und der M-Status (metastasis, Werte
von 0-1) gibt Informationen dariiber, ob der Tumor bereits in entfernte Organe gestreut hat
(z.B. Lunge oder Knochen). Gegebenenfalls kann auch das Ausmal3 der peritumoralen
Venen- oder Lymphgeféafinvasion (V-Status und L-Status) bestimmt werden. In den meisten
Féllen gehen hohere Zahlenwerte mit einer schlechteren Prognose einher. Préfixe wie z.B. ¢
(klinisches Stadium), p (pathologisches Stadium) und y (nach neoadjuvanter Therapie, s.u.)

geben ndhere Informationen zum jeweiligen T-, N- oder M-Status [15].



Das Grading (nach Elston und Ellis) bewertet das Aussehen der Tumorzellen im Vergleich
zu normalen Zellen des Ursprungsgewebes und wie hdufig sie sich teilen. Ein niedriges
Grading (low-grade, G1) deutet auf ein langsames Wachstum und eine gute
Zelldifferenzierung hin, ein mittleres Grading (intermediate-grade, G2) auf eine moderate
Zelldifferenzierung und ein hohes Grading (high-grade, G3) auf ein schnelles Wachstum

und eine schlechte Zelldifferenzierung [16].

1.3 Immunhistochemische Subtypisierung

Neben tumoranatomischen sind heutzutage auch tumorbiologische Informationen durch den
Gebrauch von Immunhistochemie (IHC) und Multigentests erfassbar. Hierzu gehoéren u.a.
der Hormonrezeptorstatus fiir Ostrogen und Progesteron, der HER2-Status sowie der Ki67-

Proliferationsindex.

1.3.1 Hormonrezeptorstatus (ER-/PR-Status)

Ostrogen und Progesteron beeinflussen das Wachstum und die Funktion des gesunden
Brustdriisengewebes [17]. Ein GroBteil der Mammakarzinome behélt diese Eigenschaft und
exprimiert an der Zelloberfliche Ostrogenrezeptoren (ER) und/oder Progesteronrezeptoren
(PR), die durch hormonelle Stimulation das Tumorwachstum férdern [18, 19]. Das
Vorhandensein dieser Rezeptoren kann mittels IHC nachgewiesen werden: Mittels
Rezeptor-spezifischer Antikorper und konsekutiver Farbreaktion werden die jeweiligen
Rezeptoren auf der Zelloberflidche sichtbar markiert. Mikroskopisch wird der Prozentsatz
positiver Zellkerne bestimmt. Liegt dieser oberhalb eines Schwellenwertes (ER >1%,
niedrig-positiv bei > 1 bis 9 %; PR > 10 %), wird der Tumor als ER-/PR-positiv eingestuft.
Zusammenfassend spricht man auch vom Hormonrezeptorstatus (HR) der Tumoren.
Zusiatzlich konnen die Farbeintensitdt und der 12-stufige immunreaktive Score (IRS) nach
Remmele und Stegner angegeben werden [20, 21]. Etwa 75% der Mammakarzinome sind
ER- oder PR-positiv [22]. Diese Tumore konnen mit einer adjuvanten endokrinen Therapie

mittels Antiostrogenen oder Aromataseinhibitoren (sieche Kapitel 1.4) behandelt werden.



1.3.2 HER2-Status

Der human epidermal growth factor receptor 2 (HER2; auch HER2/neu oder ERBB2) ist
ein Rezeptor fiir Wachstumsfaktoren auf epidermalen Zellen, wie sie auch im
Brustdriisengewebe vorkommen. Eine Aktivierung stimuliert die Zellvermehrung und
hemmt gleichzeitig den programmierten Zelltod (Apoptose) [23]. In bis zu 20% der
Mammakarzinome findet sich eine Alteration auf dem Gen des Rezeptors, sodass es zu einer
Uberexpression auf der Tumoroberfliche kommt und seine Wirkung vervielfacht wird [24,
25]. Die Zellen werden dadurch stirker zur unkontrollierten Vermehrung angeregt. Dies
wird mit einer erhohten Invasivitit und Metastasierungstendenz und somit mit einer

schlechteren Prognose in Verbindung gebracht [26].

Ob eine HER2-Uberexpression vorliegt, kann ebenfalls mittels IHC-Methode ermittelt
werden. Hierzu wird ein vierstufiger Score ermittelt, der sich nach der
immunhistochemischen Farbeintensitit im histologischen Priparat richtet. Ein Score von 0
und/oder 1+ zeigt einen negativen HER2-Rezeptorstatus an, ein Score von 3+ einen HER2-
positiven Status des Tumorgewebes. Gewebe mit einem Score von 2+ wird der Testung
mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) zugefiihrt, um die Positivitét des Scores
zu Uberpriifen. Hierbei wird stellvertretend fiir die Rezeptoriiberexpression die
Amplifikation des HER2-Gens gemessen. Eine HER2-Uberexpression bietet einen weiteren
therapeutischen Angriffspunkt: Mittels rezeptorspezifischer Antikorper (z.B. Trastuzumab,
Pertuzumab) oder Inhibitoren (z.B. Lapatinib oder Neratinib) wird der Rezeptor blockiert
und das wachstumsférdernde Signal bleibt aus (siehe Kapitel 1.4) [26].

1.3.3 Ki-67-Proliferationsindex

Das Protein Ki-67 wird vermehrt wéihrend der Teilungsphasen von Zellen exprimiert und
stellt in Tumorzelluntersuchungen deshalb einen guten, immunhistochemisch bestimmbaren
Marker fiir die Proliferationsrate der Tumorzellen dar [27]. Der Zusammenhang zwischen
dem Vorhandensein von Ki-67 und der Prognose des Mammakarzinoms wurde umfassend
untersucht und bestétigt. So zeigten mehrere Meta-Analysen, dass Tumoren mit hoher Ki-
67-Positivitit signifikant hohere Rezidivraten sowie ein schlechteres Gesamtiiberleben
haben, als Tumore mit niedriger Ki-67-Positivitdt [28, 29]. Angegeben wird der Index als
Prozentsatz der positiven Zellen in der untersuchten Zellpopulation. International
aufgestellte Richtlinien zur Bestimmung werden aktuell etabliert und validiert, es existiert

jedoch noch kein validierter Schwellenwert fiir eine Klassifizierung in einen niedrigen bzw.
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hohen Proliferationsindex. Fiir Therapieentscheidungen sollte der Index deswegen
insbesondere bei sehr niedrigen (<10%) oder sehr hohen Werten (>30%) hinzugezogen

werden [30, 31].

1.3.4 Molekulare und immunhistochemische Subtypen

Ausgedehnte Analysen von Genexpressionsprofilen deckten vier kohédrente Gruppen an
Karzinomen auf, die signifikante Unterschiede in ihrem Therapieansprechen und ihrem
klinischen Verlauf aufweisen (Luminal A, Luminal B, HER2-positiv, Basal-dhnlich) [32-
36]. Der Luminal A-Subtyp ist der hidufigste Subtyp (ca. 40 %) und zeichnet sich durch eine
hohe Genexpression im ER-assoziierten Gencluster sowie eine niedrige Expression in den
Clustern HER2-assoziierter und proliferationsassoziierter Gene aus. Er geht allgemein mit
der besten Prognose unter allen Subtypen einher. Der Luminal B-Subtyp (ca. 20 %)
exprimiert ER-assoziierte Gene in geringerem Ausmal, Gene aus dem HER2-Gencluster in
variablem AusmalBl und in hohem Ausmal} proliferationsassoziierte Gene. Im HER2-
Uberexpression-Subtyp (ca. 10-15 %) findet sich eine hohe HER2-Genexpression bei
fehlender Expression ER-assoziierter und basaler Gencluster. Luminal B-Tumore und
HER2-iiberexprimierende Tumore haben eine schlechtere Prognose als der Luminal A-
Subtyp [34, 35, 37, 38]. Basal-dhnliche Tumoren (ca. 10-25 %) zeichnen sich neben
Expression eines basalen Genclusters durch fehlende ER-, PR- und HER2-Expression aus
und werden deswegen als ,triple-negative” Karzinome (TNBC, triple negative breast
cancer) bezeichnet. Aufgrund des aggressiveren Verhaltens und der fehlenden Rezeptoren
fiir spezifische Therapien haben sie unter allen Subtypen innerhalb der ersten fiinf Jahre die
schlechteste Prognose [34, 37, 39]. Aus Griinden der Praktikabilitét (Kosten und begrenzte
Verfiigbarkeit der hierfiir notwendigen Genexpressionstests) werden die molekularen
Subtypen - unter Verwendung immunhistochemisch erfassbarer Merkmalen als
Surrogatmarker - fiir den klinischen Gebrauch in immunhistochemische Subtypen (IHC)
eingeteilt (siehe Tabelle 1) Allerdings ist zu beachten, dass die IHC-Subtypen nicht in allen
Féllen deckungsgleich mit den wahren molekularen Subtypen sind [35, 40, 41]. Der
Gebrauch der IHC-Subtypen wurde vom Expertenpanel der St. Gallen Konsensuskonferenz

als Anhaltspunkt fiir Therapieentscheidungen empfohlen [42].
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Tabelle 1: Molekulare Subtypen des Mammakarzinoms mit klinisch-pathologischer Definition (nach

[42])

Molekularer Subtyp Klinisch-pathologische Definition nach IHC
Luminal A “Luminal A”
ER und/oder PR positiv

HER2-negativ
Ki-67 niedrig

Luminal B “Luminal B (HER2-negativ)” “Luminal B (HER2-positiv)”
ER und/oder PR positiv ER und/oder PR positiv
HER2-negativ HER?2 iiberexprimiert / amplifiziert
Ki-67 hoch jedes Ki-67

HER2-Uberexpression »HER2-positiv*
ER und PR negativ
HER? iiberexprimiert / amplifiziert

Basal-dhnlich wtriple-negativ
ER und PR negativ

HER2-negativ

IHC Immunhistochemie, ER Ostrogenrezeptor, PR Progesteronrezeptor, HER2 human epidermal growth factor
receptor 2,

Wihrend der Rezeptorstatus von Mammakarzinomen mittels Immunhistochemie einfach
und reproduzierbar erfasst werden kann, so ist bisher kein eindeutiger Schwellenwert fiir die
Diskriminierung zwischen einem niedrigen und einem hohen Ki-67-Proliferationsindex fiir
die Klassifizierung in Luminal A- bzw. Luminal B-Tumore definiert. Auf der internationalen
St.-Gallen-Konsensus-Konferenz 2013 wurde ein Schwellenwert von 20 % empfohlen und
2015 akzeptierte die Mehrzahl des Expertenpanels einen Schwellenwert zwischen 20 % und
29 % um zwischen niedrigrisiko Luminal A- und hochrisiko Luminal B-Tumoren (HER2-
negativ) zu diskriminieren und den Nutzen einer Chemotherapie zu diskutieren [30, 43]. Die
AGO Kommission Mamma rit in diesem Rahmen dazu, laborinterne Standards und
Schwellenwerte zu etablieren [21]. Luminal A-Tumore sprechen aufgrund verminderter
Proliferationsaktivitdt schlechter auf die verfiigbaren Chemotherapien an [5, 44], sodass in
der Regel eine alleinige endokrine Therapie eingeleitet wird. Fiir die anderen Subtypen sollte
der Nutzen einer Chemotherapie immer diskutiert werden, bei HER2-positiven Tumoren

unter Hinzunahme einer Anti-HER2-Therapie [45].

1.4 Therapieméglichkeiten

Die Therapie aller Mammakarzinome stiitzt sich auf die drei Therapiesdulen Operation,

Bestrahlung und Systemtherapie:
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Die Basis der Therapie fiir alle nicht-fortgeschrittenen Mammakarzinome ist die
Tumorresektion in sano (tumorfreie Resektionsrdnder, RO-Resektion) [45]. Hierbei hat sich
die brusterhaltende Tumorresektion (BET) mit nachfolgender Radiotherapie (RT)
gegeniiber der vollstindigen Brustentfernung (Mastektomie) beziiglich des Uberlebens als
gleichwertig erwiesen [46], sodass ein brusterhaltendes Vorgehen heutzutage vorzugsweise
angestrebt wird. Im Rahmen der Operation des Primdrtumors erfolgt auch das axillare
Staging:  Bei  klinisch  unauffilligem  axillirem  Befund (cNO)  mittels
Sentinellymphknotenbiopsie (SNLB), bei klinisch und/oder sonografisch auffalligen
Lymphknoten (cN1) mittels ultraschallgesteuerter Biopsie. Bei  histologisch
nachgewiesenem Tumorbefall der Axilla kann eine operative Entfernung der axillaren

Lymphknoten (Axilladissektion) notwendig sein [45].

Mithilfe einer intraoperativen Radiotherapie des Tumorbetts (IORT) sowie -einer
postoperativen Radiotherapie des Restgewebes und evtl. befallener Lymphknoten wird eine
bestmogliche lokale Tumorkontrolle angestrebt. Die Effektivitit der postoperativen
Bestrahlung ist mit hdochster Evidenz durch zahlreiche randomisierte Studien und
Metaanalysen belegt und es bleibt die wichtigste MaBnahme, um das Risiko fiir ein
intramammares Rezidiv zu verringern [7, 47]. Heutzutage werden bis zu 8 von 10 moglichen

Rezidiven durch die Radiotherapie verhindert [48-50].

Chemotherapie

Die Wirkung von Chemotherapeutika basiert auf dem Prinzip der direkten oder indirekten
Schiadigung der DNA oder des Zellteilungsapparates, die zu einer Reduktion aller schnell
proliferierenden Zellen fiihrt [51]. Aktuell sollte eine (neo)adjuvante Chemotherapie bei
Mammakarzinom ein Anthracyclin und ein Taxan (z.B. Epirubicin plus Paclitaxel)
enthalten. Auch Platinderivate (z.B. Carboplatin) und Alkylantien (Cyclophosphamid)
finden je nach Indikation Anwendung [45]. Eine Chemotherapie kann die 10-Jahres-
Mortalitdt bei bestimmten Risikogruppen, verglichen mit einem Verzicht, um circa ein

Drittel senken [5].

Endokrine Therapie

Eine endokrine bzw. antihormonelle Therapie ist bei ER- und/oder PR-positiven Tumoren
indiziert. Selektive Ostrogen-Rezeptor-Modulatoren (z.B. Tamoxifen) blockieren den

Ostrogenrezeptor in der Brust und hemmen das Tumorwachstum. Aromatasehemmer senken
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die korpereigenen Ostrogenspiegel durch Hemmung der enzymatischen Synthese aus
Androgenen und entziehen damit dem Tumor einen Wachstumsreiz. Allerdings wirken sie
nicht auf die ovarielle Ostrogenproduktion [52-54]. Aus diesem Grund kommen sie nur bei
Frauen nach der Menopause (oder nach operativer Entfernung bzw. bei medikamentoser
Blockade der Eierstocke) zum Einsatz. Die Durchfiihrung einer adjuvanten endokrinen
Therapie kann bei Patientinnen mit hormonrezeptorpositiven Karzinomen signifikant die
Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs relativ um ca. 40% und die eines Versterbens relativ um

ca. 30% reduzieren [8, 55].

Zielgerichtete Therapien (,.Targeted Therapies‘)

Sogenannte Targeted Therapies umfassen Medikamente, die gezielt biologische
Eigenschaften der Tumorzellen nutzen. Trastuzumab und Pertuzumab sind monoklonale
Antikorper, die an unterschiedliche extrazellulire Doménen des HER2-Rezeptors binden,
hierdurch die Rezeptor-vermittelte Proliferation der Tumorzelle verhindern und schlieBlich
eine Antikorper-vermittelte zytotoxische Immunantwort auslésen kdnnen [56, 57]. Bei
HER2-iiberexprimierenden Tumoren wird Trastuzumab parallel zur Chemotherapie
begonnen und iiber eine Behandlungsdauer von einem Jahr verabreicht. Bei high-risk HER2-
positiven Karzinomen (nodalpositiv, Tumorgrofe >2cm) soll eine duale Therapie mit
Trastuzumab und Pertuzumab erfolgen [45, 58, 59]. Dariiber hinaus existiert mit T-DM1 ein
Antikorper-Wirkstoff-Konjugat bestehend aus Trastuzumab und Emtansine, einem
Mitosehemmstoff, der nach HER2-Rezeptor-vermittelter Internalisierung seine zytotoxische
Wirkung spezifisch in den Tumorzellen entfalten kann [60]. Er wird bei residualer
Tumormasse in der post-neoadjuvanten Situation empfohlen und kann hier im Vergleich zu
alleiniger Trastuzumab-Therapie das Rezidivrisiko um ca. 50 % senken [21, 61]. Dariiber
hinaus hat eine Therapie mit Immuncheckinhibitoren einen wichtigen Stellenwert in der
Behandlung vom TNBC, sowohl in der kurativen als auch in der metastasierten Situation. In
der metastasierten Situation kommen aulerdem der Tyrosinkinase-Inhibitor Lapatinib oder
Antikorper-Drug-Konjugate Trastuzumab-Deruxtecan oder Sacituzumab-Govitecan bzw.

der VEGF-Antikorper Bevacizumab zum Einsatz [21, 62, 63].

Bisphosphonattherapie

Bei metastasierten Karzinomen konnen skelettbezogene Ereignisse (SRE, skeletal related
events) als Folge von Knochenmetastasen auftreten. Hierzu gehoren pathologische

Frakturen, Spinalkanalstenosen, Hyperkalzdmien und Knochenschmerzen. Bisphosphonate
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und der RANK-Ligand-Inhibitor Denosumab hemmen iiber unterschiedliche Mechanismen
die Aktivitdit von Osteoklasten und werden primir zur Osteoporosebehandlung
postmenopausaler Frauen angewendet [64, 65]. Bei Mammakarzinompatientinnen kénnen
sie einen therapiebedingten Knochendichteverlust (Hormonentzug durch endokrine
Therapien, zytotoxische Therapien) verringern und das Auftreten von SREs verhindern oder
verzogern [66-69]. Dariliber hinaus kénnen Bisphosphonate in der nicht-metastasierten
Situation bei postmenopausalen Frauen die (Fern-)Rezidivrate, das Auftreten von

Knochenmetastasen und die Mortalitétsrate signifikant senken [67, 70].

Neoadjuvante Therapiemoglichkeiten

Hatte die neoadjuvante Chemo- bzw. Systemtherapie (NACT) einst ihren Stellenwert
hauptsdchlich in der Reduktion der Tumormasse fortgeschrittener Karzinome, um
Operabilitdt zu ermdglichen, so hat sie heutzutage insbesondere bei der Beurteilung des
Therapieansprechens an Bedeutung gewonnen. Wiahrend bzw. nach der NACT kann das
Ansprechen des Tumors auf die gewiahlte Therapie beurteilt werden. Dariiber hinaus fiihrt
sie auch bei primédr operablen Tumoren zu einer Erhdhung der Rate moglicher
brusterhaltender Therapien gegeniiber Mastektomien [71-73]. Gegeniiber einer adjuvanten
Chemotherapie wird sie, bezogen auf die (Brustkrebs-) Mortalitdt und das Risiko einer
Metastasierung, als gleichwertig angesehen. NACT war mit einer hoheren Rate an
Lokalrezidiven assoziiert, was der hoheren Rate an BETs attribuiert wird [73]. Ist nach
bioptischer Sicherung, pathologischer Risikostratifizierung, und Staging des Karzinoms eine
Chemotherapie indiziert, so soll diese mittlerweile standardméBig als neoadjuvante Therapie

durchgefiihrt werden [45].

Um das Ansprechen des Tumors semiquantitativ zu messen wird der Regressionsgrad nach
Sinn et al. (siche Tabelle 2) bestimmt [74]. Lésst sich posttherapeutisch sowohl bei der
Entfernung des Brustgewebes als auch in den Lymphknoten keine Resttumormasse mehr
nachweisen, so spricht man von einer pathologischen Komplettremission (pCR).
Insbesondere bei TNBC und HER2-positiven/hormonrezeptornegativen Subtypen geht eine
pCR mit einer gilinstigeren Prognose einher [75-78]. Bei Ausbleiben einer pCR bestehen

nach Entfernung des Resttumors postneoadjuvante Therapiemdglichkeiten (s.0.).
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Tabelle 2: Klassifikation zur semiquantitativen pathologischen Beurteilung der regressiven
Verinderungen nach neoadjuvanter Chemotherapie nach Sinn et al. (nach [74])

Regressionsgrad | Definition

0 kein Effekt

1 vermehrte Tumorsklerose mit herdférmiger resorptiver Entziindung und/oder
deutlich zytopathische Effekte

2 weitgehende Tumorsklerose mit nur fokal noch nachzuweisendem, evtl. auch
multifokalem minimalem invasivem Resttumor (<= 0,5cm), hdufig ausgedehnte
intraduktale Tumorausbreitung

3 kein invasiver Resttumor

4 kein Resttumor

1.5 Prognosefaktoren

Die Verabreichung adjuvanter Therapien hat die Brustkrebsmortalitét in der westlichen Welt
deutlich reduzieren kdnnen [3-5]. Dennoch erhalten viele Patientinnen nicht das addquate
TherapiemaB8 und es kommt sowohl zur Ubertherapie (wenn eine lokale Therapie zur
Behandlung ausgereicht hétte) als auch zur Untertherapie (Ausbleiben einer Behandlung

oder Behandlung mit Substanzen, die letztendlich keine Wirkung auf den Tumor ausiiben).

Wichtig bei der Entscheidung iiber das MaBl des Therapieregimes sind diagnostisch
erfassbare Faktoren, die eine Aussage iiber die Prognose bzw. das Risiko eines Rezidivs
ermoglichen. Per Definition erlaubt ein Prognosefaktor bereits zum Zeitpunkt der Diagnose
Informationen tiiber das klinische Ergebnis, unabhdngig von der Therapie, vorherzusagen.
Hierbei handelt es sich um anatomische und biologische Charakteristika, die sich als
Indikatoren fiir das Wachstum, die Invasivitit oder das Potential zur Metastasenbildung
eines Tumors erwiesen haben, und somit fiir das Uberleben entscheidend sind [79]. Dariiber
hinaus sollte ein Prognosefaktor mdglichst einfach und sensitiv erfassbar und reproduzierbar

sein.

1.5.1 Die Heterogenitdt des Mammakarzinoms

Wihrend tumoranatomische Informationen weiterhin einen wichtigen prognostischen
Faktor darstellen, bietet der enorm wachsende Wissensstand iiber die Tumorbiologie neue
Prognosefaktoren, die die tumoranatomischen Informationen komplementieren oder

fallabhéngig sogar eine iibergeordnete Rolle einnehmen kdnnen. So hat die UICC ihre initial
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nur an der TNM-Klassifikation orientierte prognostische Stadieneinteilung fiir das
Mammakarzinom im Jahr 2018 um tumorbiologische Faktoren wie das Grading, den

PR-/ER-Status und den HER2-Status erweitert [80].

Aufgrund der Heterogenitét des priméren, nicht metastasierten Mammakarzinoms werden
selektive prognostische Faktoren eingesetzt, um Erkrankte mit einem erhohten Risiko fiir
Rezidive zu identifizieren und sie einer geeigneten adjuvanten Therapie zuzufiihren.
Dartiber hinaus steigt ebenfalls das Interesse an pradiktiven Faktoren, durch deren Einsatz
sich das voraussichtliche Ansprechen auf eine bestimmte Therapie vorhersagen Iésst.
Sowohl prognostische als auch pradiktive Faktoren helfen im Rahmen der personalisierten
Medizin, die therapieassoziierte Morbiditdt zu verringern und die 6konomische Belastung

7Zu minimieren.

1.5.2 Etablierte prognostische und prédiktive Faktoren

Die aktuelle S3-Leitlinie Mammakarzinom der Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen
Medizinischen Fachgesellschaften e.V. (AWMF) empfiehlt folgende Faktoren zur
Prognoseabschétzung beim frithen Mammakarzinom zu erheben: pTNM-Klassifikation,
Resektionsrandstatus, histologischer Typ, Grading nach Elston und Ellis, peritumorale
LymphgefiBinvasion, Alter und BMI. Bei HR-positiven, HER2-negativen Tumoren kann
der Ki-67-Proliferationsindex bestimmt werden, um die Prognose abzuschitzen und die
Entscheidung fiir oder gegen eine Chemotherapie zu treffen. Ist eine Aussage zur Prognose
anhand dieser Faktoren nicht addquat moglich, so kann ein standardisierter, validierter
Multigenexpressionstest hinzugezogen werden (z.B. Oncotype DX®, Endopredict, PAM50,
Mammaprint®) [45]. Diese testen die Expression verschiedener prognostischer Genprofile,
die mit einem erhohten Rezidivrisiko assoziiert sind, und erlauben eine Identifizierung von
HR-positiven, HER2-negativen, nodal-negativen Patientinnen, die zusdtzlich zur
antihormonellen Therapie von einer Chemotherapie profitieren wiirden. Entsprechende
Studien konnten ihren prognostischen Nutzen auch bei Patientinnen mit 1 - 3 positiven
Lymphknoten bestétigen, sodass ihr Einsatz unter Beriicksichtigung der genannten
pathologischen und tumorbiologischen Kriterien auch bei nodal-positiven Patientinnen (N1)

empfohlen wird [21, 81, 82].
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Derzeit erhobene préidiktive Marker fiir ein Therapieansprechen beinhalten den
Hormonrezeptorstatus fiir eine endokrine Therapie, den Menopausenstatus fiir die Wahl der
endokrinen Therapie, und den HER2-Status fiir eine Anti-HER2-Therapie. Um die
Wahrscheinlichkeit einer pCR unter neoadjuvanter Therapie abzuschétzen, werden Alter
(pCR héufiger in jungem Alter), cT- und cN-Status (pCR héufiger bei cT1-2 oder NO), der
IHC-Subtyp (pCR héaufiger bei TNBC / HER2-positiven / HR-negativen Subtypen),
Tumorhistologie (pCR seltener bei invasiv-lobuldrem Typ) und das Grading (pCR haufiger
bei G3) erhoben [45].

Der Bedarf nach zusidtzlichen prognostischen und préadiktiven Faktoren fiihrte zur
Entdeckung einer Vielzahl von potentiell niitzlichen Markern, die gegenwartig weiteren
Validierungen unterzogen werden. Hierzu gehdren weitere Multigentests, die
Invasionsfaktoren uPA/PAI-1, sowie die Marker fiir die minimale Tumorresterkrankung —

zirkulierende und disseminierte Tumorzellen.

1.6 Die Tumorzelldissemination

1.6.1 Die minimale Tumorresterkrankung

Das primére, nicht-metastasierte Mammakarzinom kann sich auch Jahre nach einer
erfolgreichen Therapie des Primértumors erneut als Lokalrezidiv oder als Fernmetastase
manifestieren [6-8]. Als Ursache hierfiir gelten bereits im Friihstadium gestreute
Tumorzellen, die liber lange Latenzzeiten im Kdorper verweilen. Dabei handelt es sich um
Tumorzellen, die im Blutkreislauf und Lymphsystem zirkulieren, gestreute Tumorzellen in
verschiedenen Organen und Geweben, oder Tumorzellen, die eine Therapieresistenz
aufweisen (lokal oder gestreut). Die Gesamtheit dieser Tumorzellen wird minimale
Tumorresterkrankung (MRD, minimal residual disease) genannt. Es wird angenommen,
dass diese den Ausgangpunkt fiir eine spatere Metastasierung darstellt [83, 84]. Gleichzeitig
sind circa 76 % der Brustkrebstodesfille der progressiven Metastasierung in andere Organe
und nicht dem Primdrtumor in der Brust geschuldet [85], weshalb das Verstehen der MRD

von hohem klinischen Interesse ist.

1.6.2 Der Prozess der Tumorzelldissemination und Metastasierung

Die hamatogene Streuung von Tumorzellen solider Tumore (sog. Tumorzelldissemination)

ist ein bekanntes Phinomen, das bereits im 19. Jahrhundert von Thomas Ashworth und
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Stephen Paget untersucht wurde [86, 87]. Grundlegend erfolgt sie durch das Ablosen
einzelner Tumorzellen aus dem Primédrtumor, gefolgt vom Eindringen in die Blut- oder
Lymphgefie (Intravasation), der Zirkulation im Blutkreislauf, dem Austreten in die
entfernten Zielgewebe (Extravasation) und die dortige Ansiedlung der Tumorzellen. Sie
findet kontinuierlich statt, ist jedoch hoch-ineffizient, da der GroBteil der Tumorzellen durch
verschiedene Mechanismen eliminiert wird, bevor sie zu Metastasen proliferieren konnen

(metastatic inefficiency) [88-90].

Aus ihrem Zellverband herausgeloste epitheliale Zellen durchlaufen normalerweise einen
programmierten Zelltod durch Verlust des Zell-Matrix-Kontaktes (Anoikis) oder des
Zytoskeletts (Amorphosis) [91]. Um sich erfolgreich aus dem Primértumor herauslésen zu
konnen, geben Tumorzellen deshalb einige ihrer epithelialen Merkmale zugunsten eines
mesenchymalen Zelltyps ab, der eine hohere Zellmotilitdt, verbesserte migratorische
Féahigkeiten und eine hohere Proliferationsrate aufweist als epitheliale Zellen. Hierzu
gehoren zum Beispiel der Verlust der Zellpolaritit und zelluldrer Adhésionsmolekiile (E-
Cadherin, 1-Claudine). Die Regulation der Exprimierung von Zytokeratinen (CK) nimmt
eine weitere wichtige Rolle ein. Demgegeniiber fiihrt die vermehrte Exprimierung
mesenchymaler Proteine wie Vimentin und smooth muscle actine zu erhohter Zellmotilitét
und einem flexibleren Zytoskelett. Durch diesen Prozess, der als epithelial-mesenchymale
Transition (EMT) bekannt ist, erlangt die Tumorzelle die Fahigkeit, ins umliegende
Stromagewebe des Tumors zu migrieren [92-94]. Von hier aus konnen die Zellen
Endothelwinde von Blut- oder Lymphgefden des Tumors penetrieren und in den
Blutkreislauf eintreten (Intravasation) [95, 96]. Im Blutkreislauf angekommen bezeichnet
man sie als ,,zirkulierende Tumorzellen* (CTC). Ein GroBteil der CTC wird durch die im
Gefdlisystem vorherrschenden himodynamischen Scherkréfte eliminiert. AuBBerdem kénnen
sie durch Makrophagen oder NK-Zellen des Immunsystems erkannt werden, die eine
Apoptose der CTC einleiten [97-99]. Tumorzellen, die im Lymphstrom zirkulieren, konnen
in den drainierenden Lymphknoten sistieren und hier zu Metastasen heranwachsen. Die im
Blutstrom zirkulierenden Tumorzellen werden durch die Kapillaren innerhalb der Organe
oder des Knochenmarks physisch gebremst. Der vom Tumor ausgehende Blutfluss
bestimmt, welches Organ die Zellen zuerst erreichen. Dort fiihrt der GroBenunterschied
zwischen  Tumorzellen und Kapillaren zusammen mit der  niedrigeren
Blutflussgeschwindigkeit zum effizienten Halt der meisten CTCs im ersten Kapillarbett,
welches sie erreichen. Hier lagern die Zellen sich an das Endothel der GefdBwand an und

konnen von hier aus in das Zielgewebe migrieren (Extravasation) [100]. Nach Extravasation
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und Arrest im Zielgewebe (secondary sites) werden die Zellen als ,,disseminierte

Tumorzellen* (DTC) bezeichnet.

Im Zielgewebe konnen DTCs in eine Art Ruhezustand eintreten (fumor dormancy), welcher
fiir die beim Mammakarzinom beobachteten sehr langen Latenzzeiten von bis zu 20 - 30
Jahren bis zu einem Rezidiv verantwortlich sein kann. Insbesondere der ER-Status scheint
mit einer ldngeren Latenzzeit zu korrelieren, da ER-negative Tumore haufiger innerhalb der
ersten 5 Jahre rezidivieren, wohingegen ER-positive Tumore eher nach 10 und mehr Jahren
rezidiveren konnen [8]. Die zwei gegenwartigen Erklarungsansitze beschreiben tumor
dormancy zum einen bedingt durch ein Verharren einzelner Tumorzellen in einem nicht-
proliferativen Zustand, der durch intrinsische Signale oder eine Unterdriickung durch die
zelluldare Umgebung aufrechterhalten wird (single cell dormancy), und zum anderen bedingt
durch ein konstantes Gleichgewicht zwischen aktiver Proliferation und aktiver Apoptose in
mikrometastatischen Zellformationen (micrometastatic dormancy) [101-104]. Besonders
die single cell dormancy konnte erkldren, dass einzelne Zellen eine Chemotherapie, die sich-
aktiv-teilende Zellen als Ziel hat, iiberdauern konnten [105]. Auch wurde beobachtet, dass
einzelne Tumorzellen stammzell-dhnliche Merkmale aufweisen, die im Verdacht stehen,

deren Chemoresistenz zu erhéhen [106, 107].

Um nach Arrest im Zielgewebe oder nach Uberdauern im Ruhezustand in einem neuen,
stabilen Zellverband proliferieren zu konnen, miissen die DTCs wieder Merkmale
epithelialer Zellen ausbilden (Prozess der mesenchymal-epithelialen Transition, MET). Die
DTCs initiieren ein weiteres Wachstum und bilden zuerst eine pri-angiogene
Mikrometastase aus. Das Wachstum muss durch das Einwachsen neuer Blutgefilie
aufrechterhalten werden (Neoangiogenese), um eine makroskopische Metastase zu bilden
(siche Abbildung 1). Das Wachstumspotential der DTCs wird durch ihre molekulare
Interaktion mit der zelluliren Umgebung des Zielgewebes bestimmt. Dies erklirt u.a. die
organspezifischen Metastasierungsmuster mancher Tumoren (organotrope Metastasierung).
So metastasieren Mammakarzinome bevorzugt in den Knochen oder die Lunge. Dieses
Phanomen, wurde von Paget als ,,seed and soil “ Hypothese beschrieben [86, 100]. Heutige
Untersuchungen legen nahe, dass das fernliegende Gewebe bei der Einnistung der
Tumorzellen nicht nur eine passive Rolle einnimmt. Der Primartumor beeinflusst durch die
Ausschiittung spezifischer chemoaktiver Faktoren ins Blut fernliegendes Gewebe und bildet
eine sogenannte prametastatische Nische (premetastatic niche) aus, die das Einwandern von

Tumorzellen und die Proliferation zu Metastasen begiinstigen kann [108].
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Abbildung 1: Die metastatische Kaskade. Himatogene Metastasierung entsteht durch die Abfolge
mehrerer Schritte, in denen die Dissemination maligner Zellen vom Primiirtumor bis in entfernte
Gewebe und Organe begiinstigt wird. Jeder Schritt wird durch die Neuaneignung zellulérer Funktionen
eingeleitet (schwarze Pfeile). Disseminierte Tumorzelle in Rot. EMT Epithelial-mesenchymale
Transition, MET Mesenchymal-epitheliale Transition. Modifiziert nach [109].

Gegenwirtig wird untersucht, wann genau der Prozess der Tumorzelldissemination
stattfindet. Hierzu gibt es zwei Erklarungsansitze: Das Modell der linearen Progression geht
davon aus, dass einzelne Tumorzellen bereits innerhalb des Primértumors den genetischen
Verianderungsprozess durchlaufen, um metastatisches Potential zu entwickeln. Erst im
fortgeschrittenen Krankheitsverlauf streuen sie hdmatogen, um ektop zu Metastasen zu
proliferieren. Dagegen verortet das Modell der parallelen Progression den Streuungsprozess
im friihen Stadium der Erkrankung: Einzelne Tumorzellen 16sen sich bereits dann aus dem
Zellverband des Primértumors und nisten sich durch hdmatogene Streuung in ektopischen
Zellumgebungen des Korpers ein. Hier durchlaufen sie weitere somatische Progression und

entwickeln ihr metastatisches Potential unabhédngig vom Primértumor [110].

Begriffliche Abgrenzung zu Mikrometastasen

In der aktuell herkdmmlichen Diagnostik wiahrend des Tumorstagings werden DTCs im
Knochenmark und anderen Geweben sowie CTCs im Blut nicht routineméfig erfasst. Thr
Nachweis ist erst seit Einfithrung entsprechender immunhisto- bzw. immunzytochemischer
und molekularbiologischer Verfahren moglich. Es handelt sich um einzelne Tumorzellen
oder Tumorzellcluster mit einer Grofle von max. 0,2 mm ohne stattgefundene Proliferation
oder Stromareaktion. Von einer Mikrometastase, die sich durch stattgefundene

extravaskuldre Proliferation mit bereits sichtbarer Stromareaktion auszeichnet, sind DTCs
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und CTCs deswegen klar abzugrenzen. Mit einer Grofle zwischen 0,2 und 2 mm werden
Mikrometastasen durch eine histologische Untersuchung nachgewiesen und im

Tumorstaging regelhaft erfasst [111].

1.6.3 Prognostische Relevanz disseminierter Tumorzellen

Trotz Fortschritten in sowohl der molekularen Klassifikation als auch in der adjuvanten
Therapie des primidren Mammakarzinoms [5, 33, 42] erleiden Untergruppen von
Patientinnen Lokal- oder Fernrezidive. Neue Surrogatmarker fiir die Erfassung der
minimalen Tumorresterkrankung wihrend oder nach der adjuvanten Therapie konnen zu
einer weiteren Behandlungsoptimierung beitragen. Das Knochenmark stellt die haufigste
Metastasierungslokalisation beim Mammakarzinom dar und reprisentiert ein Organ, in dem
das Uberdauern von DTCs in metastatischen Nischen ermdglicht wird [108].
Dementsprechend konnen iiber die Suche nach DTCs im Knochenmark Patientinnen mit
einem erhohten Risiko fiir eine zukiinftige Metastasierung identifiziert werden. Dass nicht
alle DTCs im Knochenmark zu Metastasen proliferieren konnen, spiegelt sich auch in der
Beobachtung wider, dass viele Patientinnen trotz DTC-Nachweis im Knochenmark im
klinischen Verlauf keine Metastasen entwickeln [112]. Dies ist auf die sog. Ineffizienz des
Metastasierungsprozesses (metastatic inefficiency) zuriickzufithren (Eradizierung durch das
Immunsystem, Apoptose, tumor dormancy) [103]. Dennoch korreliert bei einem
substantiellen Teil der DTC-positiven Patientinnen ihr DTC-Status mit einem Fernrezidiv
ihrer Erkrankung, und jiingere Untersuchungen gehen davon aus, dass ca. 80 % der

Metastasen aus frith disseminierten Tumorzellen entstehen [83].

In bisherigen Untersuchungen zu DTCs lieBBen sich bei 20 — 40 % der nicht metastasierten
Mammakarzinompatientinnen DTCs im Knochenmark nachweisen [113-117]. Nach
diversen unizentrischen Studien [113, 114, 117-119] lieB sich die prognostische Relevanz
der DTCs beim priméren, nicht-metastasierten Mammakarzinom 2005 in einer gepoolten
Metaanalyse von Braun et. al. mit hoher Evidenz bestitigen (Evidenzlevel 1a) [112].

Seitdem wurde die Annahme auch in weiteren unabhingigen Studien belegt [115, 120, 121].

Obwohl adjuvante bzw. neoadjuvante Systemtherapien als Ziel die Eradizierung dieser
Zellen verfolgen, konnen auch nach abgeschlossener Systemtherapie noch DTCs im
Knochenmark auffindbar sein [122]. Der Nachweis von persistierenden DTCs nach
Systemtherapie stellt ebenfalls einen Indikator fiir eine schlechtere Prognose dar [122-126].

Demnach besteht ebenfalls groBes Interesse an der Erforschung DTC-abhingiger
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Sekundirtherapieansitze zur Eradizierung der MRD. In Ubereinstimmung damit, dass eine
Bisphosphonattherapie das metastasenfreie Uberleben postmenopausaler
Mammakarzinompatientinnen verbessern kann, legen gegenwirtige Hypothesen nahe, dass

dies durch eine Eradizierung der DTCs bedingt sein konnte. [115, 127-130].

Die bisherigen Untersuchungen nehmen immunhistochemische Merkmale des Primartumors
in Verbindung mit dem metastatischen Potential von DTCs nicht ausreichend in Betracht.
Deshalb ist eine differenzierte Betrachtung der Mammakarzinomsubtypen im Hinblick auf
den prognostischen Wert disseminierter Tumorzellen sinnvoll, um die Beurteilung des

Risikos individueller Patientinnen zu verbessern.

1.7 Ziele der Arbeit

Im Rahmen dieser Dissertation erfolgt die statistische Aufarbeitung aller Patientinnen, die
zwischen Januar 2014 und Dezember 2017 im Rahmen ihrer Mammakarzinombehandlung
in der Universititsfrauenklinik Diisseldorf eine Knochenmarkpunktion zur DTC-
Bestimmung bekommen haben. Im Mittelpunkt steht dabei die Untersuchung des Kollektivs
hinsichtlich der prognostischen und préadiktiven Faktoren inklusive des DTC-Status des
Knochenmarks und des immunhistochemischen Subtyps. Dariiber hinaus soll im Speziellen
das Gesamtiiberleben und das krankheitsspezifische Uberleben in Abhéngigkeit vom DTC-
Status des Knochenmarks analysiert werden mit dem Ziel, die prognostische Relevanz des
DTC-Status zu ermitteln und mit bereits verdffentlichter Literatur zu vergleichen.
Potentieller Nutzen dieser Arbeit ist darin zu sehen, dass durch die Analyse der Daten die
Grundlage zur epidemiologischen Aufarbeitung des Mammakarzinoms gestdrkt wird und
die prognostische Relevanz der Tumorzelldissemination in einem ersten Kollektiv der
Universitétsfrauenklinik Diisseldorf untersucht wird. Die Identifizierung eines neuen,
potentiell prognostischen Markers ist das Ergebnis von Fortschritten in der Untersuchung
biologischer Mechanismen der Tumorprogression und des metastatischen Prozesses. Die
vorliegende Arbeit tragt durch die klinische Beurteilung des DTC-Status als ein solcher
Marker entscheidend dazu bei, wissenschaftliche Hypothesen oder experimentelle
Ergebnisse zu validieren. Im Falle der Tumorzelldissemination wéren dies u.a. folgende

klinisch wertvolle Schlussfolgerungen:

- DTGCs als entscheidender Nachweis der frithen, okkulten Streuung von Tumorzellen
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- DTGCs als relevanter Risikofaktor fiir die folgende Entwicklung einer Metastasierung
und somit als Indikator einer schlechteren Prognose
- Der prognostische Wert von DTCs kann durch die Hinzunahme des IHC-Subtyps

erweitert werden

In Subanalysen untersuchen wir das Patientinnenkollektiv zur Validierung weiterer
Hypothesen wie der Tumorzellpersistenz nach neoadjuvanter Therapie als Ausgangspunkt
fiir sekundire Therapieansidtze und der pré-invasiven Tumorzelldissemination bei DCIS-

Lésionen.
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2 Patientinnenkollektiv und Methoden

2.1 Studiendesign, Einschlusskriterien und Untersuchungszeitraum

Diese Studie wurde im Rahmen der klinischen Forschung der Klinik fiir Frauenheilkunde
und Geburtshilfe (i.F. Universititsfrauenklinik) des Universitdtsklinikums Diisseldorf
(UKD) angefertigt. Fiir die Darstellung wurde ein retrospektiv-prospektives Studiendesign
gewihlt.

Eingeschlossen wurden Frauen, die aufgrund der Erstdiagnose eines Mammakarzinoms (T1-
4, NO-3, MO0), die zwischen Januar 2014 und Dezember 2017 gestellt wurde, an der
Universitétsfrauenklinik Diisseldorf eine operative Therapie erhalten haben, und im Rahmen
dieser eine Knochenmarkpunktion erhalten haben. Bei den neoadjuvant behandelten
Patientinnen, die ihre Diagnose in der zweiten Jahreshédlfte 2017 erhalten haben, hat die
Brustoperation nach Abschluss der systemischen Therapie im Jahr 2018 stattgefunden. Die
letzte Patientin des Kollektivs wurde im Juli 2018 operiert. Patientinnen mit Rezidiv-
Karzinomen, Fernmetastasierung, bilateralem Auftreten, R1-Resektionsstatus oder einer
anderen priméren Krebserkrankung in der Vorgeschichte wurden ausgeschlossen. Eine
Patientin ohne Malignomnachweis auBler in der Biopsie sowie eine Patientin mit
neuroendokrinem DCIS wurden ebenfalls ausgeschlossen. Alle Patientinnen willigten
vorher schriftlich in die Entnahme eines Knochenmarkaspirates wiahrend der operativen
Eingriffe sowie einer Weiterverarbeitung ein. Der Untersuchungszeitraum (inklusive

Nachbeobachtung) umschloss die Zeit von Januar 2014 bis Januar 2020 (letztes Follow-Up).
2.2 Datenerfassung und Ethikvotum

Als Quelle zur Zusammenstellung des Datensatzes wurden die klinikinternen Datenbanken
des UKD, des Forschungslabors der Universititsfrauenklinik, sowie des
Universititstumorzentrums des UKD verwendet. Alle verwendeten Patientinnendaten
wurden pseudonymisiert in eine Datenbank (Microsoft Excel™; Version 16.0)
zusammengetragen und kodiert. Nach Durchfithrung der statistischen Methode (siehe

Kapitel 2.8) wurden die Patientinnendaten anonymisiert.

Das Studienprotokoll wurde der federfiihrenden Ethikkommission der medizinischen
Fakultit der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf zur ethischen und rechtlichen

Uberpriifung vorgelegt und von dieser bewilligt (Aktenzeichen/Studiennummer 2017-6,
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Datum: 05.01.2018). Ferner wurde das Vorhaben in voller Ubereinstimmung mit den
Prinzipien der ,,Deklaration von Helsinki®, in der 2013 beschlossenen revidierten Fassung,

sowie den geltenden Gesetzen und Vorschriften durchgefiihrt.
2.3 Patientinnenkollektiv

Es konnten insgesamt 290 Patientinnen eingeschlossen werden. Das mediane Lebensalter
bei Diagnosestellung betrug 54 Jahre. Klinisch-pathologische Daten des untersuchten
Patientinnenkollektivs werden in Tabelle 3 dargestellt. Bei 199 adjuvant behandelten
Patientinnen erfolgte die KMP im Rahmen der Brustoperation vor der systemischen
Therapie. Unter 73 neoadjuvant behandelten Patientinnen wurde die KMP bei 39
Patientinnen pratherapeutisch (im Rahmen der axilldren Sentinellymphnodektomie oder
Portkatheter-Anlage) und bei 46 Patientinnen nach der neoadjuvanten Chemotherapie (im
Rahmen der Brustoperation) durchgefiihrt. Von 12 Patientinnen liegt eine prd- und
postneoadjuvante Bestimmung vor. Somit hatten 238 Patientinnen (199 adjuvante und 39
neoadjuvante) zum Zeitpunkt der Bestimmung des DTC-Status keine vorherige
Systemtherapie erhalten. Diese werden im Folgenden als ,therapienaive Patientinnen‘
bezeichnet und als solche ausgewertet. 18 Patientinnen mit der Diagnose eines DCIS wurden
gesondert untersucht. Abbildung 2 zeigt das klinische Vorgehen, die Punktionszeitpunkte

und die daraus resultierenden Untersuchungskollektive als Flussdiagramm.

Bei Patientinnen, die eine neoadjuvante Systemtherapie erhalten haben, wurden die
TumorgroBe und der Nodalstatus durch die klinische Untersuchung und bildgebende
Verfahren bestimmt, bevor der erste therapeutische Zyklus eingeleitet wurde. Die
Sonografie war die bevorzugte Bildgebungsmethode, aber auch Magnetresonanztomografie-
und Mammografiebefunde dienten im Falle eines nicht eindeutigen Ultraschallbefundes der

Bestimmung.

Ausgehend vom Gesamtkollektiv wurden Subgruppenanalysen durchgefiihrt, die sich wie

folgt aufteilten:

- Kapitel 3.1 und 3.2: Untersuchungen am therapienaiven Kollektiv
- Kapitel 3.3: Uberlebensanalysen am therapienaiven, nachbeobachteten Kollektiv
- Kapitel 3.5 Untersuchungen am neoadjuvant behandelten Kollektiv

- Kapitel 3.6: Untersuchungen am Kollektiv von Patientinnen mit DCIS
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Tabelle 3: Klinisch-pathologische Daten des gesamten Patientinnenkollektivs mit Angabe von

Schichtenprozent
Anzahl (%)
Gesamt 290 (100,0)
< 60 Jahre 98 (33,8)
Alter
> 60 Jahre 192 (66,2)
Pramenopausal 121 (41,7)
Menopausenstatus
Postmenopausal 179 (61,7)
NST 197 (67,9)
Invasiv-lobulér 52 (17,9)
Histologie | Andere 20 (6,9)
DCIS 18 (6,2)
Unbekannt 3 (1,0)
Gl 27 9,3)
G2 165 (56,9)
Grading
G3 92 (31,7)
Unbekannt 6 2,1
Tis 18 (6,2)
T1 128 (44,1)
.| T2 116 (40,0)
Tumorgréfie
T3 18 (6,2)
T4 8 (2,8
Unbekannt 2 0,7)
.. | NO 189 (65,2)
Nodalstatus
N+ 101 (34,8)
ER- 44 (15,2)
ER-Status
ER+ 246 (84,8)
PR- 73 (25,2)
PR-Status | PR+ 216 (74,5)
Unbekannt 1 (0,3)
HER2- 238 (82,1)
HER2-Status | HER2+ 33 (11,4)
Unbekannt*** 19 (6,6)
<15% 91 (31,4)
15-30% 113 (39,0)
Ki-67-Proliferationsindex
>30% 68 (23,4)
Unbekannt 18 (6,2)
Luminal A 125 (43,1)
Luminal B (HER2-) 85 (29,3)
IHC-Subtyp
HER2+ 33 (11,4)
TNBC 30 (10,3)
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Unbekannt 17 5,9

Nein 68 (23,4)

Endokrine Therapie | Ja 209 (72,1)
Unbekannt 13 4,5

Nein 260 (89,7)

HER?2-gerichtete Therapie | Ja 29 (10,0)
Unbekannt 1 (0,3)

Nein 69 (23,8)

Radiotherapie | Ja 199 (68,6)
Unbekannt 22 (7,6)

Nein 228 (78,6)

Bisphosphonate | Ja 52 (17,9)
Unbekannt 10 (3,4)

Keine 159 (54,8)

Chemotherapie | Adjuvant 58 (20,0)

Neoadjuvant 73 (25,2)

DTC disseminierte Tumorzellen, NST nicht-spezieller Typ, DCIS duktales carcinoma in situ, ER Ostrogenrezeptor, PR
Progesteronrezeptor, HER2 human epidermal growth factor receptor 2, /HC immunhistochemisch, TNBC triple-negatives
Mammakarzinom. Prozentangaben in Schichtenprozent.

* bei neoadjuvant behandelten Patientinnen wurde das klinische Stadium beriicksichtigt (cT)

** bei neoadjuvant behandelten Patientinnen wurde das klinische Stadium beriicksichtigt (cN); DCIS-Patientinnen ohne axillére
Lymphknotenbiopsie wurden als ¢NO deklariert

*** 18 DCIS-Fille
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Invasives
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n=199 + 73 n=18
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NACT Operation
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Therapienaives Kollektiv (n=238)
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v
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Radiotherapie (n = 199)
Chemotherapie (n = 58)
Zielgerichtete Therapie (n = 29)
Endokrine Therapie (n = 210)

NACTneoadjuvante Chemotherapie, KMP Knochenmarkpunktion, BET brusterhaltende Therapie, DCIS duktales carcinoma in situ,
ED Erstdiagnose
$Von 12 Patientinnen liegt eine pri- und postneoadjuvante Bestimmung vor

Abbildung 2: Flussdiagramm zu klinischem Vorgehen und Untersuchungskollektiven mit Zeitpunkten
der Knochenmarkpunktion zur Bestimmung des DTC-Status.

2.4 Immunhistochemische Subtypisierung

Alle immunhistochemischen Bestimmungen, sowohl der HER2- und Ki-67-Expression als

auch des ER- und PR-Status des Primértumors, wurden entsprechend der Protokolle des
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Instituts fiir Pathologie des UKD angefertigt. Als HER2-positiv galten Patientinnen mit
einem Score von 3+ in der immunhistochemischen Bestimmung oder Amplifikation in der
FISH. Die Einteilung in immunhistochemische Subtypen erfolgte unter Verwendung der

ER-, PR-, HER2- und Ki-67-Ergebnisse.

HER2-postive Tumore (HR-negativ und -positiv) wurden als solche zusammengefasst. Ein
Ki-67-Proliferationsindex >20 % diente als Schwellenwert zur Diskriminierung zwischen

Luminal A-und Luminal B-Tumoren [30, 43].

2.5 DTC-Nachweis

Fiir den Nachweis von DTCs hat sich insbesondere das Knochenmark als leicht zugéngliches
Kompartiment etabliert. Die Knochenmarkpunktionen erfolgten unter streng aseptischen
Bedingungen nach Jamshidi-Technik [131]. Nach einer kleinen Hautinzision mit einem
Skalpell zur Vermeidung einer Kontamination mit epidermalen Zellen, wurde der
Beckenkamm an der Spina iliaca anterior superior punktiert, bevor mit einer heparinisierten

(10001E) Spritze 10 — 20 ml Knochenmark entnommen wurden.

Die folgende Bestimmung des DTC-Status der Patientinnen wurde durch das
Forschungslabor der Universitétsfrauenklinik des UKD durchgefiihrt. Die Aufarbeitung
begann unmittelbar nach Gewinnung und Transport des Zellmaterials. Zuerst erfolgte eine
Ubertragung in ein 50 ml Falcon-Réhrchen und ein Auffiillen auf 30 ml mit PBS (PBS
phosphate buffered saline, SIGMA Aldrich Laborchemikalien GmbH, Hannover). Mittels
Dichtekissenzentrifugation mit Ficoll wurde das Zellmaterial aus dem Knochenmarkaspirat
in seine unterschiedlichen Zellfraktionen aufgeteilt. Hierbei werden die unterschiedlichen
Dichteeigenschaften der im Knochenmark vorkommenden Zellen genutzt, um sie durch
Zentrifugation voneinander zu trennen: Das Ficoll-Trennmedium besitzt eine hohere Dichte
als mononukledre Zellen (Monozyten, Lymphozyten, Tumorzellen), jedoch eine niedrigere
Dichte als Granulozyten und Erythrozyten, sodass nur die letzteren beiden bei der
Zentrifugation durch das Trennmedium hindurchsedimentieren. Hierzu wurde das
Zellmaterial nach der Pufferung iiber 15ml Ficoll (Dichte 1,077 g/cm?, Biochrom,
Deutschland) geschichtet und bei 1600 min™! und ausgestellter Bremse 30 Minuten lang
zentrifugiert. Anschlieend finden sich folgende Phasen: Plasma, mononukledre Zellen
(Monozyten, Lymphozyten), Ficoll-Trennmedium, Granulozyten und Erythrozyten. Die
DTCs sind, falls vorhanden, in der Phase der mononukledren Zellen auffindbar (siehe

Abbildung 3). Anschlie8end folgte ein Waschschritt. Hierbei wurde die Interphase mit den
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mononukledren Zellen abgenommen, nach Transfer in ein neues Rohrchen erneut in PBS
suspendiert und darauffolgend bei 1600 min~! fiir 7 Minuten zentrifugiert. Nach Abkippen
des Uberstandes wurde das entstandene Sediment durch Hinzugabe von 5 —10 ml
Erythrozten-Lysepuffer und anschlieBender 10-miniitiger Inkubation im Kiihlschrank von
Erythrozyten gereinigt. Es erfolgte erneut eine Zentrifugation bei 1600 min™! fiir 7 Minuten
und ein Abkippen des Uberstandes. Die sedimentierten mononukledren Zellen wurden in

5 — 10 ml PBS resuspendiert.

So—

——— Blutplasma
— KM + PBS

Zentrifugation
l[ ——— Mononukledre Zellen

— Ficoll-Trennmedium

Ficoll-Trennmedium Granulozyten

Erythrozyten

KM Knochenmarkaspirat, PBS phosphate buffered saline

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Aufarbeitung des Knochenmarkaspirates mittels
Dichtekissenzentrifugation. Eigene Darstellung.

Mithilfe einer Neubauerzdhlerkammer wurde die Gesamtzellzahl der Zellsuspension
bestimmt. Hierzu wurde auf einer Mikrotiterplatte 100 ul einer Verdiinnung (50 pl der
Zellsuspension versetzt mit 50 pul Tryptanblauldsung) angesetzt, von der 1 ul in der
Neubauerzédhlerkammer lichtmikroskopisch untersucht wird. Da die Probenmenge sowie die
Verdiinnung bekannt sind, kann mithilfe der Anzahl der in der Neubauerzdhlerkammer
ausgezéhlten Zellen die Gesamtzellzahl der Suspension berechnet werden. Die Suspension
konnte dadurch nach erneuter Zentrifugation bei 1600 min~! fiir 7 Minuten und Abkippen
des Uberstandes durch Zugabe von PBS auf eine Zellzahl von 750.000 Zellen/ml verdiinnt
werden. Jeweils 1 ml dieser Zellsuspension wurde mithilfe einer Zytozentrifuge (Universal
16A; Hettich, Deutschland) entsprechend der Herstellervorschriften auf einen Objekttriger
aufgetragen (Zytospin).
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Die DTC-Bestimmung erfolgte mittels Mehrfachimmunfluoreszenz, welche den
mikroskopischen Nachweis verschiedener Antigene mit Fluorphor-markierten Antikorpern

erlaubt.

Unter Einsatz von 4,6-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA; Konzentration Img/ml, Verdiinnung 1:1000 auf 1 pg/ml) erfolgte die
Hintergrundfarbung. Dieser Fluoreszenzfarbstoff bindet selektiv an DNA und bildet mit
hoher Spezifitdt stark fluoreszierende DNA-DAPI-Komplexe. DAPI wird von Zellen durch
eine intakte Zellmembran aufgenommen und kann damit zur Farbung der Nuklei vitaler
Zellen an fixierten Prdparaten eingesetzt werden. Sein Emissionsspektrum liegt im blau-

violetten Bereich.

Zur Féarbung und Diskriminierung der Leukozyten in der Zellsuspension wurde eine
indirekte Immunfloreszenz unter Verwendung von CD45-Primérantikorper (D9MSI XP
Rabbit mAb, Cell Signaling Technology, Danvers, USA; Konzentration 50ug/ml,
Verdiinnung 1:200 auf 250 ng/ml) und Fluoreszenzfarbstoff-Sekundirantikdrper (Donkey
anti-Rabbit IgG H+L Highly Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor™ 488,
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA; Konzentration 2mg/ml, Verdiinnung 1:500
auf 4 pg/ml) durchgefiihrt. CD45 wird von allen hdmatopoetischen Zellen (ausgenommen
Erythrozyten und Thrombozyten) exprimiert. Von nicht-hdmatopoetischen Zellen (sowohl
normalen als auch malignen Ursprungs) wird es nicht exprimiert. Das Emissionsspektrum

des verwendeten CD45-Antikorpers liegt im griinen Bereich.

Die anschlieende DTC-Bestimmung erfolgte durch den Immunfluoreszenz-Nachweis von
Zytokeratin (CK). Hierfiir wurde der pan-Zytokeratin-Antikdrper AEI1/AE3, (Pan
Cytokeratin Monoclonal Antibody AE1/AE3, eFluor™ 615, Mouse-IgG1; Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, USA; Konzentration 200pug/ml, Verdiinnung 1:40 auf 5 pg/ml)
verwendet. Die zwei Antikorper AE1 und AE3 reagieren jeweils mit sauren bzw. basischen
Zytokeratinen und decken ein breites Spektrum an CKs fiir den DTC-Nachweis ab:
Eingeschlossen sind CK10, CK14 — 16 und CK19 (AE1) sowie CK1 — 8 (AE3) [132]. Das
Emissionsspektrum des verwendeten pan-Zytokeratin-Antikorpers liegt im roten Bereich.
Abbildung 4 zeigt die beschriebene Immunfluoreszenz-Methode beispielhaft an einer

aufgearbeiteten Knochenmarksprobe.
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Abbildung 4: Immunfluoreszenz-Firbung des priparierten Knochenmarkaspirates.
Hintergrundfirbung der Nuklei mit DAPI (blau). Oberflichenantigen CD45 der Leukozyten angefiirbt
mit CD45-AK (griin). Epitheliales Zytokeratin einer disseminierten Tumorzelle angefirbt mit pan-
Zytokeratin-Antikorper AE1/AE3 (rot). 20-fache Vergrofierung. Eigene Aufnahme.

Die Tumorzell-Morphologie wurde im Einklang mit Empfehlungen der European ISHAGE
Working Group for Standardization of Tumor Cell Detection (Tabelle 4) und Empfehlungen
des Internationalen Konsensus fiir den standardisierten Nachweis und die klinische
Implementierung disseminierter Tumorzellen ausgewertet [133, 134]. Zur DTC-
Bestimmung wurden pro Patientin mindestens zwei Objekttrager mit je mindestens 750.000

Zellen (insgesamt 1,5x10° Zellen pro Patientin) untersucht.

Als Gegenkontrolle wurden Objekttrager mit Leukozyten gesunder Probandinnen mit

entsprechenden Kontrollantikorpern eingesetzt (Mouse G3A1 monoclonal Antibody I1gG1
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Isotype Control, Alexa Flour 594 Conjugate; Cell Signaling Technology, Danvers, USA;
Konzentration 100pg/ml, Verdiinnung 1:20 auf Sug/ml und Rabbit DA1E mAb IgG XP
Isotype Control; Cell Signaling Technology, Danvers, USA; Konzentration 2,5mg/ml,
Verdiinnung 1:10.000 auf 250ng/ml).

Tabelle 4: Einteilung der disseminierten Tumorzellen nach der European ISHAGE Working Group for
Standardization of Tumor Cell Detection [133]

Gruppe Klassifikation Definition
Typische Tumorzellmorphologie (Deutliche ZellkernvergréfSerung,
! flizezzelien atypischer Zellkern), Zellcluster immunopositiver Zellen
o Keine eindeutige Abgrenzung himatopoetischer Zellen moglich
P Wahrscheinliche ) o )
Tumorzellen Negative Kontrollfairbung mit einem fiir hdmatopoetische Zellen
isotypspezifischen Antikoérper erforderlich
3 Keine Tumorzellen Zellen hamatopoetlscher Herkunft mit falsch positiven Signalen,
Hautepithelzellen

2.6 Systemische Therapie

(Neo-)adjuvante Systemtherapien wurden Leitlinienkonform (S3-Leitlinie der AWMF [45]
und Empfehlungen der AGO Kommission Mamma [21]) eingeleitet. Eine adjuvante
Therapie mit Bisphosphonaten wurde basierend auf klinischer Evidenz und in
Ubereinstimmung mit den deutschen Leitlinien (S3-Leitnie der AWMF [45] und
Empfehlungen der AGO Kommission Mamma [21]) bei einem Teil der postmenopusalen

Patientinnen durchgefiihrt (Gabe von 4mg Zoledronat i.v. alle 6 Monate).
2.7 Nachbeobachtung

Die Nachbeobachtung (Follow-up) nach Abschluss der Primirtherapie erfolgte durch die
medizinische Dokumentationsassistenz des Universitdtstumorzentrums des UKD, dessen
Erhebungen routinemédfig und unabhédngig von dieser Studie stattfinden. Fiir die
postoperativ am Brustzentrum der Universititsfrauenklinik angebundenen Patientinnen
wurde der Follow-up-Status mittels der klinikinternen Patientendatenbank bestimmt. Bei
nicht-angebundenen Patientinnen wurde er per schriftlicher Nachfrage bei den

weiterbetreuenden niedergelassenen Gynikologinnen und Gynékologen ermittelt. In die
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Uberlebensanalysen wurden Patientinnen mit einem Follow-up von mindestens
6 Monaten ab dem Zeitpunkt der (ersten) Knochenmarkpunktion eingeschlossen.
Nachbeobachtungsdaten iiber einem Zeitraum von sechs Monaten hinaus liegen fiir 75,2 %
der Patientinnen des Gesamtkollektivs vor. Die fiir die Uberlebensanalysen festgehaltenen
Ereignisse (s.u.) wurden getrennt beobachtet und dokumentiert. Die mediane

Nachbeobachtungs-Zeit von Patientinnen ohne Ereignis zum Ende des Follow-Up lag bei

35,9 Monaten).

2.8 Statistische Methode

Die Auswertungen wurden mit der Statistik- und Analyse-Software IBM® SPSS® Statistics
fir Mac™ (Version 25.0.0.2) durchgefiihrt. Assoziationen zwischen klinisch-
pathologischen Parametern der Patientinnen und dem DTC-Status wurden fiir dichotome
und nicht-dichotome kategoriale Variablen mittels Chi-Quadrat-Test auf Unabhéngigkeit
untersucht. Zusammenfassungen von Kategorien eines Merkmals, um ausreichend grofle
Untersuchungsgruppen zu bilden, sind unter den jeweiligen Tabellen gekennzeichnet. Der
exakte Test nach Fisher wurde bei erwarteten Haufigkeiten < 5 in mehr als 20 % der Zellen

von Kreuztabellen angewendet.

Uberlebensanalysen

In die Uberlebensanalysen wurden alle Patientinnen mit einer Nachbeobachtungszeit von
mindestens 6 Monaten eingeschlossen. Die Patientinnen wurden in eine DTC-positive und
eine DTC-negative Gruppe aufgeteilt. Um das Uberleben zu beurteilen wurde die Zeit ab
der Knochenmarkpunktion bis zum Eintreten unterschiedlicher Ereignisse getrennt
untersucht. Als Ereignisse wurden der Tod jedweder Ursache, Tod als Folge des
Mammakarzinoms, lokoregiondres Rezidiv des Mammakarzinoms, Mammakarzinom der
Gegenseite (Zweitkarzinom) sowie Fernmetastasierung definiert (sieche Tabelle 5). Ein
Eintreten des jeweiligen Ereignisses wurde mittels einer bindren Zensierungsvariable
festgehalten. Patientinnen, bei denen keines der Ereignisse eingetreten ist, wurden zum

Zeitpunkt der letzten Nachsorge zensiert (loss to follow-up).
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Tabelle 5: Uberlebensanalysen und definierte Ereignisse

Uberleben Abkiirzung Beobachtetes Ereignis Zensur

Gesamtiiberleben (0N} Tod jedweder Ursache

overall survival

Brustkrebsspezifisches BCSS Tod als Folge des

Uberleben Mammakarzinoms Ende des

breast cancer specific survival Follow-up

(01.02.2020),

Krankheitsfreies Uberleben DFS Lokoregionires Rezidiv, oder loss to

disease free survival Fernmetastasierung, follow-up
Zweitkarzinom

Metastasenfreies Uberleben DDFS Fernmetastasierung

distant disease free survival

Zur Darstellung des Uberlebens wurden die Kaplan-Meier-Kurven der DTC-positiven und
DTC-negativen Patientinnen fiir das Gesamtiiberleben, brustkrebsspezifische Uberleben,
krankheitsfreie Uberleben und metastasenfreie Uberleben geplottet. Unterschiede zwischen
den Uberlebenskurven der beiden DTC-Gruppen wurden mittels Mantels log-rank Test
[135] beurteilt. Zur differenzierten Beurteilung der Uberlebenskurven wurden ebenfalls
Kurven fiir die kumulativen Hiufigkeiten der Ereignisse (,,Eins-minus-Uberleben-Kurven*)
geplottet. Diese erlauben durch einen aufsteigenden Verlauf und eine angepasste Skalierung
eine bessere Diskriminierung zwischen den beiden DTC-Gruppen bei niedrigen
Ereignisraten [136]. Unterschiede im Uberleben der beiden DTC-Gruppen in Abhéingigkeit
vom [THC-Subtyp wurden ebenfalls mittels log-rank Test beurteilt.

Cox-Regression

Die prognostische Aussagekraft des DTC-Status unter Hinzunahme anderer klinisch-
pathologischer Prognosefaktoren wurde anhand des proportionalen Hazardmodells nach
Cox [137] (auch multivariable Cox-PH-Regression genannt) untersucht. Univariable Cox-
Regressions-Modelle wurden erstellt, um den Einfluss einzelner Variablen auf das
Uberleben zu evaluieren. In die multivariable Analyse wurden Variablen, die in der
univariablen Analyse Signifikanz zum Niveau p = 0,05 erreichten, sowie weitere Parameter
von bekannter klinischer Relevanz (Tumorgréfe, Nodalstatus, Grading) eingeschlossen.
Aus den Regressionskoeffizienten wurden Hazard Ratios mit 95%-Konfidenzintervallen

berechnet.

Die Cox-PH-Regression erlaubt es, den Einfluss mehrerer Variablen auf die Uberlebenszeit

gleichzeitig zu untersuchen, um den Einfluss verzerrender Faktoren (Confounding) zu
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minimieren und die Unabhéngigkeit eines Prognoseparameters zu beurteilen. Das Hazard
Ratio bietet ein deskriptives Mal3 fiir den Vergleich von zwei Gruppen und ihren
Uberlebenszeiten. Es wird als Quotient der Sterberaten (Hazards) zweier Gruppen berechnet
und gibt an, um wie viel die Sterberate der einen Gruppe gegeniiber der anderen erhoht ist
[137]. Details zum Vorgang sowie die Ergebnisse der Uberpriifung auf PH sind im Anhang
aufgefiihrt. Alle in die multivariable Cox-PH-Regression aufgenommenen Kovariaten

erfiillten die Annahme proportionaler Hazards.

Fiir die Interpretation der Ergebnisse aller oben genannten Untersuchungen wurde das in

biometrischen Analysen {ibliche Signifikanzniveau von a = 0,05 gewéhlt.
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3 Ergebnisse

3.1 Detektion von disseminierten Tumorzellen im Knochenmark

In die folgenden Analysen zum DTC-Status wurden nur Patientinnen eingeschlossen, die
zum Zeitpunkt der DTC-Bestimmung noch keine Systemtherapie erhalten hatten
(therapienaive Patientinnen). Patientinnen mit DCIS wurden ebenfalls ausgeschlossen und
gesondert untersucht (siche Kapitel 3.6). Fiir die Analyse standen 238 der 290 Patientinnen
(81,5 %) aus dem gesamten Kollektiv zur Verfiigung. Disseminierte Tumorzellen lieen sich
bei 47 der 238 therapienaiven Patientinnen (19,7 %) im Knochenmarkaspirat nachweisen
(Tabelle 6). Die meisten DTC-positiven Patientinnen hatten eine einzelne DTC in der
Knochenmarksprobe (35 % der DTC-positiven Fille). Die im Mittel nachgewiesene DTC-
Anzahl betrug 5,5 Zellen. Die median nachgewiesene DTC-Anzahl betrug 2 Zellen. Als
Maximum wurden in der Probe einer Patientin 56 DTCs nachgewiesen (Abbildung 5). Die

Angaben beziehen sich auf die 1,5x10° pro Untersuchung analysierten Zellen.

Tabelle 6: DTC-Status der therapienaiven Patientinnen aus dem Gesamtkollektiv

Haufigkeit (%)
Fille | DTC-negativ 191 80,3
DTC-positiv 47 19,7
Gesamt n 238 100,0

DTC disseminierte Tumorzellen

20

Haufigkeit

2 3 4 5 6 7 12 14 34 47 56
Anzahl detektierter DTCs

Abbildung 5: Absolute Hiufigkeiten der im Knochenmarkaspirat detektierten DTCs pro Patientin.
Mittelwert = 5,5 Zellen; Median = 2,00 Zellen
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3.2 Assoziationen zwischen DTC-Status und klinisch-pathologischen

Parametern

3.2.1 Alter

DTCs im Knochenmark fanden sich bei 15,3 % der jlingeren Patientinnen bis einschlieBlich
60 Jahre und bei 27,3 % der Patientinnen, welche zum Zeitpunkt der Diagnose ilter als 60
Jahre alt waren. Der Chi-Quadrat-Test auf Unabhédngigkeit ergab, dass Patientinnen iiber 60
Jahre signifikant hdufiger DTC-positiv waren (p = 0,026). Siehe Tabelle 7

Tabelle 7: Alter und DTC-Nachweis im Knochenmark mit Signifikanzwert (p) des Chi-Quadrat-Tests

Gesamt n (%) DTC-positiv (%) DTC-negativ (%)
Alter | <60 Jahre 150 (63,0) 23 (15,3) 127 (84,7)
‘ >60 Jahre 88 (37,0) 24 (27.,3) 64 (72,7)
p= 0026

DTC disseminierte Tumorzellen. Prozentangaben in Spaltenprozent (Gesamt n) und Zeilenprozent (DTC-Status).

3.2.2 Menopausenstatus

146 der 238 therapienaiven Patientinnen waren zum Zeitpunkt der DTC-Bestimmung
postmenopausal. Postmenopausale Patientinnen hatten mit 20,5 % eine gering hhere DTC-
Priavalenz als prdmenopausale Frauen mit 18,5 %. Der Chi-Quadrat Test konnte keine
signifikante statistische Assoziation der beiden Merkmale nachweisen (p = 0,696). Siehe
Tabelle 8.
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Tabelle 8: Menopausenstatus und DTC-Nachweis im Knochenmark mit Signifikanzwert (p) des Chi-
Quadrat-Tests

Gesamt n (%) DTC-positiv (%) DTC-negativ (%)

Menopausenstatus | pramenopausal 92 (38.,7) 17 (18.5) 75 (8L.,5)
‘ postmenopausal 146 (61,3) 30 (20,5) 116 (79,5)
p= 0,69

DTC disseminierte Tumorzellen. Prozentangaben in Spaltenprozent (Gesamt n) und Zeilenprozent (DTC-Status).

3.2.3 Histologie

Beim den am héufigsten vorkommenden Karzinomen vom nicht-speziellen-Typ fanden sich
in 20 % der Fille DTCs im Knochenmarksausstrich. Bei invasiv-lobuldren Karzinomen
fanden sich in 21,3 % der Fille DTCs. Fiir andere histologische Typen (medullires,
tubuldres oder muzindses Karzinom sowie Mischtypen) ergab sich eine DTC-Positivitdt von
15,8 %. Der Chi-Quadrat Test ergab keine signifikante statistische Assoziation zwischen der
Tumorhistologie und dem DTC-Status (p = 0,879). Siche Tabelle 9.

Tabelle 9: Histologische Klassifizierung nach WHO und DTC-Nachweis im Knochenmark mit
Signifikanzwert (p) des Chi-Quadrat-Tests

Gesamt n (%) DTC-positiv (%) DTC-negativ (%)
Histologie | NST 170 (71,4) 34 (20,0) 136 (80,0)
invasiv-lobulér 47  (19,7) 10 (2L,3) 37 (78,7)
andere 19 (8,0) 3 (15,8) 16 (84,2)
unbekannt 2 (0,8) 0 (0,0) 2 (100,0)
p= 0879

DTC disseminierte Tumorzellen, NST nicht-spezieller Typ. Prozentangaben in Spaltenprozent (Gesamt n) und Zeilenprozent (DTC-
Status).

3.2.4 Tumorgréfle

Bei Patientinnen mit T1-klassifizierten Tumoren fanden sich in 16,8 % der Fille DTCs im
Knochenmark, bei jenen mit T2-klassifizierten Tumoren in 19,0 % der Fille. Tumore mit
einer Tumorgrofle >5cm oder infiltrativem Wachstum in die Brustwand oder Haut (T3-4)
zeigten in mehr als doppelt so vielen Féllen DTCs im Knochenmark (42,1 %). Patientinnen
mit hoheren T-Stadien waren signifikant hdaufiger DTC-positiv (p = 0,035). Siehe Tabelle
10.
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Tabelle 10: Tumorgréfie und DTC-Nachweis im Knochenmark mit Signifikanzwert (p) des Chi-
Quadrat-Tests

Gesamt n (%) DTC-positiv (%) DTC-negativ (%)
Tumorgrife | T1 119 (50,0) 20 (16,8) 99 (83,2)
‘ T2 100 (42,0) 19 (19,0) 81 (81,0)
‘ T3-4 19 (8,0) 8 (42,1 11 (57,9)
p= 0035

DTC disseminierte Tumorzellen. Die Tumorstadien wurden in T1, T2, T3-T4 zusammengefasst. Prozentangaben in Spaltenprozent
(Gesamt n) und Zeilenprozent (DTC-Status).

3.2.5 Nodalstatus

157 der 238 Patientinnen (66 %) hatten im Staging keinen Tumornachweis in den
Lymphknoten. Patientinnen mit tumorfreien Lymphknoten waren in 19,5 % der Fille DTC-
positiv. Patientinnen mit Tumornachweis in einem oder mehr Lymphknoten zeigten in
18,5 % der Fille DTCs im Knochenmark. Der Nodalstatus und der DTC-Status waren
statistisch nicht miteinander assoziiert (p = 0,732). Siche Tabelle 11.

Tabelle 11: Nodalstatus und DTC-Nachweis im Knochenmark mit Signifikanzwert (p) des Chi-Quadrat-
Tests

Gesamt n (%) DTC-positiv (%) DTC-negativ (%)
Nodalstatus | NO 157 (66,0) 32 (20,4) 125 (79,6)
N+ 81 (34,0) 15 (18,5) 66 (81,5)
p= 0732

DTC disseminierte Tumorzellen. Prozentangaben in Spaltenprozent (Gesamt n) und Zeilenprozent (DTC-Status).

3.2.6 Grading

Low-grade-Karzinome zeigten in 12 % der Fille DTCs im Knochenmark. Karzinome mit
hoherem Grading wiesen hdufiger DTCs im Knochenmark auf (G2-Tumore in 20,5 % bzw.
G3-Tumore in 21,9 % der Fille). Es bestand keine signifikante statistische Assoziation

zwischen den Merkmalen (p = 0,558). Siehe Tabelle 12.
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Tabelle 12: Grading nach Elston und Ellis und DTC-Nachweis im Knochenmark mit Signifikanzwert
(p) des Chi-Quadrat-Tests

Gesamt n (%) DTC-positiv (%) DTC-negativ (%)
Grading | G1 25 (10,5) 3 (12,0) 22 (88,0)
G2 146 (61,3) 30 (20,5) 116  (79,5)
G3 64 (26,9) 14 (21,9) 50 (78,1)
unbekannt 3 (1L3) 0 (0,0 3 (100,0)
p= 0558

DTC disseminierte Tumorzellen. Prozentangaben in Spaltenprozent (Gesamt n) und Zeilenprozent (DTC-Status).

3.2.7 Ki-67-Proliferationsindex

Karzinome mit einem niedrigen Ki-67-Proliferationsindex (< 15 %) waren mit 23,5 % der
Fille haufiger DTC-positiv gegeniiber 20,8 % der Karzinome mit einem hohen Ki-67-
Proliferationsindex (> 30 %). Bei einem Ki-67-Proliferationsindex, der nicht sicher als
niedrig oder hoch eingestuft werden kann (zwischen 15 — 30 %) waren 15,5 % DTC-positiv.
Der Ki-67-Proliferationsindex und der DTC-Status waren statistisch nicht signifikant
miteinander assoziiert (p = 0,374). Siehe Tabelle 13.

Tabelle 13: Ki-67-Proliferationsindex und DTC-Nachweis im Knochenmark mit Signifikanzwert (p) des
Chi-Quadrat-Tests.

Gesamt n (%) DTC-positiv (%) DTC-negativ (%)
Ki67 | <15% 85 (35,7) 20 (23,5) 65 (76,5)
15-30% 103 (43,3) 16 (15,5) 87 (84,5)
>30 % 48 (20,2) 10 (20,8) 38 (79,2)
unbekannt 2 (0,8 1 (50,0) 1 (50,0
p= 0374

DTC disseminierte Tumorzellen. Prozentangaben in Spaltenprozent (Gesamt n) und Zeilenprozent (DTC-Status).

3.2.8 Hormonrezeptorstatus

DTC-Positivitit war fiir ER-negative (18,8 %) wie ER-positive (19,9 %) Karzinome
anndhernd gleich. Auch im Chi-Quadrat Test zeigten sich ER-Status und DTC-Status als
statistisch unabhéngig voneinander (p = 0,897). Siehe Tabelle 14.

Beim PR-Status war ein groBerer Unterschied zu beobachten. Hier lieBen sich bei 26,3 %

der PR-negativen Tumoren DTCs im Knochenmark nachweisen, im Vergleich zu 17,7 %
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bei den PR-positiven Karzinomen. Jedoch war dieser Unterschied nicht hinreichend
signifikant um eine Abhidngigkeit zwischen PR-Status und DTC-Status statistisch
nachweisen zu konnen. (p = 0,153). Siehe Tabelle 15.

Tabelle 14: ER-Status und DTC-Nachweis im Knochenmark mit Signifikanzwert (p) des Chi-Quadrat-
Tests

Gesamt n (%= DTC-positiv (%) DTC-negativ (%)
ER-Status | ER- 32 (13,4) 6 (18,8) 26 (81,3)
‘ ER+ 206 (86,0) 41 (19,9) 165 (80,1)
p= 0879

DTC disseminierte Tumorzellen, ER Ostrogenrezeptor. Prozentangaben in Spaltenprozent (Gesamt n) und Zeilenprozent (DTC-
Status).

Tabelle 15: PR-Status und DTC-Nachweis im Knochenmark mit Signifikanzwert (p) des Chi-Quadrat-
Tests

Gesamt n (%) DTC-positiv (%) DTC-negativ (%)
PR-Status | PR- 57 (23,9) 15 (26,3) 42 (73,7)
‘ PR+ 181 (76,1) 32 (17,7) 149 (82,3)
p= 0153

DTC disseminierte Tumorzellen, PR Progesteronrezeptor. Prozentangaben in Spaltenprozent (Gesamt n) und Zeilenprozent (DTC-
Status).

3.2.9 HER2-Status

18,5 % der Fille mit HER2-negativen Tumoren zeigten DTCs im Knochenmark. HER2-
positive Tumore waren mit 30,8 % deutlich hdufiger DTC-positiv. Der Chi-Quadrat Test

konnte jedoch keine signifikante statistische Assoziation der beiden Merkmale nachweisen

(p = 0,138). Siehe Tabelle 16.
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Tabelle 16: HER2-Status und DTC-Nachweis im Knochenmark mit Signifikanzwert (p) des Chi-
Quadrat-Tests

Gesamt n (%) DTC-positiv (%) DTC-negativ (%)
HER2-Status | HER2- 211 (88,7) 39 (18.,5) 172 (81,5)
‘ HER2+ 26 (10,9) 8 (30,8) 18 (69,2)
unbekannt 1 (04) 0 (0,0 1 (100,0)
p= 0,138

DTC disseminierte Tumorzellen, HER2 human epidermal growth factor receptor 2. Prozentangaben in Spaltenprozent (Gesamt n)
und Zeilenprozent (DTC-Status).

3.2.10 Immunhistochemischer Subtyp

Bei Patientinnen mit Luminal A-Tumoren zeigten mit 20,2 % eine hohere DTC-Positivitat
als Luminal B-Tumore (HER2-) mit 14,7 %. Triple negative Karzinome zeigten in 20,8 %
der Félle DTCs. HER2-positive Tumore gingen mit der hdchsten DTC-Positivitdt von
30,8 % einher. Im Chi-Quadrat-Test waren DTC-Status und immunhistochemischer Subtyp
statistisch nicht signifikant assoziiert (p = 0,376). Siehe Tabelle 17.

Tabelle 17: Immunhistochemischer Subtyp und DTC-Nachweis im Knochenmark mit Signifikanzwert
(p) des Chi-Quadrat-Tests

Gesamt n (%) DTC-positiv (%) DTC-negativ (%)
IHC-Subtyp = Luminal A 119 (50,0) 24 (20,2) 95  (79,8)
Luminal B (HER2-) 68 (28,6) 10 (14,7) 58 (85,3)
HER2+ 26 (10,9) 8 (30.,8) 18 (69,2)
TNBC 24 (10,1) 5 (20,8) 19 (79,2)
unbekannt 1 (0,4) 0 (0,0) 1 (100,0)
p= 0376

DTC disseminierte Tumorzellen, /HC immunhistochemisch, HER2 human epidermal growth factor receptor 2, TNBC triple-negatives
Mammakarzinom. Prozentangaben in Spaltenprozent (Gesamt n) und Zeilenprozent (DTC-Status).

3.3 Uberlebensanalysen

Im Folgenden soll der Zusammenhang zwischen dem Nachweis disseminierter Tumorzellen
im Knochenmark und der Uberlebenszeit untersucht werden. Die Ergebnisse sind fiir das
Gesamtiiberleben, das brustkrebsspezifische Uberleben, das krankheitsfreie Uberleben
sowie das metastasenfreie Uberleben separat aufgefiihrt und in Form von Kaplan-Meier-

Kurven und Kurven fiir die kumulativen Haufigkeiten der eingetretenen Ereignisse
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dargestellt. Der Vergleich der Uberlebensverliufe zwischen DTC-positiv getesteten
Patientinnen und DTC-negativ getesteten Patientinnen wurde mit Mantels log-rank Test
durchgefiihrt und auf Signifikanz untersucht. Auflerdem soll der Einfluss des DTC-Status
auf das Uberleben mittels univariabler Cox-Regression quantifiziert werden. Hier kénnen
die berechneten Hazard-Ratios und deren 95%-Konfidenzintervalle Aufschluss iiber das
MaB des Uberlebensunterschiedes der DTC-negativen und DTC-positiven Patientinnen
geben. Nachbeobachtungsdaten liegen fiir 218 der 290 Patientinnen (75,2 %) vor. Die
mediane Nachbeobachtungszeit betrug 35,9 Monate (min. 6 Monate bis max. 65 Monate).

3.3.1 Beobachtete Sterbefdlle, Lokalrezidive und Fernmetastasen

Sieben Patientinnen (3,2 %) verstarben wiahrend der Nachbeobachtungsperiode, sechs davon
waren Folgen des Mammakarzinoms zuzuordnen. 14 Patientinnen (6,4 %) erlitten ein
Lokalrezidiv oder eine Fernmetastasierung ihres Mammakarzinoms. Es traten drei
lokoregiondre Rezidive, davon eins in der ipsilateralen Brust und zwei in den ipsilateralen
axillairen Lymphknoten, sowie ein Zweitkarzinom in der kontralateralen Brust auf. Siehe

Tabelle 18.

Tabelle 18: Anzahl der Rezidive und Sterbefille im Kollektiv

Anzahl (%)
Rezidiv | Ja 14 (6,4)
davon Lokalrezidiv 3 (1,4)
davon Fernrezidiv 10 4,5
davon Zweitkarzinom 1 (0,5)
Nein 204 (93,6)
Verstorben | Ja 7 3,2)
als Folge des Mammakarzinoms 6 (2,8)
Nein 211 (96,8)

Bei 10 Patientinnen (4,6 %) ist wihrend der Nachbeobachtungsperiode eine
Fernmetastasierung diagnostiziert worden. Bei 5 dieser Patientinnen wurde eine
Metastasierung in mehr als einem Organ diagnostiziert. Am hdufigsten zeigten sich
Metastasen in Knochen oder Leber (jeweils in 42,9 % aller Rezidivfille), gefolgt von
Metastasen im Gehirn, sowie distanten Lymphknoten (in jeweils 14,3 % aller Rezidivfille).

Tabelle 19 veranschaulicht rezidivierte Patientinnen und die Lokalisationen ihrer Rezidive.
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Tabelle 19: Rezidivierte Patientinnen (n = 14) und Lokalisationen der Lokal- und Fernrezidive mit
absoluter und relativer Haufigkeit der Lokalisation unter allen Rezidivfillen

Patientin mit Rezidiv

Lokalisation 1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 Rezidivalle mit - Relative Haufigheit

Beteiligung der Beteiligung

Ipsilaterale X | 7.1%
Brust

Kontralaterale X 1 7.1%
Brust

Ipsilaterale o
axilldre LK X X 2 14,3%
LK (distant) X X 2 14,3%
Knochen X X X X X X 6 42,9%
Leber X X X X X X 6 42,9%
Lunge X 1 7,1%
ZNS X X 2 14,3%

3.3.2 DTC-Status und Gesamtiberleben bzw. brustkrebsspezifisches Uberleben

In der Gruppe der DTC-positiven Patientinnen zeigte sich ein schlechteres Gesamtiiberleben
als in der DTC-negativen Gruppe. So verstarben im Nachbeobachtungszeitraum in der DTC-
positiven Gruppe 9,1 % der Patientinnen, gegeniiber 1,7 % in der DTC-negativen Gruppe.
Abbildung 6 zeigt das relative Gesamtiiberleben der DTC-positiven und DTC-negativen
Patientinnen im Vergleich. Aus dem Verlauf der Kurven ist ein Trend in Richtung kiirzeren
Uberlebens der DTC-positiven Patientinnen zu erkennen: Die Kaplan-Meier-Kurve der
DTC-positiven Patientinnen lauft ab einem Nachbeobachtungszeitraum von 15 Monaten
stets unterhalb der Kurve der DTC-negativen Patientinnen. Die Kurven unterscheiden sich
nach dem log-rank Test signifikant (p = 0,014), gleichbedeutend mit einem signifikant
schlechteren Gesamtiiberleben der DTC-positiven Patientinnen. Analog dazu zeigt
Abbildung 7 den kumulativen Anteil der Sterbefille der beiden Gruppen: In der DTC-
positiven Gruppe liegt die Zahl der kumulativen Sterbefélle anteilig stets {iber denen der

DTC-negativen Patientinnen.
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Abbildung 6: Relatives Gesamtiiberleben der DTC-positiven und DTC-negativen Patientinnen im
nachbeobachteten Kollektiv (218 Gesamtfille, davon 211 zensiert). DTC disseminierte Tumorzellen,
senkrechte Markierungen in den Kurven zensierte Fille
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Abbildung 7: Gesamtiiberleben dargestellt als kumulativer Anteil der verstorbenen Patientinnen
innerhalb der DTC-positiven und DTC-negativen Gruppe im nachbeobachteten Kollektiv (218
Gesamtfille, davon 211 zensiert). DTC disseminierte Tumorzellen, senkrechte Markierungen in den
Kurven zensierte Fille

Beobachtet man ausschlieBlich das Mammakarzinom als Todesursache zeigte sich ein

geringfiigig groBerer Unterschied des Uberlebens als beim Gesamtiiberleben (durch den
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Ausschluss einer DTC-negativen, nicht an Folgen des Mammakarzinoms verstorbenen
Patientin). Die = DTC-positiven  Patientinnen  verstarben  innerhalb des
Nachbeobachtungszeitraums haufiger (9,1 % versus 1,1 %). Abbildung 8 zeigt das relative
brustkrebsspezifische Uberleben der DTC-positiven und DTC-negativen Patientinnen im
Vergleich. Ab einem Beobachtungszeitraum von 15 Monaten verlduft die Kurve der DTC-
positiven Patientinnen stets unterhalb der Kurve der DTC-negativen Patientinnen.
Korrespondierend zeigt Abbildung 9 den kumulativen Anteil an Brustkrebs verstorbener
Patientinnen im Vergleich: Die Kurve der DTC-positiven Patientinnen verlduft mit groferer
Steigung stets oberhalb der Kurve der DTC-negativen Patientinnen, sodass sich fiir DTC-
positive Patientinnen ein hiufigeres Versterben ergibt. Die Unterschiede waren im log-rank

Test hochsignifikant (p = 0,005).
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Abbildung 8: Relatives brustkrebsspezifisches Uberleben der DTC-positiven und DTC-negativen
Patientinnen im nachbeobachteten Kollektiv (218 Gesamtfille, davon 212 zensiert). DTC disseminierte
Tumorzellen, senkrechte Markierungen in den Kurven zensierte Fille
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Abbildung 9: Brustkrebsspezifisches Uberleben dargestellt als kumulativer Anteil der an Folgen des
Mammakarzinoms verstorbenen Patientinnen innerhalb der DTC-positiven und DTC-negativen
Gruppe im nachbeobachteten Kollektiv (218 Gesamtfille, davon 212 zensiert). DTC disseminierte
Tumorzellen, senkrechte Markierungen in den Kurven zensierte Fille

Die Ergebnisse der univariablen Cox-Regression zur Berechnung der Hazard-Ratios fiir das
Gesamtiiberleben und das brustkrebsspezifische Uberleben sind in Tabelle 20 aufgefiihrt.
Die DTC-positiven Patientinnen unserer Studie hatten ein 5,43-mal hoheres Risiko zu
versterben (95 %-KI 1,21 - 24,38; p=0,027) und ein 7,98-mal hoheres Risiko, an ihrem
Mammakarzinom zu versterben (95 %-KI 1,45 -43,73; p = 0,017). Ein positiver DTC-Status
war in der univariablen Analyse signifikant mit einem kiirzeren Gesamtiiberleben bzw.
brustkrebsspezifischen Uberleben assoziiert. Die prognostische Unabhingigkeit des DTC-
Status von anderen Parametern wird in der multivariablen Analyse in Kapitel 3.3.5.1

untersucht.
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Tabelle 20: Ergebnisse der univariablen Cox-Regression des DTC-Status fiir das Gesamtiiberleben (OS)
und das brustkrebsspezifische Uberleben (BCSS). Angegeben sind Hazard Ratios (HR), 95%-
Konfidenzintervalle (KI) und der Signifikanzwert des Wald-Tests (p).

0s BCSS
0 (%) HR  95%-KI p HR 95%-KI p
DTC-Status ‘
Negativ 174 (79.8)
Positiv 44 (202) 543 121-2438 0,027 7,98  1,45-4374 0,017

DTC disseminierte Tumorzellen, HR Hazard Ratio, OS Gesamtiiberleben, BCSS brustkrebsspezifisches Uberleben, 95%-KI 95%-
Konfidenzintervall

3.3.3 DTC-Status und krankheitsfreies bzw. metastasenfreies Uberleben

Auch fiir das krankheitsfreie Uberleben zeichnet sich ein Unterschied zwischen den DTC-
Gruppen ab. Wihrend DTC-negative Patientinnen in 4,6 % der Félle ein Lokalrezidiv oder
eine Fernmetastasierung thres Mammakarzinoms erlitten, waren es bei den DTC-positiven
Patientinnen 13,6 %. Abbildung 10 und Abbildung 11 zeigen das krankheitsfreie Uberleben
bzw. den kumulativen Anteil der Lokal- oder Fernrezidivfille der DTC-positiven und DTC-
negativen Patientinnen im Vergleich. Die Kurven unterschieden sich im log-rank Test
signifikant (p = 0,034). Zunichst verlaufen die Kaplan-Meier-Kurven nah beieinander,
gehen aber nach einem Beobachtungszeitraum von 24 Monaten weiter auseinander, sodass
sich zum Zeitpunkt von 60 Monaten nach Operation deutlich unterschiedliche rezidivfreie

Uberlebenswahrscheinlichkeiten ergaben.
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Abbildung 10: Relatives krankheitsfreies Uberleben der DTC-positiven und DTC-negativen
Patientinnen im nachbeobachteten Kollektiv (218 Gesamtfille, davon 204 zensiert). DTC disseminierte
Tumorzellen, senkrechte Markierungen in den Kurven zensierte Fille
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Abbildung 11: Krankheitsfreies Uberleben dargestellt als kumulativer Anteil der Patientinnen mit
Rezidiv innerhalb der DTC-positiven und DTC-negativen Gruppe im nachbeobachteten Kollektiv (218
Gesamtfille, davon 204 zensiert). DTC disseminierte Tumorzellen, senkrechte Markierungen in den
Kurven zensierte Fille
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Lésst man die Lokalrezidive und ipsilateralen Lymphknotenrezidive bei der Beobachtung
auBen vor, um nur das metastasenfreie Uberleben zu bestimmen, so wurde innerhalb des
Nachbeobachtungszeitraums bei 11,4% der DTC-positiven Patientinnen eine
Fernmetastasierung diagnostiziert, gegeniiber 2,9% bei den DTC-negativen Patientinnen.
Auch in den Kaplan-Meier-Kurven sowie den Kurven fiir die kumulativen Félle mit
Fernmetastasierung (Abbildung 12 und Abbildung 13) zeigt sich das schlechtere
metastasenfreie Uberleben der DTC-positiven Patientinnen. Das metastasenfreie Uberleben

unterscheidet sich fiir beide Gruppen im log-rank Test signifikant (p = 0,020).
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Abbildung 12: Relatives Metastasenfreies Uberleben der DTC-positiven und DTC-negativen
Patientinnen im nachbeobachteten Kollektiv (218 Gesamtfille, davon 208 zensiert). DTC disseminierte
Tumorzellen, senkrechte Markierungen in den Kurven zensierte Fille
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Abbildung 13: Metastasenfreies Uberleben dargestellt als kumulativer Anteil der Patientinnen mit
Fernmetastasierung innerhalb der DTC-positiven und DTC-negativen Gruppe im nachbeobachteten
Kollektiv (218 Gesamtfille, davon 208 zensiert). DTC disseminierte Tumorzellen, senkrechte
Markierungen in den Kurven zensierte Fille

Die Ergebnisse der univariablen Cox-Regression zur Berechnung der Hazard-Ratios fiir das
krankheitsfreie und metastasenfreie Uberleben sind in Tabelle 21 aufgefiihrt. Die
Untersuchungen zum krankheitsfreien Uberleben zeigten, dass DTC-positive Patientinnen
in unserer Studie ein 3,03-fach héheres Risiko eines Rezidivs hatten (95%-KI 1,05 - 8,73;
p =0,04). Das Risiko fiir Fernmetastasen war 4,01-fach erhoht (95%-KI 1,16 - 13,85;
p = 0,028). Ein positiver DTC-Status war in der univariablen Analyse signifikant mit einem
kiirzeren krankheitsfreien und metastasenfreien Uberleben assoziiert. Die prognostische
Unabhéngigkeit von anderen Parametern wird in der multivariablen Analyse in Kapitel

3.3.5.2 untersucht.
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Tabelle 21: Ergebnisse der univariablen Cox-Regression des DTC-Status fiir das krankheitsfreie
Uberleben (DFS) und das Metastasenfreie Uberleben (DDFS). Angegeben sind Hazard Ratios (HR),
95%-Konfidenzintervalle (KI) und der Signifikanzwert des Wald-Tests (p).

DFS DDFS
(%) HR 95%-KI p HR 95%-KI p
DTC-Status
Negativ 174 (79.8)
Positiv 44 (202) 3,03 1,05-8,73 0,04 401 1,16-13,85 0,028

DTC disseminierte Tumorzellen, HR Hazard Ratio, DFS krankheitsfreies Uberleben, DDFS metastasenfreies Uberleben, 95%-KI
95%-Konfidenzintervall

3.3.4 DTC-Status, Immunhistochemischer Subtyp und Prognose

Im Folgenden werden Auswertungen zum Uberleben unter Zusammenfassung der
immunhistochemisch  erfassten Merkmale (ER/PR-Status, HER2-Stauts, Ki-67-
Proliferationsindex) zu IHC-Subtypen durchgefiihrt. Dabei wurde das Uberleben der DTC-
positiven und der DTC-negativen Gruppe innerhalb der IHC-Subtypen verglichen (log-rank
Test). Tabelle 22, Tabelle 23, Tabelle 24 und Tabelle 25 zeigen die Ergebnisse der

Uberlebensanalysen.

Als Luminal A klassifizierte, DTC-positive Patientinnen zeigten relative Haufungen der
beobachteten Ereignisse gegeniiber DTC-negativen Patientinnen. Diese haben zu einem
signifikant schlechteren brustkrebsspezifischen Uberleben (93,3 vs. 100,0 %; p = 0,04),
krankheitsfreien Uberleben (79,9 vs. 98,6 %; p = 0,005) und metastasenfreien Uberleben
(89,8 vs. 100,0 %; p = 0,006) DTC-positiver Luminal A-Patientinnen gefiihrt. Im Gegensatz
dazu zeigten sich bei Luminal B-Patientinnen in der DTC-negativen Gruppe schlechtere
Uberlebensraten ~ gegeniiber ~ der ~ DTC-positiven ~ Gruppe  (Gesamt-  bzw.
brustkrebsspezifisches Uberleben 95,5 vs. 100,0 %; krankheitsfreies bzw. metastasenfreies
Uberleben 92,9 vs. 100,0 %). Die Uberlebensverldufe unterschieden sich in den
entsprechenden log-rank Tests jedoch nicht signifikant. Bei den HER2-positiven
Patientinnen zeigten sich relative Haufungen der Ereignisse in der DTC-positiven gegeniiber
der DTC-negativen Gruppe (Gesamt- bzw. brustkrebsspezifisches Uberleben
75,0 vs. 100,0 %; krankheitsfreies Uberleben 75,0 vs. 85,6 %; metastasenfreies Uberleben
75,0 vs. 94,1 %). Die verschiedenen Uberlebensverliufe unterschieden sich in den log-rank
Tests jedoch nicht signifikant. Unter TNBC-Patientinnen zeigten sich ebenfalls relative
Héaufungen der Ereignisse in der DTC-positiven gegeniiber der DTC-negativen Gruppe. In

den log-rank Tests zeigte sich ein signifikant schlechteres Gesamtiiberleben bzw.
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brustkrebsspezifisches Uberleben (60,0 vs. 100,0 %; p=0,012) der DTC-positiven

Patientinnen.

Tabelle 22: Immunhistochemischer Subtyp, DTC-Status und Sterbefille im Patientinnenkollektiv mit
Signifikanz (p) des log-rank Tests

Gesamtiiberleben nach 4

Subtyp  DTC-Status  Gesamt  Sterbefille (%) Jahren (95%-KI) P
Luminal A | DTC-negativ 86 1 (1,2) 98,1% (0,98 - 0,99)
DTC-positiv 22 1 4)5) 93,3% (0,91 - 0,96) 0,228
Luminal B (HER2-) | DTC-negativ 52 2 (39 95,5% (0,94 - 0,97)
DTC-positiv 9 0 (0,0 100,0% - 0,555
HER2+ | DTC-negativ 17 0 (0,0 100,0% -
DTC-positiv 8 1 (125 75,0% (0,6 -0,9) 0,083
TNBC | DTC-negativ 18 0 (0,0 100,0% -
DTC-positiv 5 2 (40,0) 60,0% (0,41 -0,79) 0,012

DTC disseminierte Tumorzellen, /R Hormonrezeptor, HER2 human epidermal growth factor receptor 2, TNBC triple negative breast
cancer

Tabelle 23: Immunhistochemischer Subtyp, DTC-Status und brustkrebsspezifische Todesfille im
Patientinnenkollektiv mit Signifikanz (p) des log-rank Tests

Brustkrebsspezifische

Brustkrebsspezifisches

Subtyp  DTC-Status  Gesamt A Uberleben nach 4 Jahren p
Sterbefille (%) (95%-KI)
Luminal A | DTC-negativ 86 0 (0,0) 100,0% -
DTC-positiv 22 1 4)5) 93,3% (0,91-0,96) 0,040
Luminal B | DTC-negativ 52 2 (3,9 95,5% (0,94 -0,97)
(HER2-)
DTC-positiv 9 0 (0,0 100,0% - 0,555
HER2+ | DTC-negativ 17 0 (0,0 100,0% -
DTC-positiv 8 1 (12,5) 75,0% (0,6 -0,9) 0,083
TNBC | DTC-negativ 18 0 (0,0 100,0% -
DTC-positiv 5 2 (40,0) 60,0% (0,41-0,79) 0,012

DTC disseminierte Tumorzellen, HR Hormonrezeptor, HER2 human epidermal growth factor receptor 2, TNBC triple negative breast

cancer

54



Tabelle 24: Immunhistochemischer Subtyp, DTC-Status und Rezidive im Patientinnenkollektiv mit
Signifikanz (p) des log-rank Tests

Krankheitsfreies
Subtyp  DTC-Status  Gesamt Rezidive (%) Uberleben nach 4 Jahren p
(95%-KI)
Luminal A | DTC-negativ 86 1 (1,2) 98,6% (0,98 - 0,99)
DTC-positiv 22 3 (13,6) 79,9% (0,75 - 0,85) 0,005
Luminal B | DTC-negativ 52 3 (59 92,9% (0,92 - 0,94)
(HER2-)
DTC-positiv 9 0 (0,0 100,0% - 0,455
HER2+ | DTC-negativ 17 2 (1.,8) 85,6% (0,81-0,9)
DTC-positiv 8 1 (12,9) 75,0% (0,6 -0,9) 0,728
TNBC | DTC-negativ 18 2 (11,1) 88,9% (0,85-0,92)
DTC-positiv 5 2 (40,0) 60,0% (0,41 -0,79) 0,228

DTC disseminierte Tumorzellen, HR Hormonrezeptor, HER2 human epidermal growth factor receptor 2, TNBC triple negative breast
cancer

Tabelle 25: Immunhistochemischer Subtyp, DTC-Status
Patientinnenkollektiv mit Signifikanz (p) des log-rank Tests

und Fernmetastasierung im

Fernmetastasen _ Metastasenfreies
Subtyp  DTC-Status  Gesamt (%) Uberleben nach 4 Jahren p
0 (95%-KI)
Luminal A | DTC-negativ 86 0 (0,0 100,0% -
DTC-positiv 22 2 (9,1 89,8% (0,87 -0,93) 0,006
Luminal B | DTC-negativ 52 3 (58 92,9% (0,92 - 0,94)
(HER2-)
DTC-positiv 9 0 (0,0 100,0% - 0,455
HER2+ | DTC-negativ 17 1 (59 94,1% (0,91 -0,97)
DTC-positiv 8 1 (12,5) 75,0% (0,6 - 0,9) 0,447
TNBC | DTC-negativ 18 1 (5,6) 94,4% (0,92 -0,97)
DTC-positiv 5 2 (40,0) 60,0% (0,41 -0,79) 0,08

DTC disseminierte Tumorzellen, /R Hormonrezeptor, HER2 human epidermal growth factor receptor 2, TNBC triple negative breast

cancer
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3.3.5 Gemeinsamer Einfluss des DTC-Status und weiterer klinisch-pathologischer
Parameter auf das Uberleben

Um den DTC-Status, den IHC-Subtyp sowie die anderen klinisch-pathologischen Variablen

auf Unabhéngigkeit hinsichtlich ihrer prognostischen Aussagekraft zu untersuchen, wurde

eine multivariable Cox-PH-Regression durchgefiihrt.

Um Parameter zu bestimmen, die einen statistischen Zusammenhang mit dem Uberleben
besitzen, und sie fiir eine multivariable Analyse zu selektieren, wurde fiir alle erhobenen
klinisch-pathologischen Parameter eine univariable Cox-Regression durchgefiihrt. Dies
beinhaltete das Berechnen von Hazard Ratios und den korrespondierenden 95%-
Konfidenzintervallen aller Variablen bezogen auf das Gesamtiiberleben, das
brustkrebsspezifische Uberleben, das rezidivfreie Uberleben und das metastasenfreie
Uberleben. Variablen, die zum Niveau p = 0,05 statistische Signifikanz erreichten, wurden
neben prognostisch relevanten klinisch-pathologischen Parametern fiir den zusétzlichen
Einschluss in die multivariable Analyse selektiert. Auf eine weitere Variablenselektion
wurde aufgrund der KohortengroBe und der Ereignisanzahl verzichtet. Die Parameter
Menopausenstatus und Histologie zeigten in der univariablen Analyse fiir keines der
beobachteten Ereignisse signifikanten prognostischen Wert und sind in den folgenden

Tabellen nicht weiter mit aufgefiihrt.

3.3.5.1 Multivariable ~ Analyse  des  Gesamtiberlebens  und  des

brustkrebsspezifischen Uberlebens

Die Ergebnisse der Cox-PH-Regression fiir das Gesamtiiberleben und das

brustkrebsspezifische Uberleben kénnen Tabelle 26 und Tabelle 27 entnommen werden.

In den univariablen Analysen aller Parameter fiir das Gesamtiiberleben zeigte sich nur fiir
einen positiven DTC-Status ein signifikanter Einfluss in Richtung einer schlechteren
Prognose (p = 0,027). Die THC-Subtypen hatten keinen signifikanten Einfluss auf das
Gesamtiiberleben. Die multivariable Analyse konnte die prognostische Unabhangigkeit des
DTC-Status unter Hinzunahme von TumorgréBe, Nodalstatus und Grading jedoch nicht

bestétigen (p = 0,099).

Das brustkrebsspezifische Uberleben betrachtet zeigten ein positiver DTC-Status
(p=0,017), ein hoheres T-Stadium (p = 0,049) und ein positiver Nodalstatus (p = 0,046)
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einen signifikanten Einfluss in der univariablen Analyse. In der multivariablen Analyse

konnte keiner der Parameter als unabhéngig prognostisch bestétigt werden.

Tabelle 26: Univariable und multivariable Analyse (Cox-PH-Regression) des Gesamtiiberlebens mit
Hazard Ratio, 95%-Konfidenzintervall und Signifikanz des Wald-Tests (p).

univariable Analyse

multivariable Analyse

n HR 95%-KI P HR 95%-KI p

DTC-Status

Negativ 174

Positiv 44 543 1,21-2438 0,027 3,67 0,79 -17,2 0,099
Tumorgrofie

Ti 200

12-4 18 527 0,63-43,81 0,124 2,41  0,25-2295 0,444
Nodalstatus

NO 146

N+ 72 4,34 0,84-22,46 0,081 3,00 0,55-16,47 0,205
Grading

GI-2 157

G3 58 3,85 0,86-17,23 0,078 2,99  0,66-13,82 0,162

Unbekannt 3
THC-Subtyp

Luminal A 108 0,518

Luminal B (HER2-) 61 1,85 0,26-13,16 0,538

HER2+ 25 1,81 0,16-20,25 0,627

TNBC 23 448 0,63-32,04 0,135 N.i

unbekannt 1
Alter

<60J 142

>60J 76 2,69 0,6 - 12,02 0,196 N.L

DTC disseminierte Tumorzellen, /HC immunhistochemisch, HER2 human epidermal growth factor receptor 2, TNBC triple-negatives
Mammakarzinom, HR Hazard Ratio, KI Konfidenzintervall, NV.i.nicht inkludiert.
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Tabelle 27: Univariable und multivariable Analyse (Cox-PH-Regression) des brustkrebsspezifischen
Uberlebens mit Hazard Ratio, 95%-Konfidenzintervall und Signifikanz des Wald-Tests (p).

univariable Analyse multivariable Analyse
n HR 95%-KI P HR 95%-KI p

DTC-Status

Negativ 174

Positiv 44 7,98 1,45-43,74 0,017 548  0,91-3291 0,063
Tumorgrife

TI 200

12-4 18 435 0,51-37,29 0,18 1,21  0,112-13,19 0,872
Nodalstatus

NO 146

N+ 72 8,72 1,02-7498 0,049 6,82 0,73-63,44 0,091
Grading

GI-2 157

G3 58 5,62 1,03-30,73 0,046 4,65 0,82 - 26,51 0,083

Unbekannt 3
IHC-Subtyp

Luminal A 108 0,363

Luminal B (HER2-) 61 3,65 0,33-40,28 0,291

HER2+ 25 3,54 0,22-57,31 0,372

TNBC 23 8,83 0,8-98,09 0,076 N.i

unbekannt 1
Alter

<60J 142

>60J 76 2,04  0,41-10,1 0,384 N.i

DTC disseminierte Tumorzellen, /HC immunhistochemisch, HER2 human epidermal growth factor receptor 2, TNBC triple-negatives
Mammakarzinom, HR Hazard Ratio, KI Konfidenzintervall, NV.i.nicht inkludiert.

3.3.5.2 Multivariable Analyse des krankheitsfreien und metastasenfreien

Uberlebens

Die Ergebnisse der Cox-PH-Regression fiir das krankheitsfreie und das metastasenfreie

Uberleben kénnen Tabelle 28 und Tabelle 29 entnommen werden.

In den univariablen Analysen aller Parameter fiir das krankheitsfreie Uberleben zeigte sich
fiir einen positiven DTC-Status ein signifikanter Einfluss in Richtung einer schlechteren
Prognose (p = 0,027). Des Weiteren hatten Tumorstadium (p = 0,021), das Alter (p = 0,016)
und Vorliegen eines TNBC-Subtyps (p = 0,02; im Vergleich mit dem Luminal A-Subtyp)
einen signifikanten Einfluss in der univariablen Analyse. Die multivariable Analyse konnte

nur den TNBC-Subtyp (p = 0,04) und das Alter (p = 0,041) als unabhingig prognostische
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Parameter bestdtigen. Der DTC-Status konnte unter Hinzunahme der anderen Parameter

nicht als unabhéngig prognostisch bestdtigt werden (p = 0,221).

Das metastasenfreie Uberleben betrachtet zeigten ein positiver DTC-Status (p = 0,028) und
der TNBC-Subtyp (p = 0,03; im Vergleich mit dem Luminal A-Subtyp) einen signifikanten
Einfluss in der univariablen Analyse. Der TNBC-Subtyp bestitigte sich in der multivariablen
Analyse als unabhidngig prognostisch (p=0,027). Der DTC-Status konnte fiir das
metastasenfreie Uberleben nicht als unabhiingig prognostisch bestitigt werden (p = 0,056).

Tabelle 28: Univariable und multivariable Analyse (Cox-PH-Regression) des krankheitsfreien
Uberlebens mit Hazard Ratio, 95%-Konfidenzintervall und Signifikanz des Wald-Tests (p).

univariable Analyse multivariable Analyse
n HR 95%-KI p HR 95%-KI p

DTC-Status

Negativ 174

Positiv 44 3,03 1,05 -8,73 0,040 1,99 0,66 - 5,99 0,221
Tumorgréfe

TI 200

T2-4 18 5,83 1,3-26,03 0,021 4,07 0,85-19,4 0,078
Nodalstatus

NO 146

N+ 72 2,04 0,71 - 5,81 0,184 2,00 0,58-6,86 0,271
Grading

GI-2 157

G3 58 2,82 0,99-8,06 0,053 0,98 0,23 -4,13 0,975

Unbekannt 3
IHC-Subtyp

Luminal A 108 0,097 0,122

Luminal B (HER2-) 61 1,37 0,30 - 6,15 0,676 0,98 0,18 -5,27 0,983

HER2+ 25 2,96 0,66-1325 0,155 2,50 0,39-16,23 0,336

TNBC 23 5,17 1,29 - 20,7 0,02 7,10  1,10-4595 0,040

unbekannt 1
Alter

<60J 142

>60J 76 3,82 1,28-11,39 0,016 3,37 1,05-10,78 0,041

DTC disseminierte Tumorzellen, /HC immunhistochemisch, HER2 human epidermal growth factor receptor 2, TNBC triple-negatives
Mammakarzinom, HR Hazard Ratio, KI Konfidenzintervall, NV.i.nicht inkludiert.
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Tabelle 29: Univariable und multivariable Analyse (Cox-PH-Regression) des fernmetastasenfreien
Uberlebens mit Hazard Ratio, 95%-Konfidenzintervall und Signifikanz des Wald-Tests (p).

univariable Analyse multivariable Analyse
n HR 95%-KI P HR 95%-KI P

DTC-Status

Negativ 174

Positiv 44 4,01 1,16-13,85 0,028 342 097-12,09 0,056
Tumorgrife

TI 200

12-4 18 3,86 0,08-18,2 0,087 2,15 0,42-11,00 0,357
Nodalstatus

NO 146

N+ 72 3,14 0,89-11,21 0,077 4,05 094-17,56 0,061
Grading

GI-2 157

G3 58 2,68 0,78-9,26 0,119 1,09 0,26 -4,64 0,903

Unbekannt 3
IHC-Subtyp

Luminal A 108 0,180 0,130

Luminal B (HER2-) 61 2,72 0,45-16,32 0,272 1,91 0,27-13,33 0,513

HER2+ 25 3,85 0,54-27,36 0,178 2,62  0,30-23,15 0,387

TNBC 23 7,29  1,21-43,72 0,030 11,27  1,33-95,78 0,027

unbekannt 1
Alter

<60 Jahre 142

>60 Jahre 76 2,08 0,6 -7,21 0,246 N.i

DTC disseminierte Tumorzellen, /HC immunhistochemisch, HER2 human epidermal growth factor receptor 2, TNBC triple-negatives
Mammakarzinom, HR Hazard Ratio, KI Konfidenzintervall, NV.i.nicht inkludiert.
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3.4 Bisphosphonate

Die Ergebnisse der univariablen Cox-Regression fiir das Uberleben der postmenopausalen

Patientinnen (n = 134) in Abhingigkeit einer Bisphosphonat-Therapie sind in Tabelle 30

aufgefiihrt. Grundsétzlich zeigte sich durch die Bisphosphonattherapie hier kein protektiver

Effekt in Bezug auf die untersuchten Ereignisse, die Unterschiede im Uberleben waren nicht

statistisch signifikant.

Tabelle 30: Ergebnisse der univariablen Cox-Regression der Bisphosphonat-Therapie unter
postmenopausalen Patientinnen (n = 134) fiir das Gesamtiiberleben (OS), das brustkrebsspezifische
Uberleben (BCSS), das krankheitsfreie Uberleben (DFS) und metastasenfreie Uberleben (DDFS).
Angegeben sind Hazard Ratios (HR), 95%-Konfidenzintervalle (KI) und der Signifikanzwert des Wald-

Tests (p).
Bisphosphonat- o os BCSS
; n (%)
Therapie HR 95%-KI p HR 95%-KI p
Nein 92  (68,7) 1,29 0,22 -7,74 0,779 1,98 0,28 - 14,1 0,494
Ja 42 (31,3)
DFS DDFS
HR 95%-KI p HR 95%-KI p
1,25 0,36 - 4,26 0,727 1,06 0,2- 5,81 0,943

DTC disseminierte Tumorzellen, /R Hazard Ratio, OS Gesamtiiberleben, BCSS brustkrebsspezifisches Uberleben, DFS
krankheitsfreies Uberleben, DDFS metastasenfreies Uberleben, 95%-KT 95%-Konfidenzintervall
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3.5 Neoadjuvante Systemtherapie und DTC-Status

Bei insgesamt 46 Patientinnen wurde der DTC-Status nach abgeschlossener NACT im
Rahmen der Priméroperation bestimmt. Nach NACT zeigte sich unter allen Patientinnen
eine DTC-Detektionsrate von 10,9 %, und somit eine niedrigere DTC-Detektionsrate als
unter den therapienaiven Patientinnen (19,7 %). Eine pCR (im Sinne eines Regressiongrades
IIT oder IV nach Sinn) zeigte sich bei 39,1 % der Patientinnen. Trotz Komplettremission
zeigten sich bei 11,1 % dieser Patientinnen noch DTCs im Knochenmark. Allerdings
unterschieden sich die DTC-Detektionsraten unter Patientinnen mit pCR gegentiber solchen
ohne pCR kaum (11,1 vs. 10,7 %) sodass ein erfolgreiches Therapieansprechen des
Primértumors nicht auch mit einer vermehrten Eradizierung der DTCs einherging (Tabelle
31).

Tabelle 31: DTC-Positivitit von Patientinnen (n = 46) und pathologische Komplettremission nach
neoadjuvanter Chemotherapie

Gesamt n (%) DTC-positiv (%) DTC-negativ (%)
Gesamt‘ 46 (100) 5 (10,9) 41 (89,1
PCR nach |y e bCR 28 (60,9) 3 (10,7) 25 (89,3)
NACT P : : .
pCR 18 (39,1) 2 (11,1 16 (88.,9)

DTC disseminierte Tumorzellen, pCR pathologische Komplettremission (definiert als Regressionsgrad Sinn III 0. IV), NACT
neoadjuvante Chemotherapie. Prozentangaben in Spaltenprozent (Gesamt n) und Zeilenprozent (DTC-Status).

Bei 12 Patientinnen erfolgte eine DTC-Bestimmung sowohl vor als auch nach der
neoadjuvanten Chemotherapie (Tabelle 32). Bei zwei von drei pritherapeutisch DTC-
positiven Patientinnen lieBen sich nach NACT keine DTCs mehr im Knochenmark
nachweisen. Umgekehrt waren bei zwei der neun pritherapeutisch DTC-negativen

Patientinnen nach abgeschlossener NACT DTCs im Knochenmark nachweisbar.

Tabelle 32: DTC-Status von Patientinnen (n = 12) pri- und postneoadjuvant

Gesamt n (%) Nach NACT Nach NACT
? DTC-negativ (%) DTC-positiv (%)
DTC-Status .
vor NACT DTC-negativ 9 (75,0) 7 (77,8) 2 (22,2)
‘ DTC-positiv 3 (25,0 2 (66,7) 1 (333)

DTC disseminierte Tumorzellen. Prozentangaben in Spaltenprozent (Gesamt n) und Zeilenprozent (DTC-Status).
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3.6 DTC-Detektion im duktalen Carcinoma in situ (DCIS)

In unserem Gesamtkollektiv von 290 Patientinnen wurde bei 18 Patientinnen (6,2 %) ein
duktales Carcinoma in situ (DCIS) diagnostiziert. Das mediane Erkrankungsalter der DCIS-
Patientinnen lag bei 52 Jahren. Weitere klinisch-pathologische Parameter konnen Tabelle 33
entnommen werden. Auch bei diesen Patientinnen wurde eine Knochenmarkpunktion mit
konsekutiver DTC-Bestimmung durchgefiihrt. Hier zeigten sich 5 DTC-positive Fille,
entsprechend einer DTC-Positivitdt von 27,8 %, und 14 DTC-negative Fille (72,2 %).
Pramenopausale Patientinnen waren signifikant haufiger DTC-positiv (50,0 vs. 0,0 %;
p =0,036). Patientinnen mit low-grade und intermediate-grade DCIS-Lésionen waren
signifikant hdufiger DTC-positiv als Patientinnen mit high-grade DCIS-Lésionen (Gl:
100,0 %; G2; 40,0 %; G3: 10,0 %; p = 0,028). Falls bestimmt, waren die Lymphknoten der
DTC-positiven Fille tumorfrei (NO). Die DCIS-Lésionen der DTC-positiven Patientinnen
waren in allen Féllen ER-positiv und in vier von fiinf Féllen PR-positiv. Im Vergleich zur
DTC-Positivitit von 19,7 % der invasiven Karzinome des Kollektivs zeigte sich bei den
DCIS-Lasionen mit 27,8 % eine hohere DTC-Positivitét (siche Tabelle 34). Diese Haufung
erreichte im Chi-Quadrat-Test jedoch keine statistische Signifikanz (p = 0,414).

Tabelle 33: Klinisch-pathologische Parameter der DCIS-Patientinnen, DTC-Detektionsraten sowie
Signifikanzniveau (p) des exakten Tests nach Fisher

Gesamt n DTC-Positiv (%) p
(%)
Menopausenstatus | pramenopausal 10 (55,6) 5 (50,0)
postmenopausal 8 (44,4) 0 (0,0 0,036
Nodalstatus | NO 10 (55,6) 3 (30,0)
N+ 2 (L1 0 (0,0) 1,000
unbekannt 6 (33,3) 2 (33,3
Grading | G1 2 (1.1 2 (100,0)
G2 5 (27,8) 2 (40,0)
G3 10 (55,6) 1 (10,0) 0,028
unbekannt 1 (5,6) 0 (0,0
ER-Status | ER- 2 (1.1 0 (0,0)
ER+ 16 (88,9) 5 (3L3) 0.542
PR-Status | PR- 5 (27,8) 1 (20,0)
PR+ 12 (66,7) 4 (33,3) 1,000
unbekannt 1 (5,6) 0 (0,0

DTC disseminierte Tumorzellen, ER Ostrogenrezeptor, PR Progesteronrezeptor, Prozentangaben in Schichtenprozent (Gesamt n)
und Zeilenprozent (DTC-Status).
* Nodalpositiv ohne Nachweis eines invasiven Primarius
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Tabelle 34: DCIS und invasive Karzinome (T1-T4) therapienaiver Patientinnen und DTC-Nachweis im
Knochenmark mit Signifikanzwert (p) des exakten Tests nach Fisher

Gesamt n DTC-positiv (%) DTC-negativ (%)
Kollektiv ‘ DCIS 18 (7,0) 5 (27,8) 13 (72,2)
‘ Invasiv (T1-T4) 238 (93,0) 47 (19,7) 191 (80,3)
p= 0,542

DTC disseminierte Tumorzellen, DCIS duktales Carcinoma in situ

Wihrend des Nachbeobachtungszeitraums (Median 20,3 Monate, Spannweite 3 - 56
Monate) erlitt eine der DCIS-Patientinnen ein kontralaterales Zweitkarzinom. Die Patientin

war DTC-negativ.

4 Diskussion

4.1 Vorbemerkung

Die Identifizierung von Patientinnen, welche nach der Komplettexzision des Primartumors
ein erhohtes Risiko fiir ein Lokal- oder Fernrezidiv haben, ist der Hauptfokus im
postoperativen Setting. Goldstandard fiir eine Prognoseabschétzung ist nach wie vor die

pathologische TNM-Klassifikation.

Dennoch erleiden auch Patientinnen mit negativem Lymphknotenstatus nach erfolgreicher
chirurgischer Entfernung des Primartumors in 25 - 30 % der Fille ein Lokalrezidiv oder eine
Fernmetastasierung [6-8]. Eine Erklarung hierfiir konnte sein, dass bereits vor der operativen
Therapie eine Tumorzelldisseminierung stattgefunden hat, die durch die pathologische und
radiologische Routinediagnostik im Staging nicht erfasst wird. Im Vergleich zu einer
klinisch apparenten Metastasierung, welche ein relativ spites Ereignis im Krankheitsprozess
solider Tumore wie dem Mammakarzinom darstellt, konnen disseminierte Tumorzellen im
Knochenmark der Patientinnen deutlich frither detektiert werden und gelten als frither
Indikator einer systemischen Tumorausbreitung [83, 110, 119]. Demnach besteht ein hohes
Interesse am Nachweis und der Charakterisierung dieser Zellen. In mehreren Studien hat
sich bereits gezeigt, dass ein Nachweis disseminierter Tumorzellen im Knochenmark mit
einer schlechteren Prognose einhergeht [112, 120, 124], womit sich diese als klinisch
hochrelevant erweisen. Die Validierung der prognostischen Signifikanz disseminierter
Tumorzellen kann die Grundlage fiir diesen neuen Marker erweitern, der die Identifizierung

von Patientinnen mit einem erhdhten Risiko fiir Rezidive oder eine Fernmetastasierung
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ermdglicht. Dadurch kann die Rate an Patientinnen, die einer Uber- oder Untertherapie
ausgesetzt werden, verringert werden. In dieser Arbeit wurde das Patientinnenkollektiv der
UFK Diisseldorf hinsichtlich ihres DTC-Status untersucht, und iiber den

Nachbeobachtungszeitraum der prognostische Wert dieses Markers bemessen.
4.2 Patientinnenkollektiv

Das Patientinnenkollektiv, das dieser Arbeit zu Grunde lag, umfasste 290 Patientinnen mit
einem medianen Lebensalter von 54 Jahren bei Diagnosestellung. Wird die Kollektivgrof3e
in der Literatur betrachtet, so zeigt sich eine grofle Spannweite. In der gepoolten Analyse
von Braun et. al aus dem Jahre 2005 wurden in den neun einbezogenen Studien zwischen
270 und 917 Patientinnen untersucht [112]. In folgend publizierten Studien umfassten die
untersuchten Kollektive zwischen 191 und 3413 Patientinnen pro Studie. Das mediane
Lebensalter lag hier zwischen 54 und 56 Jahren. [115, 121, 138, 139]. Im der vorliegenden
Studie war mit 58,2% der iiberwiegende Teil der Patientinnen postmenopausal gegeniiber
41,8% pramenopausalen Patientinnen. Auch in anderen Studien war der groflere Teil der
Patientinnen postmenopausal, allerdings mit zwischen 66,5 bis 70,1% in etwas hoheren
Verhéltnissen. Fiir die Verteilung der T-Stadien (ausgenommen DCIS-Karzinome) ergab
sich in dieser Arbeit mit Werten von 46,8% fiir T1-Tumore, 42,5% fiir T2-Tumore und 9,5%
fiir T3-4 Tumore ein dhnliches Verhiltnis von T1- zu T2-klassifizierten Tumoren. In der
Literatur lie§ sich in vergleichbaren Studien ein etwas hoheres Verhéltnis von T1-Tumoren
mit 52 — 59,5 % zu T2-Tumoren mit 27 — 36 % und T3-4 Tumoren mit 7,4 — 20 % finden
[112, 115, 138]. Eine Studie von Tjensvoll et al. zeigte ein noch hdheres Verhéltnis von T1-
Tumoren mit 75,9 % zu T2-T4 Tumoren mit 24,1 % [121]. Das dieser Arbeit zugrunde
liegende Kollektiv fallt mit einer Lymphknoten-Positivitit von 34,6 % in den in der Literatur
auffindbaren Rahmen von 30 —52 % [112, 115, 121, 138]. Die Verteilung des Gradings
innerhalb anderer Studien zeigt sich heterogen: Wahrend intermediate-grade-Tumore mit
56,8 % in der vorliegenden Studie wie auch in anderen Studien am héufigsten
eingeschlossen sind [112, 115, 121, 138], schlossen manche Studien als zweithdufigstes low-
grade-Tumore und andere Studien als zweithdufigstes high-grade-Tumore ein. In dem
Kollektiv der vorliegenden Arbeit wiesen 9,2 % der Patientinnen low-grade-Tumore und
31,8 % high-grade-Tumore auf. Die Studien von Hartkopf et al. sowie die gepoolte Analyse
von Braun et al. zeigten eine dhnliche Verteilung von low-grade-Tumoren mit 11,2 — 14,7 %

und high-grade-Tumoren mit 20,8 — 38,8 % [112, 115]. Bidard et al. sowie Tjensvoll et al.
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dahingegen schlossen mit 35 — 37 % mehr low-grade-Tumore ein und nur 24 — 26 % high-

grade-Tumore [121, 138].

Der Nachbeobachtungszeitraum der vorliegenden Studie liegt mit median 35 Monaten am
unteren Ende der in der Literatur auffindbaren Spannweite. Die gepoolte Analyse von
Braun et al. wuntersuchte in den neun eingeschlossenen Studien mediane
Nachbeobachtungszeitrdume zwischen 35 und 178 Monaten [112]. Folgende Studien
beobachteten die Patientinnen median zwischen 43 und 56 Monaten nach [115, 138§].
Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass das dieser Arbeit zu Grunde gelegte
Patientinnenkollektiv die klinischen Angaben in der Literatur widerspiegelt, es jedoch bei
der Interpretation der Ergebnisse als kleines Kollektiv mit einer kurzen

Nachbeobachtungszeit einzuordnen ist.

4.3 DTC-Detektion im Knochenmark

Das Knochenmark stellt ein relativ leicht zugéngliches Kompartiment fiir die Untersuchung
dar. Da der Eingriff intraoperativ durchgefiihrt fiihrte ging er fiir die Patientinnen mit einer

geringen zusétzlichen Belastung einher.

Diel et al. berichteten iliber geringe Komplikationsraten bei Mammakarzinompatientinnen
nach DTC-Bestimmung: So trat bei 2052 Punktionen intraoperativ in lediglich einem Fall
eine Blutung im Stichkanal auf, die mit einer Ligatur versorgt werden musste. Auch
postoperative Komplikationen waren auf ein geringes Vorkommen beschrankt [113, 140].
Domschke et al. untersuchten 254 Patientinnen mit Mammakarzinom auf postoperative
Komplikationen nach und demonstrierten bei geringem Auftreten postpunktioneller
Schmerzen oder Hdmatome keinen signifikant verldngerten postoperativen Aufenthalt der
Patientinnen mit Knochenmarkpunktion gegeniiber Patientinnen ohne
Knochenmarkpunktion [141]. Dariiber hinaus trat in keiner der vorgenannten

Untersuchungen eine Wundinfektion der Punktionsstelle auf [113, 140, 141].

Vorrangig diente zunédchst das Knochenmark als Kompartiment zum Nachweis einzelner,
gestreuter Tumorzellen beim primidren Mammakarzinom. Ein Nachteil ist die Invasivitit
dieser Methode, insbesondere mit Riicksicht auf eine wiederholte Bestimmung des DTC-
Status im Therapieverlauf. Mit der Zeit gelang auch das Blut als ein zugénglicheres
Kompartiment fiir den Tumorzellnachweis in den Fokus. Die geringe Invasivitit einer

Blutentnahme erlaubt eine risikoarme Wiederholung der Untersuchung in verschiedenen
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Abstinden. Des Weiteren wurde mit dem Cell-Search®-System eine weitgehend
automatisierte und somit gut reproduzierbare, kommerzielle Methode zur Bestimmung von
CTCs etabliert [142]. Obwohl die Datenlage zu CTCs rasant wéchst, und ihr Nachweis unter
anderem in einer  groflen, gepoolten  Untersuchung von  priméren
Mammakarzinompatientinnen mit einem schlechteren Uberleben korrelierte, erschweren
niedrige Detektionsraten beim friithen Mammakarzinom den Gebrauch dieser Methode zur
addquaten Prognostizierung [143-145]. Dariiber hinaus haben CTCs mit der erfolgreichen
Intravasation nur die frithen Schritte des Metastasierungsprozesses durchlaufen. Unklar
bleibt, inwiefern die erfassten Zellen auch die Féhigkeiten zur Extravasation und
darauffolgenden MET, zwei kritischen Schritten im Metastasierungsprozess, besitzen.
Disseminierte Tumorzellen im Knochenmark haben diese Schritte bereits durchlaufen und
bringen daher eine hohe prognostische Aussagekraft mit sich [83, 112, 115]. Ihre Datenlage

verfiigt dariiber hinaus iiber lange Nachbeobachtungszeitraume.
4.4 DTC-Nachweis mittels pan-Zytokeratin Antikérper AE1/AE3

Mit nur wenigen DTCs unter Millionen von Knochenmarkzellen stellt ihre Detektion eine
methodologische Herausforderung dar. Um die Wahrscheinlichkeit eines Nachweises zu
erh6hen, mussten Anreicherungsverfahren entwickelt werden, die die Sensitivitdt und
Spezifitit der darauffolgenden Nachweisverfahren verbessern. Fiir die in dieser Arbeit
ausgewerteten Knochenmarkaspirate wurde die Dichtekissenzentrifugation mit Ficoll zur
Anreicherung mononukledrer Zellen verwendet. Diese wurde fiir den Nachweis
disseminierter Tumorzellen im Knochenmark von Mammakarzinompatientinnen als

Standardverfahren zur Anreicherung empfohlen [134].

Die Wahl des Detektionsmarkers flir das Nachweisverfahren spielt neben der
Tumorzellanreicherung eine entscheidende Rolle fiir die Sensitivitdit und Spezifitit des
Nachweises. In dieser Arbeit erfolgte die Detektion der DTCs iiber den Immunfloreszenz-
Nachweis gewebsspezifischer epithelialer Marker (Zytokeratine), deren ektope Expression
auf Zellen im mesenchymalen Gewebe des Knochenmarks untersucht wurde. Zellen
epithelialer Herkunft kommen im mesenchymalen Knochenmark physiologisch nicht vor.
Unter Verwendung des Pan-Zytokeratin Antikorpers AE1/AE3 erfolgte der DTC-Nachweis
in den angereicherten Knochenmarkszellen. Dieser Antikorper bindet an eine Vielzahl von
Zytokeratinen, wodurch der Nachweis von Zellen verbessert wird, die im Rahmen der

epithelial-mesenchymalen Transition individuelle Zytokeratine vermindert exprimieren [94,
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132]. Der Nachweis unter Verwendung des Pan-Zytokeratin Antikdrpers AE1/AE3 gilt als
eine der am besten validierten Methoden und wird gegenwirtig als eine der
Standardmethoden empfohlen [134]. Ferner wurde eine Doppel-Immunfluoreszenz-
Farbung mittels CD45-Antikdrper zur Férbung der Leukozyten in den
Knochenmarkspréparaten eingesetzt. Dies erlaubt eine Diskriminierung der Leukozyten
gegeniiber Zellen epithelialen Ursprungs, wie den disseminierten Tumorzellen. Die
Verwendung des Doppel-Immunfluoreszenz-Verfahrens unterscheidet die vorliegende
Studie von anderen Studien, die mittels Antikorper-Verfahren den prognostischen Wert der
Tumorzelldissemination im Knochenmark auf das Uberleben untersuchen, in denen

iiberwiegend immunhistochemische Verfahren Anwendung fanden.

Weitere Methoden mit Potential fiir eine hohere Sensitivitit sind andere antikorper-basierte
Verfahren wie imunnomagnetische Anreicherung und Flow-Zytometrie, sowie molekulare
Verfahren wie PCR, Reverse-Transkriptase-quantitative PCR (RT-qPCR) und FISH. Die
Untersuchungen der vielzéhligen Verfahren zur DTC-Bestimmung zeigten allerdings, dass
Disparitdten zwischen den etablierten Nachweismethoden bestehen. So demonstrierten
Effenberger et al. in einer Studie, in der die zum immunzytochemischen DTC-Nachweis
etablierten pan-Zytokeratin Antikorper AE1/AE3 und A45-B/B3 miteinander verglichen
wurden, unterschiedliche DTC-Detektionsraten von 6,1% (A45-B/B3) und 10,5%
(AE1/AE3). Besonders auffillig war dabei, dass die beiden Farbungen unter allen DTC-
positiven Fillen in lediglich 3,2% der Fille iibereinstimmten. DTCs hormonrezeptor-
positiver Fille wurden hdufiger mit dem Antikorper A45-B/B3 detektiert, wohingegen
hormonrezeptor-negative Félle hdufiger DTCs in der Farbung mit dem Antikorper AE1/AE3
zeigten. Die Autoren und Autorinnen der Studie nahmen an, dass unterschiedliche
Zytokeratin-Expressionsmuster, sowohl wahrend unterschiedlicher Schritte innerhalb der
Tumorzelldissemination als auch unter den verschiedenen Tumorsubtypen, fiir die
unterschiedlichen DTC-Detektionsraten der Antikorper verantwortlich sind [146]. Daraus
lasst sich schlieen, dass die beiden unterschiedlichen Verfahren unterschiedliche DTC-
Zellpopulationen im Knochenmark zu detektieren scheinen, was fiir den klinischen

Gebrauch und zukiinftige Studien wichtige Implikationen hat.

Gilje et al. konnten auch zwischen immunzytochemischen und molekularen
Nachweisverfahren Disparitidten aufdecken: Beim Vergleich des Nachweises mittels Pan-
Zytokeratin Antikorper AE1/AE3 gegeniiber der Multimarker-RT-qPCR (mRNA-Marker
fir TWIST1, Zytokeratin 19, und Mammaglobin A) unter 313 Knochenmarkaspiraten
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zeigten sich Detektionsraten von 40% (RT-qPCR) gegeniiber 7% (AE1/AE3). Beide
Verfahren stimmten unter allen DTC-positiven Féllen in nur 8,9% der Fille iiberein [147].
Auch Becker et al. verglichen den DTC-Nachweis mittels Immunzytochemie (A45B-B3-
Antikorper) gegeniiber RT-qPCR (mRNA-Marker fiir Zytokeratin 19), und wéhrend sich
unter 385 Patientinnen identische DTC-Positivitédtsraten der beiden Verfahren von 35%
zeigten, so zeigte sich jedoch in nur 21% der Fille eine Ubereinstimmung der positiven
Ergebnisse beider Verfahren [148]. Riickblickend kompromittieren diese Erkenntnisse den
Vergleich der bisher veroffentlichten Studien, in denen heterogene Nachweisverfahren
Anwendung fanden. Trotz gegebener Empfehlungen fiir Methoden zum Nachweis
disseminierter Tumorzellen bestehen nach wie vor Grenzen in der Standardisierung
immunzytochemischer Verfahren, namentlich die Reproduzierbarkeit der Fairbemethode an
sich, als auch die Variabilitit in der mikroskopischen Auswertung [134, 149]. Aus diesem
Grund miissen die Nachweismethoden zukiinftig sowohl innerhalb der Untersuchungsstétten
als auch zwischen den Untersuchungsstétten untereinander weiter evaluiert werden, um die
Zuverlassigkeit der Ergebnisse zu sichern. Dariliber hinaus sollten unterschiedliche
immunzytochemische und molekulare Nachweismethoden als komplementidre und nicht

exklusive Untersuchungen in Betracht gezogen werden.

4.5 Diskussion der Ergebnisse einzelner Untersuchungsaspekte

4.5.1 DTC-Detektion im nicht-metastasierten Mammakarzinom

In der vorliegenden Studie zeigte sich unter 238 therapienaiven Patientinnen mit nicht-
metastasiertem Mammakarzinom eine DTC-Detektionsrate von 19,7 %. DTC-Detektion
war signifikant mit hheren T-Stadien assoziiert (p = 0,035) und waren signifikant haufiger
in Patientinnen iiber 60 Jahren nachweisbar (p = 0,026). Nodalpositive Patientinnen zeigten
keine signifikante Haufung von DTCs im Knochenmark gegeniiber nodalnegativen
Patientinnen (p = 0,732). Dies suggeriert einen von den Lymphabflusswegen unabhédngigen
Weg der Tumozelldisseminierung, und unterstreicht die Unabhdngigkeit zwischen

lymphogener und hdmatogener Metastasierung.

In der Literatur wurden sowohl hohere als auch niedrigere DTC-Detektionsraten zwischen
3 % und 49 % beschrieben. In den Kollektiven, die von Braun et. al in der gepoolten Analyse
zusammengefasst wurden, zeigten sich DTC-Detektionsraten zwischen 12 % und 43 %, in

folgenden Veroftentlichungen zwischen 3 % und 49 % [112, 115, 138, 139, 150]. Giuliano
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et al. beschrieben eine DTC-Detektionsrate von lediglich 3 % unter 3413 untersuchten
Patientinnen mit Mammakarzinomen der Stadien Tl — T2 und negativem
Lymphknotenstatus. Da die Tumorzelldissemination in anderen Studien, in denen sowohl
T3 — T4 Kklassifizierte als auch lymphknotenpositive Mammakarzinome eingeschlossen
wurden, mit der TumorgroBBe sowie dem Lymphknotenstatus korrelierte (s.u.), ist die
niedrigere Inzidenz in der Studie von Giuliano et al. plausibel. Die Autoren merkten
ebenfalls an, dass Unterschiede in der Labormethode, die in Kapitel 4.4 diskutiert wurden,

dazu beigetragen haben konnten [139].

Assoziationen zwischen prognostischen, klinisch-pathologischen Tumorcharakteristika und
der Detektion von DTCs im Knochenmark werden vielfach diskutiert. Obwohl viele Studien
eine positive Assoziation zwischen DTC-Detektion und bestimmten Tumormerkmalen
demonstrierten, so blieb die Bestétigung jeglicher Korrelation in manchen Studien aus [ 138,
151]. Braun et. al zeigten in einem grofen Kollektiv, dass DTC-positive Patientinnen
signifikant haufiger groBere Tumore, einen positiven Lymphknotenstatus, eine hoheres
Grading, sowie einen negativen Hormonrezeptorstatus des Tumors aufwiesen [112]. Auch
Hartkopf et al. bestétigten einen signifikant hdufigeren Nachweis von DTCs bei Patientinnen
mit groferen Tumoren, positivem Lymphknotenstatus, negativem Hormonrezeptorstatus

und dariiber hinaus auch bei positivem HER2-Status [115].

Auch in dem vorliegenden Kollektiv bestétigte sich eine signifikante Hiufung des DTC-
Nachweises im Knochenmark von Patientinnen mit groeren Tumoren. Dass sich unter
hormonrezeptor-negativen und HER2-positiven Patientinnen keine signifikante Hiaufung
zeigte, kann an den absolut gesehenen geringen Fallzahlen der hormonrezeptor-negativen
(ER-negativ n = 32; PR-negativ n = 57) und HER2-positiven (n = 26) Patientinnen im
Gesamtkollektiv liegen.

Eine signifikante Hiufung von DTCs im Knochenmark é&lterer gegeniiber jlingerer
Patientinnen, wie es in der hier vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, wird durch die
Studienlage nicht regelhaft bestétigt. In der Studie von Tjensvoll et al. waren Patientinnen,
die tiber 55 Jahre alt waren, gegeniiber jiingeren Patientinnen doppelt so haufig DTC-positiv
[121]. Bei Braun et al. zeigte sich wiederum ein signifikant gehdufter Nachweis von DTCs
in den jlingeren gegeniiber den dlteren Altersgruppierungen [112]. Andere Studien zeigten
keine signifikanten statistischen Assoziationen zwischen Alter und DTC-Status [138, 150],
sodass die Bedeutung des Patientinnenalters im Prozess der Tumorzelldisseminierung

weiterhin unklar bleibt.
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4.5.2 NACT und DTC-Detektion

Wihrend der letzten Jahre gewannen neoadjuvante Therapiestrategien bei der Behandlung
von primdren Mammakarzinompatientinnen zunehmend an Bedeutung. Insbesondere bei
TNBC und HER2-positiven/hormonrezeptornegativen Subtypen geht eine pCR nach
neoadjuvanter Therapie mit einer gilinstigeren Prognose einher [75-78]. Viele klinische
Studien fokussieren sich deswegen auf das neoadjuvante Setting und nehmen das
histopathologisch bestimmte Ansprechen auf die Therapie als frithen, einfach-beurteilbaren
Studienendpunkt, stellvertretend fiir die Prognose. Obwohl eine pCR als Surrogatmarker
fiir das Therapieansprechen betrachtet wird, lisst sich bei 15 — 20 % der Patientinnen mit
pCR im Verlauf eine Fernmetastasierung beobachten [76, 77]. Dies legt nahe, dass
Tumorzellen die Fihigkeit besitzen miissen, in anderen Kompartimenten des Korpers zu
persistieren, und dass ein Ansprechen des Primértumors nicht in allen Fillen mit einem

Ansprechen der MRD gleichzusetzen ist.

Im neoadjuvant behandelten Kollektiv lieBen sich posttherapeutisch noch bei 10,6 % der
Patientinnen persistierende DTCs nachweisen. Jedoch gab sich keine signifikante
Assoziation zwischen dem Ansprechen auf die NACT im Sinne einer pCR und der
vermehrten Eradizierung von DTCs. Die im Vergleich zum therapienaiven Kollektiv
niedrigere Detektionsrate ldsst allgemein einen Therapieeffekt auf die DTC-Population
vermuten. Auch vergangene Studien zeigten bei prd- und posttherapeutischer DTC-
Bestimmung postneoadjuvant niedrigere DTC-Detektionsraten, jedoch ebenfalls ohne
signifikante Assoziation von pCR und DTC-Eradizierung als Hinweis auf eine partielle

Chemoresistenz dieser Zellen. [123, 125, 152].

In einer Subgruppe von 12 Patientinnen, die sowohl vor als auch nach NACT eine DTC-
Bestimmung erhalten haben, wurden zwei von drei pritherapeutisch DTC-positiven
Patientinnen nach der NACT DTC-negativ getestet. Interessanterweise lieBen sich bei zwei
von neun DTC-negativen Patientinnen postneoadjuvant DTCs nachweisen — ein Phdnomen
das bereits in einer der vorgenannten Studien beobachtet wurde. Dort wird hypothetisiert,
dass diese Patientinnen moglichweise vor der Therapie DTCs hatten, welche durch den
Prozess der EMT ihren epithelialen Charakter verloren hatten und sich somit der
Chemotherapie entzogen haben [152]. Allgemein wird vermutet, dass Subpopulationen von
sowohl CTCs als auch DTCs chemoresistent sein kdnnen, was auf eine geringere
proliferative Aktivitit dieser Zellen im Sinne von tumor dormancy zurtickgefiihrt wird [153-

155]. Dies konnte die zum Teil ausbleibende Eradikation der DTCs durch NACT, trotz
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ansprechen des Primidrtumors, erkldren. Ferner ldsst sich in diesem Zusammenhang
vermuten, dass die DTCs dieser Patientinnen nach EMT keine epithelialen
Oberflachenantigene, einschlieflich der Zytokeratine, exprimierten und somit von der

angewendeten Nachweismethode mittels Pan-Zytokeratin-Antikdrper nicht erfasst wurden.

In der Vergangenheit wurde aullerdem belegt, dass ein Teil der persistierenden DTCs
apoptotisch ist und kein Metastasierungspotential mehr besitzt. Gerade unter Patientinnen
mit pCR zeigten sich signifikant hdufiger apoptotische DTCs [156, 157]. Der Nachweis
apoptotischer DTCs nach Neoadjuvanz, in denen die Apoptose moglicherweise durch die
Therapie induziert wurde, wurde auch als prognostisch giinstiger Faktor identifiziert [158].
In der vorliegenden Studie wurde die Expression apoptotischer Marker im Rahmen einer
Subtypisierung der persistierenden DTCs nicht untersucht, sodass beziiglich eines Einflusses
auf das Uberleben der postneoadjuvant DTC-positiven Patientinnen keine Aussage getroffen

werden kann.

Es bestehen weitere Hypothesen, u.a. wird die Elimination der DTCs durch adjuvante
Therapien, die Elimination oder Langzeit-Kontrolle durch das Immunsystem, oder das
Vorhandensein eines biochemisch-ungeeignetes Mikro-Millieus in der Umgebung der
DTCs, welches deren Progression zur Metastase langfristig unterdriicken konnte, vermutet.
Die vorgenannten Aspekte stiitzen die Tatsache, dass auch nach NACT nicht alle

Patientinnen mit persistierenden DTCs eine Fernmetastasierung entwickeln.

Zukiinftig bedarf es Studien, welche eine genauere Charakterisierung der DTCs umfassen,
um die hinter persistierenden DTCs stehenden Mechanismen zu untersuchen, deren
prognostischen Einfluss zu bestimmen, und neoadjuvante Therapiestrategien zu optimieren.

Siehe hierzu auch Kapitel 4.5.4.

4.5.3 Prognostischer Wert des DTC-Status in Uberlebensanalysen

Diverse Studien haben den ungiinstigen prognostischen Wert von DTCs in univariablen

Analysen gezeigt.

In Ubereinstimmung zu diesen Verdffentlichungen zeigte sich auch in der hier vorliegenden

Arbeit fiir DTC-positive Patientinnen eine schlechtere Prognose in der univariablen Analyse.

Ein DTC-Nachweis war signifikant mit einem kiirzeren Gesamtiiberleben (HR 5,43; 95%-

KI 1,21 — 24,38; p = 0,027), brustkrebsspezifischem Uberleben (HR 7,98; 95%-KI 1,45 —

43,74; p = 0,017), krankheitsfreiem Uberleben (HR 3,03; 95%-KI 1,05 — 8,73; p = 0,04)
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sowie metastasenfreiem Uberleben (HR 4,01; 95%-KI 1,16 — 13,85; p = 0,028) assoziiert.
Unter Hinzunahme weiterer prognostischer Faktoren in der multivariablen Analyse
verringerte sich der Einfluss des DTC-Status auf das Uberleben, sodass sich die
Unabhiangigkeit dieses Parameters weder fiir das Gesamtiiberleben noch fiir das
brustkrebsspezifische, das krankheitsfreie oder das metastasenfreie Uberleben bestitigte.
Dies ist am ehesten durch die KollektivgroBe sowie die kurze mediane

Nachbeobachtungszeit zum Zeitpunkt dieser Auswertung zu erklaren.

Im vorliegenden Kollektiv konnte nur der TNBC-Subtyp (fiir krankheitsfreies und
metastasenfreies Uberleben) und ein Alter iiber 60 Jahren (fiir krankheitsfreies Uberleben)

als prognostisch unabhéngige Faktoren identifiziert werden.

Die bedeutendste prognostische Auswertung zu DTCs im Knochenmark stammt aus der
zuvor genannten gepoolten Analyse von Braun et al., in der 4703 Patientinnen aus neun
prospektiven Studien mit einer Nachbeobachtungzeit von 10 Jahren untersucht wurden. Die
Analyse wurde durch die Hinzunahme individueller Patientinnendaten gestdrkt. Der
Nachweis von DTCs im Knochenmark war ein signifikanter, unabhiangiger Prognosefaktor
fiir ein kiirzeres Gesamtiiberleben, brustkrebsspezifisches Uberleben, krankheitsfreies
Uberleben und metastasenfreies Uberleben. Bei einem medianen Follow-Up von 62
Monaten hatten DTC-positive Patientinnen gegeniiber DTC-negativen Patientinnen ein
mehr als zweifach erhohtes Risiko, zu versterben (HR 2,44; 95% CI 2,08-2,86; p < 0.001)
oder an Folgen des Mammakarzinoms zu versterben (HR 2,15 95% CI 1.87-2,47,p <0.001).
Auch bestand ein zweifach erhohtes Risiko fiir ein kiirzeres krankheitsfreies (HR 2,13; 95%-
KI 1,89 —2,39; p < 0,001) und metastasenfreies Uberleben (HR 2,33; 95%-KI 2,04 — 2,65;
p < 0,001) [112]. Eine weitere Bekriftigung der Datenlage lieferte die bislang grofte
unizentrische Studie von Hartkopf et al., welche 3141 Patientinnen {iber eine mediane
Nachbeobachtungszeit von 43 (DFS) bis 53 (OS) Monaten untersuchte. Auch hier ergab sich
fiir DTC-positive Patientinnen ein 1,4-fach erhohtes Risiko, zu versterben (HR 1,44; 95%-
KI 1,13 —1,86; p = 0.004), und ein 1,7-fach erhohtes Risiko eines Lokal- oder Fernrezidivs
ithrer Erkrankung (HR 1,74; 95%-KI 1,34 — 2,25; p < 0.001). In der multivariablen Analyse
bestétigte sich der DTC-Status als signifikanter, unabhéingiger Prognosefaktor fiir das
krankheitsfreie Uberleben (p < 0,001) und das Gesamtiiberleben (p = 0,013).

Um die prognostische Relevanz des DTC-Status weiter zu bestétigen, poolten Hartkopf et
al. ihre Daten und die von zehn anderen Mammazentren in Europa und den USA fiir eine

grofle Metaanalyse (PADDY). Die Auswertung von 10.307 Féllen zeigten eine DTC-
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Positivitidt von 27,3 % sowie signifikante Haufungen DTC-positiver Félle bei groferen
Tumoren, positivem Nodalstatus, hoherem Grading, ER-/PR-Negativitit und HER2-
Positivitét (alle p <0,001). Nach einem medianen Follow-Up von 7,6 Jahren war DTC-
Positivitét in der multivariablen Analyse signifikant mit einem schlechteren OS (HR 1,23;
95%-KI: 1,06 —1,42; p=0,007), BCSS (HR 1,38; 95%-KI: 1,11 — 1,72; p = 0.004), DFS
(HR 1,29; 95%-KI: 1,10 —-1,50; p=0,001) und DDFS (HR 1,32; 95%-KI 1,10 — 1,58,
p = 0,003) assoziiert und bestitigte sich erneut als prognostisch unabhéngig [159].

Weitere Untersuchungen berichteten iiber eine signifikante Assoziation zwischen DTC-
Detektion und einem erhohten Lokalrezidivrisiko. Bidard et al. und Hartkopf et al. konnten
die prognostische Unabhingigkeit des DTC-Status in Bezug auf das lokalrezidivfreie
Uberleben bestitigen [120, 138]. Dies impliziert, dass nach vollstindiger Exzision des
Priméirtumors moglicherweise DTCs vom Knochenmark aus zur Stelle des Primértumors
rezirkulieren konnen. Diese provokative Hypothese wird ebenfalls durch eine friihere
experimentelle Studie gestiitzt, die am Tiermodell nachweisen konnte, dass sich CTCs an

der Primartumorlokalisation ansiedeln kénnen [160].

Der prognostische Wert persistierender DTCs nach NACT wurde mit Riicksicht auf die
verfiigbare Fall- und Ereigniszahl in dieser Arbeit nicht bestimmt. Jedoch sind nach NACT
persistierende DTCs in der Vergangenheit ebenfalls mit einem signifikant schlechteren
Uberleben assoziiert worden [154, 156]. Auch DTC-Status-abhiingige Sekundirtherapien
wurden von Naume et al. in einer Studie untersucht, in der frihe
Mammakarzinompatientinnen nach abgeschlossener ~Chemotherapie (Fluoruracil,
Epirubicin, Cyclophosphamid) bei posttherapeutisch persistierenden DTCs zusétzlich sechs
Zyklen Docetaxel verabreicht bekommen haben. Diese Patientinnen zeigten ein
vergleichbares krankheitsfreies Uberleben wie Patientinnen, die bei der Erstdiagnose DTC-
negativ waren. Patientinnen, die wiederum nach Docetaxel-Gabe persistierende DTCs

zeigten, hatten dagegen ein signifikant schlechteres krankheitsfreies Uberleben [161].

Obwohl die meisten Studien den unabhingig prognostischen Wert von DTCs bereits
nachweisen konnten, bleibt die klinische Bedeutung von DTCs im Knochenmark ein
kontroverses Thema. Sowohl die Leitfaden der American Society of Clinical Oncology
(ASCO) als auch die aktuelle S3-Leitlinie Mammakarzinom der AWMEF empfehlen die
routinierte Bestimmung als prognostischen Marker aufgrund einer unzureichenden
Datenlage bisher nicht [45]. Auch die bereits diskutierten methodologischen

Schwierigkeiten in der Standardisierung der DTC-Detektion spielen dabei eine Rolle.
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4.5.4 Disseminierte Tumorzellen in immunhistochemischen Subtypen des
Mammakarzinoms
Betrachtet man die gegebenen Diskrepanzen in der Effektivitdt von Chemotherapien sowie
den rezidivfreien Uberlebenszeiten zwischen verschiedenen immunhistochemischen
Subtypen (insb. TNBC und Hormonrezeptor-positiven Tumoren), sowie den bekannten
prognostischen Wert der Tumorzelldisseminierung beim Mammakarzinom, so ldsst sich
vermuten, dass sich DTCs in unterschiedlichem Ausmal} unter den immunhistochemischen
Subtypen nachweisen lassen konnten. In der vorliegenden Arbeit konnte keine signifikante
Héufung DTC-positiver Fille innerhalb einem der IHC-Subtypen demonstriert werden. Im
Gegensatz dazu zeigten frithere Untersuchungen jedoch signifikante Assoziationen
zwischen = DTC-Detektion und den  isolierten = Merkmalen  aggressiverer
immunhistochemischer Subtypen (negativer ER-/PR-Rezeptorstatus und positiver HER2-
Rezeptorstatus) [112, 115]. Dariliber hinaus betrachteten Hartkopf et al. unter 2911
Patientinnen das Auftreten von DTCs unter unterschiedlichen immunhistochemischen
Subtypen (definiert als luminal-like: HR+ / HER2-; HER2-type: HR+ oder HR- / HER2+;
basal-like: HR- / HER2-) und demonstrierten ein signifikant gehiuftes Vorkommen in
basal-like (30 %) und HER2-type (28 %) gegeniiber [uminal-like (23 %) Tumoren
(p=0,008) [115]. Auch nach abgeschlossener NACT wurde ein signifikant gehiuftes
Auftreten von persistierenden DTCs bei TNBC-Patientinnen beobachtet (verglichen mit
HR+/ HER2-), wie von Kasimir-Bauer et al. berichtet [ 152]. Dass diese Erkenntnisse in der
vorliegenden Studie nicht bestétigt werden konnten, muss der geringen absoluten Fallzahl
nicht-luminaler Tumore (HER2+ n= 25; TNBC n = 23) in den Uberlebensanalysen

zugeschrieben werden.

Das Uberleben in Abhéngigkeit von DTC-Status und molekularem Tumorsubtyp betrachtet
zeigte eine frithe Pilotstudie von Naume et al., in der die Tumorsubtypen mittels
Genexpressionsanalysen ermittelt wurden, eine besonders schlechte Prognose fiir Luminal
A-Patientinnen mit positivem DTC-Status [162]. Die hier vorliegende Studie demonstriert
ebenfalls, unter Verwendung einer immunhistochemischen Surrogatklassifikation, dass
DTC-positive Patientinnen mit Luminal A-Tumoren ein signifikant schlechteres
brustkrebsspezifisches (p =0,04) krankheitsfreies (p=0,005) und metastasenfreies
(p = 0,006) Uberleben hatten, als DTC-negative Luminal A-Patientinnen. Dariiber hinaus
hatten DTC-positive Patientinnen mit TNBC-Subtyp im Vergleich zu DTC-negativen
Patientinnen ein signifikant schlechteres Gesamtiiberleben bzw. brustkrebsspezifisches

Uberleben (p=0,012 fiir beide). Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit jiingeren
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Untersuchungen von Stefanovic et al., die 504 Patientinnen mit primdrem Mammakarzinom
umfassten und die prognostische Relevanz des DTC-Status in immunhistochemischen
Subtypen untersuchte (definiert als Luminal A: ER+ und/oder PR+ / HER2- / Ki67 <14 %j;
Luminal B: ER+und/oder PR+ /HER2-/ Ki67 > 14 %; HER2-positiv: HER2+; Triple
negative: ER-/ PR-/ HER2-). Wihrend auch hier keiner der Subtypen signifikant hdufiger
mit einem DTC-Nachweis assoziiert war, ging in den prospektiven Untersuchungen ein
positiver DTC-Status bei Patientinnen mit triple negative Tumoren mit einem signifikant
verkiirzten Gesamtiiberleben einher (p =0,0326). Bei Patientinnen mit Luminal A/B
Tumoren war ein positiver DTC-Status signifikant mit einem schlechteren krankheitsfreien
Uberleben assoziiert und bestitigte sich in der multivariablen Analyse als unabhingiger
prognostischer Faktor (p = 0,0071) [163]. Auch die 0.g. PADDY-Studie von Hartkopf et al.
berichtete iiber eine signifikante Interaktion zwischen DTC-Status und dem Luminal B-
Subtyp (definiert als HR+ / HER2- / G3) beim metastasenfreien Uberleben (HR 2,34;
p =0,014) [164]. Weitere Studien zur DTC-Detektion und ihrer prognostischen Bedeutung
unter immunhistochemischen Subtypen des nicht-metastasierten Mammakarzinoms sind in

Tabelle 35 zusammengefasst.

Zusammengefasst ergidnzen die genannten Ergebnisse die bisherige Datenlage zum
prognostischen Wert des DTC-Status mit Hervorhebung einer hoheren (Fern-)rezidivrate
unter luminalen Subtypen mit DTC-Positivitdt und einer hoheren Sterberate unter TNBC-

Subtypen mit DTC-Positivitit.
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Tabelle 35: Studien zur DTC-Detektion und prognostischer Bedeutung unter immunhistochemischen

Subtypen des nicht-metastasierten Mammakarzinoms.

DTC-Detektion in %

Unterschiede

Studi Method Lum B Fogow- im Uberleben
uate " ethoae  Gesamt Lum A HER2+ TNBC /0 e ) (DTC+us.
HER2- HER2+ DTC—)
AE1/AE3,
Hall et al. CAMS5.2,
(2010)(165] 205 MNF116, 29 28 35 29 30 = n.u.
CKS, CK18
Hartkopf et
al. 3141 | A45-B/B3 26 23%* 28%* 30%* - n.u.
(20;4)[ 1] ( :
Stefanovic et OS (TNBO),
al. 504 2E11 59 56 65 54 59 72 DFS (Lum
(2016)[163] A/B*¥)
Kasimir- §
Baueretal. | 525 | A45-B/B3 40 38 4 ss a4 s RO
(2016)111
Hartkopf et A45-B/B3,
al. 10320 | AEI1/AE3, 27 23% | 25% 30* 25% 91 DDFS (Lum B)
(2021)11 2E11, E29
OS (TNBCO),
Diese Studie BCSS (Lum A,
(2020) 238 | AEI/AE3 20 20 15 31 21 35 TNBC)
DFS (Lum A)

DDFS (Lum A)
* signifikant im Chi-Quadrat-Test, ** unabhiingig in multivariabler Analyse, ¥ kiirzer bei DTC-negativen Fillen, n.u. nicht
untersucht, Lum A Luminal A, Lum B Luminal B, HER2 human epidermal growth-factor receptor 2, TNBC triple negative

breast cancer, OS overall survival, BCSS breast cancer specific survival, DFS disease free survival, DDFS distant disease
free survival

Synnestvedt et al. untersuchten den prognostischen Wert von zytokeratin-positiven Zellen
(AE1/AE3) im Knochenmark von Mammakarzinompatientinnen nach weiterer Einteilung
dieser Zellen anhand ihrer Zellmorphologie in DTC-Subgruppen (Tumorzellen, nicht-
interpretierbare Zellen, fraglich himatopoetische Zellen und hidmatopoetische Zellen). Die
morphologisch distinkten Subgruppen korrelierten bei Patientinnen mit Luminal A- bzw.
TNBC-Subtyp jeweils unterschiedlich mit der Prognose [166]. Somit konnte einer
morphologisch differenzierteren DTC-Bestimmung, abhingig vom IHC-Subtyp, zur

addquaten Prognostizierung zukiinftig eine groflere Bedeutung zukommen.

Neben der Betrachtung des prognostischen Wertes von DTCs unter verschiedenen IHC-
Subtypen des Primdrtumors riickt auch die immunhistochemische und molekulare
Charakterisierung der DTCs selbst in den Fokus. Frithere Untersuchungen zeigten, dass sich
die DTCs in ihrer Rezeptorexpression auf molekularer und phanotypischer Ebene vom
entsprechenden Primértumor unterscheiden konnen [167-170]. Dies suggeriert Plastizitét
des Rezeptorstatus wahrend der Dissemination ins Knochenmark. Gleichermallen spiegelt
der Phédnotyp von Metastasen nicht immer den des Primértumors wider [171, 172]. Als

Ursachen fiir den Erwerb oder Verlust phénotypischer Merkmale werden u.a. selektive
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Vorteile wihrend Schritten der Dissemination diskutiert wie z.B. eine hohere Tendenz
HER2-positiver Zellen, sich vom Primartumor abzuspalten, oder ein durch Systemtherapien

bedingter Selektionsdruck [173].

Sowohl fiir die HER2- als auch fiir die ER-Expression sind Diskordanzen zwischen
Primértumor und DTCs beschrieben worden, welche wichtige Implikationen fiir die
Prognose und dariiber hinaus fiir die Auswahl individueller Therapien mit sich bringen [167-
169]. So zeigten sich in einer Studie von Rack et al. bei 24 % der Patientinnen mit HER2-
negativen Primdrtumoren HER2-positive DTCs 1im Knochenmark. Die selbe
Forschungsgruppe berichtete iiber eine erfolgreiche Eradizierung von persistierenden,

HER2-positiven DTCs nach einer postneoadjuvanten Therapie mit Trastuzumab [167, 174].

Umgekehrt zeigten sich unter alleiniger adjuvanter Chemotherapie HER2-positive DTCs
hiufiger persistierend gegeniiber HER2-negativen DTCs, wie von Krawczyk et al.
beschrieben [168]. Gleichzeitig zeigten Patientinnen mit HER2-positiven DTCs, welche bei
HER2-negativem Primdrtumor keine anti-HER2-Therapie erhalten haben, ein signifikant
erhohtes Rezidivrisiko, wie von Hartkopf et al. berichtet [169]. Die ER-Expression von
Primédrtumor und DTCs war in einer Studie von Fehm et al. unter 254 Patientinnen in nur in
28 % der Fille konkordant. Die meisten ER-positiven Tumore zeigten ER-negative DTCs
[175]. Diese Beobachtung deckt sich damit, dass ca. 20 — 30 % der Patientinnen mit ER-

positiven Primédrtumoren ER-negative Fernmetastasen entwickeln [176, 177].

Beziiglich der vorgenannten Auffilligkeiten werden DTCs zunehmend auf das Vorliegen
stammzelldhnlicher Charakteristika im Kontext der Stammzelltheorie untersucht. Mehrere
Studien belegten eine erhohte Persistenz von Tumorzellen mit stammzellihnlichen
Charakteristika nach Systemtherapien, was einen effektiven Mechanismus zur Entwicklung
einer Chemoresistenz vermuten ldsst [107]. Insofern wird angenommen, dass es sich bei
einem Teil nachgewiesener DTCs um Tumorstammzellen handelt. Mehrere Studien haben
iber DTCs mit stammzellihnlichem  Phédnotyp im  Knochenmark  von
Mammakarzinompatientinnen berichtet [106, 178, 179]. Diese DTCs konnen zu
phénotypisch vom Primédrtumor abweichenden Metastasen differenzieren. Dariliber hinaus

ist deren Nachweis mit einer schlechteren Prognose assoziiert [180].

Trotz dieser zunehmenden Evidenz werden systemische Therapien bislang basierend auf der
Hypothese, dass die MRD dieselben Eigenschaften wie der Primértumor aufweist,

festgelegt. Demnach wird durch die zum Teil hohe phéno- und genotypische Diskordanz
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zwischen DTCs und dem Primidrtumor ein potentieller therapeutischer Nutzen einer
bestimmten Gruppe von Patientinnen vorenthalten. So kénnen HR-negative DTCs durch
rein endokrine Therapiestrategien nicht effektiv erreicht werden. Da nicht alle DTCs zu
Metastasen proliferieren [103, 112], kann eine weitere geno- und phéinotypische DTC-
Charakterisierung sinnvoll sein, um das zugrundeliegende biologische Verhalten zu

verstehen und Zellen mit tatsdchlichem Metastasierungspotential genauer zu identifizieren.

Mit Blick auf die vorgenannten Studien stellt die fehlende Subtypisierung der DTC in der
vorliegenden Studie — sowohl morphologisch, als auch immunhistochemisch — eine
Limitation der Arbeit dar. Den Nutzen individueller, DTC-abhidngiger (Sekundir-)

Therapien gilt es in umfangreichen prospektiven Studien zu untersuchen.

4.5.5 Bisphosphonate und DTCs

Eine knochengerichtete Therapie mit Bisphosphonaten kann in der nicht-metastasierten
Situation bei postmenopausalen Frauen die (Fern-)Rezidivrate, das Auftreten von
Knochenmetastasen und die Mortalitdtsrate signifikant senken, wie eine grole Metaanalyse
der Early Breast Cancer Trialists' Collaborative, Group mit einem medianen Follow-Up von
67,2 Monaten belegen konnte. Fiir prdmenopausale Patientinnen ergab sich kein Benefit
einer Bisphosphonattherapie [67, 70]. In der vorliegenden Studie zeigte sich durch die
Bisphosphonattherapie ein geringer protektiver Effekt unter postmenopausalen Patientinnen
in Bezug auf die untersuchten Ereignisse, jedoch waren die Unterschiede nicht statistisch
signifikant, was durch das im Vergleich zur vorgenannten Metaanalyse kurzen medianen
Follow-Ups von 35,9 Monaten liegen kann. Ferner verfiigten wir nicht in allen Fillen {iber
die Information, fiir wie lange die Bisphosphonattherapie nach der Initiierung durchgefiihrt
wurde, was die Aussagekraft weiter verringert. Mit Riicksicht hierauf wurden keine
Uberlebensanalysen unter Einschluss beider Variablen (DTC-Status,
Bisphosphonattherapie) durchgefiihrt.

In Bezug auf DTCs scheint der DTC-Status die Effektivitit einer knochengerichteten
Therapie vorherzusagen: In retrospektiven Analysen waren Bisphosphonate zur Préavention
von Metastasen effektiver bei DTC-positiven Patientinnen. Thr protektiver Effekt ist
moglicherweise auf die Eradizierung von DTCs zuriickzufiihren [115, 181, 182]. Auch in
der prospektiven MRD-1-Studie zeigte sich eine Eradikation von DTCs bei Patientinnen, die
mit einem Bisphosphonat behandelt wurden [127]. Eine knochengerichete Therapie mit

Denosumab als Add-on zur neoadjuvanten Chemotherapie beim primaren Mammakarzinom
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hatte im Gegensatz zu Bisphosphonaten keinen signifikanten Einfluss auf DTC-
Populationen im Knochenmark, wie ein Subanalyse der GeparX-Studie zeigte [183]. Die
genannten Daten implizieren mogliche Konsequenzen, um adjuvante knochengerichtete

Therapien individuell anzupassen.

4.5.6 DTC-Detektion bei DCIS

Frithere Hypothesen verorteten den Ursprung der Tumorzelldisseminierung in friihen,
klinisch nicht-detektierbar invasiven Tumoren. Studien am Tiermodell legten jedoch nahe,
dass Tumorzellen bereits aus frithesten epithelialen Verdnderungen, wie dem DCIS,
disseminieren konnen [83]. Dariiber hinaus konnte in bisherigen Studien gezeigt werden,
dass DTCs bereits im Knochenmark von 11 — 21% der Patientinnen mit pri-invasiven

Karzinomen, dem DCIS eingeschlossen, nachweisbar sind [184-187].

Zunichst fielen zwei nodal-positive DCIS-Patientinnen auf, bei denen keine Invasion des
Primértumors nachgewiesen wurde. Diese Konstellation wird in der Literatur mit nur 1-2 %
Priavalenz beschrieben, sodass das DCIS-Kollektiv mit kleinem Stichprobenumfang eine
ungewoOhnliche Haufung dieser Fille zeigt [188, 189]. Ferner waren die beiden

nodalpositiven Patientinnen DTC-negativ.

In unserem Kollektiv lieBen sich bei 5 von 18 DCIS-Patientinnen (27,8 %) DTCs im
Knochenmark nachweisen — eine hohere Pridvalenz als in der aktuellen Studienlage
beschrieben und am ehesten durch die KollektivgroBe bedingt. Dabei zeigten
hormonrezeptorpositive low- und intermediate-grade DCIS-Lésionen mit negativem
Lymphknotenstatus hiufiger DTCs im Knochenmark. Ein statistisch signifikant hdufigerer
DTC-Nachweis ergab sich bei primenopausalen Patientinnen (p = 0,036) und low-grade
Tumoren (p = 0,028). Im Vergleich hierzu zeigten sich in groferen Kollektiven der Studien
von Banys et al. (n = 404) und Walter et al. (n = 627) geringere DTC-Positivititsraten von
16 % bzw. 11 %. Jedoch lieBen sich am groferen Kollektiv keine statistsich signifikanten
Assoziationen zwischen klinisch-pathologischen Parametern und dem DTC-Status bei
DCIS-Patientinnen nachweisen, sodass die signifikanten Ergebnisse im vorliegenden

Kollektiv der kleinen KollektivgroBe geschuldet sein konnten. [184, 185].

Ob durch die Ermittlung des DTC-Status bei DCIS-Patientinnen auch prognostische
Aussagen getroffen werden konnen untersuchten Walter et. al in ihrer Studie iiber eine

mediane Nachbeobachtungszeit von 49 Monaten. Hier war der DTC-Nachweis signifikant
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mit einem kiirzeren lokalrezidivfreien Uberleben assoziiert (log-rank Test p = 0,023 bei
Detektion von mindestens 2 DTCs pro Probe). Das fernmetastasenfreie Uberleben und das
Gesamtiiberleben war fiir DTC-positive DCIS-Patientinnen nicht signifikant reduziert [ 184].
In der Studie von Banys et al. zeigte sich bei einer medianen Nachbeobachtungszeit von 45

Monaten kein reduziertes krankheitsfreies oder Gesamtiiberleben [185].

Unabhédngig davon unterstiitzen die Ergebnisse dieser Studien, sowie die der hier
vorliegenden Arbeit, die Hypothese der parallelen Tumorprogression, in welcher eine
zukiinftige Metastasierung von vereinzelten Tumorzellen ausgeht, die von sehr frithen, zum
Teil pra-invasiven Mammakarzinomen wie dem DCIS aus disseminieren [110]. Diese
fordert die fortwdhrend bestehende Ansicht heraus, dass préd-invasive Karzinome kein
Metastasierungspotential aufweisen, da sie die Basalmembran nicht durchbrochen haben
und somit keinen Anschluss an Blut- oder Lymphgefaf3e finden. Ob diese DTCs von echten
pri-invasiven Lasionen aus disseminieren, oder von einem histopathologisch nicht erfassten,
mikroinvasiven Fokus innerhalb des DCIS aus, bleibt jedoch unklar. Die Beurteilung der
prognostischen Relevanz von DTCs bei DCIS-Liasionen bleibt eingeschrankt, da DCIS (und
mikroinvasive Karzinome) allgemein eine sehr gute Prognose aufweisen [190]. Dies macht
langere Nachbeobachtungszeitrdume fiir zukiinftige Untersuchungen erforderlich. Obwohl
das DCIS derzeit anhand von histopathologischen Kriterien klassifiziert wird und diese in
einem gewissen Ausmal} eine Prognoseabschitzung erlauben, verbleiben weiterhin

Unklarheiten uber das Verhalten dieser Entitét.

4.6 Limitationen der Arbeit

Die hier vorliegende Arbeit legt die prognostische Relevanz der Tumorzelldissemination im
Patientinnenkollektiv der Universititsfrauenklinik Diisseldorf dar. Da der DTC-Status beim
Mammakarzinom nicht routineméfig erhoben wird, steht nur ein begrenzter
Stichprobenumfang fiir eine Auswertung zur Verfiigung. Dass sich in dieser Arbeit ein
positiver DTC-Status nicht als unabhédngiger Prognosefaktor in der multivariablen Analyse
erweist, konnte damit im Zusammenhang stehen, dass bei dem gegebenen
Stichprobenumfang und Nachbeobachtungzeitraum, in Verbindung mit der guten Prognose
des frithen Mammakarzinoms, vergleichsweise erst wenige Ereignisse zur Schitzung dieses
Zusammenhangs zur Verfiigung standen, und sich somit nur besonders starke

Zusammenhinge als statistisch signifikant herausstellen konnen. Dies spiegelt sich ebenfalls
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in den zum Teil groBen 95%-Konfidenzintervallen wieder. Ebenso konnen signifikante
Ergebnisse dem Stichprobenumfang geschuldet sein. Gleichzeitig zeigten vergleichbar
angelegte Studien in der Vergangenheit ebenfalls signifikant schlechtere Uberlebenszeiten
fiir DTC-positive Patientinnen in der univariablen Analyse, welche in der multivariablen
Analyse nicht als unabhingig von anderen prognostischen Faktoren bestdtigt werden
konnten [151, 191]. Eine Verzerrung durch die unterschiedlichen Prévalenzen der IHC-
Subtypen muss ebenfalls beriicksichtigt werden, wobei die Patientinnen mit luminalen
Tumoren in dieser Arbeit (77 %), dhnlich zu den in Tabelle 35 aufgefiihrten Studien (59 %
— 76 %), den GroBteil des Kollektivs ausmachten. Obwohl die hohere Fallzahl der nicht-
luminalen IHC-Subtypen in der gepoolten Analyse von Hartkopf et al. die prognostische
Aussagekraft der Daten erhoht, wurde ein signifikanter Einfluss des DTC-Status nur auf das

metastasenfreie Uberleben bei Luminal-B-Tumoren nachgewiesen [159].

Eine weitere Limitation stellt die Subtypisierung der Primirtumore anhand der
immunhistochemisch erfassbaren Merkmale (ER-/PR-Status, HER2-Status, Ki67-
Proliferationsindex) als Surrogatmarker fiir die molekularen Subtypen dar. Obwohl
Genexpressionstests eine genauere Bestimmung der Subtypen erlauben, so stellt die
Verwendung der immunhistochemisch erfassbaren Surrogatmarker aus Griinden der

Praktikabilitit und der Kosteneffizienz die aktuelle klinische Praxis dar.

Dariiber hinaus kann die Inklusion der Patientinnen sowohl mit als auch ohne adjuvanter
endokriner oder zytotoxischer Therapie die durch die DTC-Bestimmung gewonnene
prognostische Information mindern. Einen weiteren moglichen Einfluss stellt die
Bisphosphonattherapie dar, die 17,9 % der Patientinnen erhalten haben (Tabelle 3). Eine
Bisphosphonattherapie hat in anderen Studien bei DTC-positiven Patientinnen einen

protektiven Einfluss gezeigt [115, 127, 181, 182].

Um Regressionsmodelle zu erstellen, die reich an Informationen sind, und um anhand dieser
Modelle valide Aussagen iiber die unabhingig prognostische Relevanz der
Tumorzelldissemination treffen zu konnen, sollten zukiinftige Studien ein umfassenderes
Patientinnenkollektiv und eine mdglichst lange Nachbeobachtung umfassen. Erst dann
konnen Aussagen zur prognostischen Relevanz und Unabhéngigkeit dieses Markers mit
groflerer Sicherheit getroffen werden. Trotz der begrenzten Anzahl Ereignisse in unseren
Daten demonstriert die vorliegende Studie eindeutig eine prognostische Relevanz des DTC-

Status im priméren, nicht-metastasierten Mammakarzinom.
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Wihrend der DTC-Nachweis mittels Pan-Zytokeratin Antikdrper AE1/AE3 als eine der
empfohlenen Methoden zur DTC-Detektion gilt [134], und die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit die Datenlage zu diesem Antikorper erweitern, so werfen die in Kapitel 4.4
diskutierten Disparitéten zwischen den verschiedenen DTC-Nachweisverfahren Fragen zur
Sensitivitdt und Spezifitit der Methode unter verschiedenen Primértumor- und DTC-
Subtypen auf. Viele der Studien basieren auf immunhistochemischen Verfahren zum DTC-
Nachweis. Die Verwendung von Immunfloreszenzverfahren zur DTC-Detektion hebt die
vorliegende Studie von vorangegangenen Studien ab und gewinnt insbesondere mit Hinblick
auf die phénotypische Charakterisierung der DTCs zunehmend an Bedeutung [106, 175]. So
erlauben multisequentielle Immunfluoreszenzverfahren die Féarbung von bis zu sechs
Antigenmarkern einer einzelnen DTC und ermoglichen die Untersuchung der
prognostischen und pradiktiven Relevanz unterschiedlicher DTC-Subtypen. [192]. Vor
diesem Hintergrund sollte die komplementire Anwendung mehrerer Nachweisverfahren zur

genaueren Erfassung der minimalen Tumorresterkrankung diskutiert werden.

4.7 Schlussfolgerung und Ausblick

Wihrend die Erforschung der MRD und des DTC-Status technische Herausforderungen mit
sich bringt, so ist der Wissenstand zu diesem Thema innerhalb kurzer Zeit enorm
angewachsen. Tumorheterogenitit, EMT, Diskordanzen zwischen Primirtumor und MRD,
tumor dormancy und die damit verbundene Therapieresistenz tragen alle zum heutigen
Verstehen des Metastasierungsprozesses bei. Die Entdeckung der intrinsischen Subtypen
stellt ebenfalls einen wichtigen Meilenstein in der Aufarbeitung des Mammakarzinoms dar
und ermoglicht seitdem eine differenzierte Betrachtung von Mechanismen, die dem
biologischen Verhalten, der Prognose und dem Therapieansprechen des Tumors zugrunde
liegen. Der prognostische Wert des DTC-Status scheint bei luminalen Subtypen am héchsten
zu sein. Auch Patientinnen mit TNBC, welche im neoadjuvanten Setting am héufigsten eine
pCR erreichen, konnten von einer zusdtzlichen postneoadjuvanten Bestimmung des DTC-
Status zur Prognosebestimmung profitieren [162-165]. Die immunhistochemische
Charakterisierung der DTCs selbst kann ebenfalls Aufschluss liber den Verlauf der
Erkrankung geben und ihr pradiktiver Wert sollte weiter untersucht werden. In diesem
Kontext wurde in der DETECT III Studie der Effekt einer Anti-HER2-Therapie (Lapatinib)
auf HER2-positive CTCs und die Prognose bei Patientinnen mit HER2-negativen

83



Primédrtumoren, jedoch in der metastasierten Situation, untersucht. Wéhrend eine Lapatinib-
Therapie keinen signifikanten FEinfluss auf die CTC-Population gegeniiber der
Kontrollgruppe zeigte, so konnte ein signifikanter Uberlebensvorteil fiir die mit Lapatinib

behandelte Patientinnengruppe demonstriert werden [193].

Das Ziel der adjuvanten Therapie bleibt das Eradizieren der MRD. Zukiinftige
Untersuchungen miissen den prédiktiven Wert des DTC-Status und der DTC-
Charakterisierung im Zusammenhang mit der Therapieeffektivitdt untersuchen, um unser
Verstehen zu vertiefen, warum Therapien bei manchen Patientinnen erfolgreich sind und bei
anderen nicht. Die klinisch bedeutsame biologische Heterogenitdt von Primartumor, CTCs
und DTCs, die aus genotypischen und phénotypischen Verdnderungen sowie stammzell-
dhnlichen Charakteristika hervorgeht, ist ein Grund dafiir, warum ein Teil der MRD trotz
einer systemischen Therapie persistiert, was mit einer schlechteren Prognose assoziiert ist
[124-126]. Durch die Anwendung der genannten wissenschaftlichen Erkenntnisse ergeben
sich Chancen, die fiir die Patientinnen effektivste Therapie einzusetzen, wéhrend eine

Exposition gegeniiber unwirksamen Therapien vermieden werden kann.
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6 Anhang

6.1 Uberprifung der Annahme proportionaler Hazards

Zentrale Annahme des Cox-Modells ist, dass das Hazard Ratio zweier Gruppen iiber die Zeit
konstant ist (Annahme der proportionalen Hazards, proportional hazards, PH) [137]. Um
die Annahme der proportionalen Hazards zu tiberpriifen, wurden tiber die Jahre verschiedene
Methoden vorgeschlagen. In der vorliegenden Studie wurden die Kovariaten der Regression
mittels Einfilhrung als zeitabhéngige Kovariaten in einem Cox-Modell auf PH untersucht
[194]. Hierbei wurde aus jeder Kovariate (COV) eine zeitabhéngige Kovariate (T _COV)

berechnet:
T COV =COV * log(t)

Dann wurden sowohl die Kovariate (COV) als auch die berechnete zeitabhingige Kovariate
(T_COV) in das Cox-Modell aufgenommen. Der errechnete Regressionskoeffizient der
zeitabhidngigen Variable sollte sich Null anndhern und nicht statistisch signifikant sein (p >
0,05), was keine zeitliche Anderung des Hazards anzeigt und die Annahme des
proportionalen Hazards fiir die Kovariate (COV) bestitigt [194]. Dieser Schritt wurde fiir

alle Kovariaten wiederholt, bevor sie in das Cox-Modell aufgenommen wurden (Tabelle 36).

Tabelle 36: Ergebnisse des Tests auf proportionale Hazards der Kovariaten. Angegeben sind
Regressionskoeffizienten und Signifikanzwerte (p-Werte) des Wald-Tests. Die Regressionskoeffizienten
aller Kovariaten néihern sich Null. Bei ebenfalls nicht signifikanten p-Werten (Wald-Test) bestitigt sich
die Annahme proportionaler Hazards fiir alle eingeschlossenen Kovariaten fiir OS, BCSS, DFS und
DDFS

os BCSS DFS DDFS
Regressions Regressions Regressions Regressions

koeftizient p koeffizient p koeffizient p koeffizient p
DTC-Status | -0,110 0,479 | -0,040 0,567 | 0,002 0,342 | 0,002 0,469
Alter | -0,007 0,249 | -0,008 0,292 | -0,001 0,822 | -0,003 0,335
Grading | 4,2%10% 0,853 | 3,7*10% 0,875 | 0,001 0,805 | -0,003 0,382
Tumorgrifie | -1,7%10% 0,656 | -1,4*10% 0,689 | -1,6*10% 0,627 | -4,4*%10* 0,388
Nodalstatus | 3,8%104 0,887 | 0,001 0,750 | -1,5*10* 0,945 | -0,001 0,840
IHC-Subtyp | -0,011 0,195 | -0,002 0,196 | -0,002 0,160 | -0,001 0,498

DTC disseminierte Tumorzellen, /HC immunhistochemisch, OS Gesamtiiberleben, BCSS brustkrebsspezifisches Uberleben,
DFS krankheitsfreies Uberleben, DDFS metastasenfreies Uberleben
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