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1 Einleitung

1.1 Inzidenz des Mammakarzinoms

Im Jahr 2010 erkrankten in Deutschland 224.910 Frauen an Krebs, davon

70.340 an Brustkrebs.! Dieser hat die mit groRem Abstand hdchste
Erkrankungsrate?, vor Darmkrebs mit 28.630 und Lungenkrebs mit 17.030
Neuerkrankungen pro Jahr. So waren im Jahr 2010 tGber 31% aller
Krebsneuerkrankungen bei Frauen Falle von Brustkrebs.! Etwa 12,9% der
deutschen Frauen erkranken im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs. Bei Frauen
mit erblich bedingtem Mammakarzinom, welches meist durch Mutationen in den
Genen BRCAL und BRCAZ2 bedingt ist, kann das Lebenszeitrisiko Gber 80%
betragen3. Die hochste Erkrankungsrate ist in der Gruppe der 65-69 Jahrigen
zu finden. Das durchschnittliche Alter zum Zeitpunkt der Erstdiagnose liegt mit
62 Jahren deutlich unterhalb des Durchschnitts aller Krebserkrankungen.4
Auch in der Liste der Sterbefélle bei Frauen belegte Brustkrebs im Jahr 2010
mit 17.466 Fallen vor Lungenkrebs mit 13.627 und Darmkrebs mit 12.510
Todesfallen den Spitzenplatz. Die Zahl der Sterbefélle durch alle Krebsarten
betrug 2009 bei Frauen 100.403.1 Brustkrebs ist damit laut Statistischem
Bundesamt nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen die zweithaufigste Todesursache
bei deutschen Frauen und war 2009 fur 3,8% der Sterbefalle in dieser Gruppe
verantwortlich, in der Gruppe der 45-64 jahrigen Frauen in der europaischen
Union sogar fur Gber 12%.5 6 Weltweit sterben Schatzungen der WHO zufolge
jedes Jahr etwa 250.000 Menschen an den Folgen der Erkrankung.
Brustkrebs ist aber nicht nur gegenwartig die haufigste Krebsart bei Frauen, die
Erkrankungsrate hat auch bei gleichzeitig sinkender Sterberate seit 2000
deutlich zugenommen?.7, was fiir Fortschritte in der Behandlung von Brustkrebs
spricht. Dennoch erhohte sich die Zahl der Todesopfer von 2003 (17.173) bis
2005 (17.455) merklich.8 ® Zwar wurde der Anstieg der Erkrankungsrate durch
die Einfuhrung des Mammographie-Screenings kunstlich verstarkt, weil dadurch
1



viele nicht tastbare Tumoren diagnostiziert werden konnten, allerdings ist der
Trend hin zu hoheren Fallzahlen bei Brustkrebs (und generell in der Onkologie)
vor allem auch durch den demographischen Wandel und dem damit

einhergehenden gréf3eren Anteil alterer Menschen bedingt.

1.2 Risikofaktoren

Es wird von einer multifaktoriellen Genese ausgegangen. Folgende sind die

bedeutendsten Risikofaktoren:

Alter: Mit zunehmendem Alter steigt das Erkrankungsrisiko, je nach Studie sind
Frauen zwischen 50 und 70 mit dem gréRten Risiko behaftet.1° In Deutschland
ist den Untersuchungen des Robert-Koch-Instituts zufolge jede zweite neu

erkrankte Patientin Uber 65 Jahre alt.

Familiare bzw. genetische Disposition: In etwa 5-10% der Féalle sind

Genmutationen, insbesondere der Gene BRCA-1 oder BRCA-2, fur die

Entstehung der Erkrankung verantwortlich.11.12 Weitere Risiko-Gene sind z.B.
PALB, CHK2, ATM, P53, PTEN, NF1, CDH1, STK11 und andere.13

Hormonelle Einflisse: Eine Reihe weiterer Faktoren wird fir ein erhdohtes

Brustkrebsrisiko verantwortlich gemacht, die allesamt einen Einfluss auf die
Dauer oder die Konzentration des auf den Kérper wirkenden Ostrogens haben.
Dazu gehoéren eine frihe Menarche, eine spate Menopause, eine
Hormonersatztherapie und ein hohes Alter bei der Geburt des ersten Kindes

sowie eine geringe Geburtenanzahl oder Kinderlosigkeit.11.12.14,15

Exogene Einflisse: AuRerdem stehen auch ein ungesunder Lebenswandel mit

wenig Bewegung, Adipositas, Alkoholkonsum sowie andere Umwelteinfliisse im

Verdacht, das Erkrankungsrisiko zu erhéhen.*®



1.3 Klassifikation von Mammakarzinomen

Ein wichtiger Schritt fur eine erfolgreichere Behandlung war die Erkenntnis,
dass Brustkrebs eine heterogene Erkrankung darstellt, deren Therapie nichtnur
an das Stadium der Erkrankung, sondern auch an die individuellen biologischen

Eigenschaften des jeweiligen Tumors angepasst werden muss.1’

Um fir eine einzelne Patientin eine moglichst exakte Prognose aufstellen und
einen bestmoglichen, individuellen Therapieplan festlegen zu kénnen, braucht
es zuverlassige und aussagekraftige prognostische und préadiktive Faktoren.
Prognostische Faktoren erlauben eine Einschatzung des Risikos fur Rezidive
und des Langzeituberlebens, pradiktive Faktoren hingegen lassen Aussagen
Uiber die Wahrscheinlichkeit des Ansprechens auf eine bestimmte Therapie zu.18
Ein Faktor kann zugleich prognostische wie auch pradiktive Bedeutung haben,
wie es beispielsweise beim Ostrogenrezeptorstatus der Fall ist.1® Es werden
derzeit eine Vielzahl solcher Faktoren auf ihre Eignung (ihren Wert) als
prognose- oder therapierelevanter Parameter hin untersucht, allerdings wurden
aufgrund von haufig noch mangelhafter Datenlage erst eine geringe Anzahl in

klinische Empfehlungen und Leitlinien aufgenommen.20

Lange Zeit standen nur einige wenige Parameter zur Einschatzung der
Prognose sowie zur Auswahl geeigneter Therapieverfahren zur Verfigung. Im
folgenden Abschnitt sind die klassischen Parameter zum Staging einer
Brustkrebserkrankung auf Grundlage der TNM-Klassifikation der UICC

beschrieben.

1.3.1 TNM-Klassifikation

TumorgréRe: Bei der Ausdehnung des Priméartumors werden 6 Stadien
unterschieden:

TO liegt vor, wenn kein Tumor nachgewiesen werden kann, etwa wenn dieser



nicht lokalisiert werden kann oder nach einer neoadjuvanten Therapie nicht

mehr nachweisbar ist.

Tis (, Tumor in situ“) beschreibt ein nicht invasives Stadium, bei dem die
Basalmembran des jeweiligen betroffenen Gewebes noch nicht durchbrochen

ist. Hierbei handelt es sich um eine obligate Prakanzerose.

T1 Tumoren weisen in der grof3ten Ausdehnung einen Durchmesser von
maximal 2 cm auf, T2 ist definiert mit einer Ausdehnung von 2-5 cm und T3 von
groler als 5 cm. Ein Tumor wird als T4 eingestuft, wenn er die Haut oder die
Brustwand infiltriert oder als sogenanntes inflammatorisches Karzinom zutage
tritt21.

Es hat sich erwiesen, dass sich mit steigender Grol3e des Tumors zum
Zeitpunkt der Diagnose die Prognose beziglich der
Uberlebenswahrscheinlichkeit und des Rezidivrisikos signifikant

verschlechtert.?2. 23

Nodalstatus: Zwar wird das Mammakarzinom inzwischen auch ohne den
Nachweis einer Metastasierung als systemische Erkrankung angesehen, der
Lymphknotenstatus ist dennoch ein prognostisch wichtiges und standardmafig

angewandtes Verfahren zur Einstufung einer Tumorerkrankung.24 25 26, 27

Hierbei werden Lymphknoten, die im Abflussgebiet des erkrankten Gewebes
liegen, in diesem Fall die axillaren Lymphknoten, operativ entfernt und auf
metastatischen Befall hin untersucht. Ausschlaggebend sind der Nachweis und
die Anzahl befallener Lymphknoten. Um die Nebenwirkungen dieses Eingriffes
zu minimieren wird haufig auch nur die erste Station des Abflussweges, der
sogenannte Wachter- oder Sentinel-Lymphknoten, untersucht. Mit dieser
Methode lasst sich mit hoher Wahrscheinlichkeit der Zustand der

nachfolgenden Lymphwege voraussagen.2*

Nodalpositive Tumoren gehen im Vergleich zu nodalnegativen mit einer deutlich
schlechteren Prognose einher.24 28 Das gleiche gilt auch flir Tumoren, bei
denen lediglich eine Lymphangiosis carcinomatosa nachgewiesen wurde, also

eine im histologischen Praparat sichtbare Tumorinvasion in Lymphgefai3e.2

4



Angegeben wird diese im TNM System mit der Abkirzung LO oder L1.

Metastasierung: Haben sich auf hdAmatogenem Weg disseminierte Tumorzellen

an anderer Stelle im Kdrper niedergelassen und sind dort bereits zu einem
makroskopisch sichtbaren Tumorzellverband gewachsen, der eine Gro3e von

mindestens 0,2 mm hat, spricht man von einer (Fern-) Metastase.

Es ist schon lange bekannt, dass bei Vorliegen einer oder mehrerer
Fernmetastasen die Prognose signifikant schlechter ausfallt. Dies gilt auch fur
die Vorstufe der hAmatogenen Metastasierung, die Hamangiosis
carcinomatosa.3? Hierbei handelt es sich um eine am histologischen Praparat
nachgewiesene Infiltration eines Blutgefal3es durch den Tumor. Im TNM System
wird die Abkirzung VO oder V1 verwendet. Wahrend ein Tumor im Stadium MO
noch kurativ behandelt werden kann, ist dies im Stadium M1 nicht mehr mdglich

und man spricht von einer palliativen Therapie.

Grading: Das Grading nach Bloom und Richardson misst den histologischen
Differenzierungsgrad des Tumors, wobei in die Kategorien G1, G2 und G3
eingeteilt wird. Von G1 zu G3 nehmen der Grad der Differenzierung des
Tumorgewebes und damit auch die histologische Ubereinstimmung mit dem

Ursprungsgewebe ab.

Steigendes Grading wird ebenfalls mit einer schlechter werdenden Prognose in
Verbindung gebracht.3! Aufgrund der wenig objektiven Kriterien zur Einstufung
der Tumoren wird seit einiger Zeit ein modifiziertes Grading nach Ellston und

Ellis angewandt.32

Histologie: Die Histologie als Lehre von den Geweben liefert Informationen tber
die Beschaffenheit eines Tumorgewebes, wie zum Beispiel Grol3e, Ursprung

und andere Merkmale eines Tumors.

Das aus den Milchgédngen hervorgehende invasiv duktale Karzinom ist mit 60-
80% aller Tumoren die haufigste Form, gefolgt vom invasiv lobuléren Karzinom,
das etwa 15% aller Falle ausmacht und aus den Lobuli entsteht.32 Als

wesentlich seltenere Formen sind medullare, tubulare, papilléare, invasiv-
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kribriforme, muzinése und neuroendokrine Tumoren zu nennen, die zusammen
fur etwa 10% aller Brustkrebserkrankungen verantwortlich sind. Die Kenntnis
des histologischen Tumorsubtyps liefert allerdings kaum prognostisch oder

pradiktiv bedeutsame Informationen.

Durch die histologische Untersuchung einer Gewebeprobe lasst sich auRerdem
bestimmen, ob der Tumor die Basalmembran des ortsstandigen Epithels
durchbrochen hat und ob Lymph- oder Blutgefal3e infiltriert sind. Haufig liegt die
Lymph- oder BlutgefaRinfiltration allerdings au3erhalb der Schnittebene des

Praparates, wodurch ein falsch negatives Ergebnis entstehen kann.

1.3.2 Intrinsische, molekulare Tumorsubtypen

Mit der Etablierung moderner Analysetechniken in der Biochemie und
Molekularbiologie und deren Anwendung im Bereich der
Brustkrebsforschung zeigte sich, dass Mammakarzinome Unterschiede weit

Uber die oben genannten hinweg aufweisen.

Durch die Genexpressionsanalyse kann untersucht werden, wie stark die
Expression einzelner Genabschnitte oder des gesamten Genoms in Zellen
stattfindet und so ein molekulares Bild eines Tumors erstellt werden, wobei vier
Tumorsubtypen mit unterschiedlichen Mustern der Genexpression ausgemacht
werden konnten. Dabei wird die messenger RNA untersucht, sodass im
Ergebnis abgebildet wird, welche Gene zu diesem aktuellen Zeitpunkt von der
Zelle exprimiert werden und in welchem Ausmal3 oder Verhéltnis dies
geschieht. Perou et al.*’ fanden im Jahr 2000 mit dieser Methode vier Subtypen
des Mammakarzinoms: luminal-like, basal-like, Erb-B2-enriched und normal
breast-like. Jeder dieser Subtypen zeichnete sich durch ein bestimmtes
Expressionsmuster der fir Hormonrezeptoren und Proliferation zusténdigen
Gene und durch die Anwesenheit der jeweiligen Rezeptoren auf der
Zelloberflache aus. Diese Einteilung wurde im Wesentlichen so beibehalten, bei
den luminal-like Tumoren kam eine weitere Differenzierung in luminal a und

luminal b hinzu.



Luminal-like: Luminal-like Tumoren, welche mit bis zu 80% aller
Mammakarzinome die grofdte Gruppe darstellen, zeichnen sich durch eine
Amplifikation der Gene fiir Ostrogen- (ER) und Progesteronrezeptoren (PR) und
durch ein dementsprechend vermehrtes Vorkommen dieser Rezeptoren auf der
Zelloberflache aus. Die Tumoren sprechen dadurch verhaltnismaRig gut auf
eine Hormontherapie an und zeigen aul3erdem ein weniger aggressives
Wachstum als die anderen Subtypen. Die Uberexpression von ER und PR
hangt positiv mit dem Gesamtiiberleben und dem rezidivfreien Uberleben
zusammen und ist somit ein prognostischer und pradiktiver Marker.3* Tumoren
des luminal-like Subtyps kdnnen durch Analyse der Hormonrezeptorgene und
der Proliferationsgene weiter in luminal A und B unterteilt werden. Dabei weisen
luminal A Tumore mehr Ostrogen- und Progesteronrezeptoren und eine
geringere Expression der Proliferationsgene auf als Tumoren des Subtyps
luminal B.35 36 Diese weitere Differenzierung bei luminal-like Tumoren ist
relevant fur die Prognose und zur Einschatzung der Effektivitat einer

zytotoxischen Chemotherapie.3’. 20

ErbB2-enriched: Eine weitere Gruppe bilden die Human-epidermal-growth-

factor-receptor-2-positiven Tumoren (HERZ2), die sich durch eine
Uberexpression des HER2 und meist eine Amplifikation des cerbB2-Gens, das
fur den HER2-Rezeptor kodiert, bei geringer ER- und PR-Expression
auszeichnen. Eine erhdhte Expression oder Amplifikation von HER2 bzw.
cerbB2 kann in 15 bis 30% aller Brustkrebsfalle beobachtet werden und wird mit
einer schlechteren Prognose im Vergleich zum luminal-like Subtyp in

Verbindung gebracht.38. 39, 40

Die HER2-Rezeptoren bilden jedoch den Angriffspunkt fur eine HER2-
zielgerichtete Therapie, zum Beispiel mit dem Antikorper Trastuzumab aber
auch fur sogenannte Small-Molecules wie den Tyrosinkinase-Inhibitor

Lapatinib.*



Basal-like: Die dritte grof3e Gruppe bilden die dreifach negativen (basal-like)
Tumoren, bei denen keiner der drei oben genannten Rezeptorgene in erhdhtem
Mal3e exprimiert wird bzw. keines der Gene amplifiziert ist. Somit fehlt ein
direkter Angriffspunkt wie im Falle der beiden hormonrezeptorpositiven
Subtypen. Dieser Subtyp weist das aggressivste Wachstum und insgesamt die
schlechteste Prognose auf.20 Er tritt gehauft bei Frauen auf, die Tragerin einer
familiaren BRCA1-Mutation sind. Abbildung 1 gibt einen Uberblick tiber die

Grundeigenschaften der einzelnen Subtypen.

Luminal A Luminal B HER2-Typ Basal-Like
(ER + f Her2 -) (ER + f Her2 -) (Her2 +) (ER - / Her2 -)
Ansprechen auf Hormontherapie

Prognose

Aus: Hartkopf et al., Onkologie heute 05/2011%

Abb. 1: Eigenschaften der intrinsischen Subtypen*



1.3.3 Subtypenbestimmung mittels Immunhistochemie

Da Genexpressionsanalysen aufwandige, kostenintensive, haufig nicht
verfugbare und vor allem nicht standardisierte Verfahren sind, werden in der
klinischen Routine in der Regel Surrogatparameter angewandt, um den Subtyp
zu bestimmen. Hier findet vor allem die quantitative Rezeptoranalytik mittels
Immunhistochemie (IHC) Anwendung. Mit diesem Verfahren kdnnen molekulare
Strukturen einer Zelle, wie etwa Proteine, mit Hilfe eines markierten, an das

jeweilige Antigen bindenden Antikdrpers, sichtbar gemacht werden.

Daher werden heutzutage standardisiert bei allen Tumoren der Mamma die
ER-, PR- und HER2-Rezeptor-Expression quantitativ auf Proteinebene
bestimmt. Dies geschieht fiir Ostrogen- und Progesteronrezeptoren wie in

Tabelle 1 dargestellt unter anderem durch den Immunreaktiven Score (IRS).

Tab. 1: Bestimmung des PR IRS

0 = keine 1 =schwache | 2 =maRige 3 = starke
Féarbereaktion | Féarbereaktion | Farbereaktion | Farbereaktion
0 = keine IRS=0 IRS=0 IRS=0 IRS=0
positiven Zellen
1=<10% IRS=0 IRS=1 IRS =2 IRS=3
positive Zellen
2 =10 - 50% positive IRS=0 IRS=2 IRS =4 IRS=6
Zellen
3 =51 - 80% positive IRS=0 IRS=3 IRS =6 IRS=9
Zellen
4 =>80% IRS=0 IRS=4 IRS =8 IRS =12
positive Zellen




Bei der Quantifizierung des HER2-Rezeptors wird wie in Abbildung 2 dargestellt

verfahren.
Membrandse Farbung in
/ mehr als 1(1 % der Zellen ?
Nein Ja
Membranfért}ung komplett ?
Neir;/ Jla
Starke dler Farbung
schw‘aﬁ rr%éﬁ?étark
Score 0 1+ 2l+ 2l+ ?:+

Aus: cerbB2 Score, Turzynski A, Internetseite Pathologen-Libeck

Abb. 2: Bestimmung des cerbB2-Score*®

Bei einem Score von 2 wird ein Nachweis der tatsachlichen Genamplifikation
durch Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) gefordert. Hierbei werden die
zu untersuchenden DNA oder RNA Sequenzen mithilfe einer zu diesen
komplementaren, markierten Nukleinsdure, der Sonde, gebunden
(,Hybridisierung®) und schliellich direkt im Schnittpraparat bewertet.

Neben der Rezeptoranalytik kbnnen Proteine, welche mit der Geschwindigkeit
der Zellteilung korrelieren (sog. Proliferationsmarker) immunhistochemisch
bestimmt werden: Hier wird vor allem Ki-67, ein Protein, das in sich teilenden
Zellen vorkommt und dessen Konzentration somit einen Indikator fir die
Proliferationsrate darstellt, immunhistochemisch angefarbt. Der Wert gibt den
prozentualen Anteil der angefarbten Zellkerne im Karzinomgewebe an. Ki-67
stellt sowohl einen prognostischen wie auch pradiktiven Faktor fir die

Effektivitat einer Chemotherapie dar.

Tumoren mit hohen Ki-67 Werten weisen eine schlechtere Prognose auf als
solche mit niedrigen Werten.*4 4546 Zudem wird Ki-67 in der klinischen Routine

bei den Hormonrezeptor-positiven und HER2-negativen Tumoren zur
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Differenzierung zwischen dem luminal A und B Subtyp verwendet. Es herrscht
allerdings noch keine Einigkeit beztglich eines optimalen Cut-off Wertes
zwischen ,hoch® und ,niedrig“ und damit zur Differenzierung zwischen luminal A
und B. Cheang et al. fanden bei der Subtypenbestimmung die grolite
Ubereinstimmung zwischen IHC und Genexpressionsanalyse, wenn Ki-67
Werte bis einschlief3lich 13% als niedrig und ab 14% als hoch interpretiert

wurden.4’

Trotz allem kommen Genexpressionsanalyse und Immunhistochemie bei der
Einteilung von Tumoren in die jeweiligen Subtypen nicht immer zum gleichen
Ergebnis. In den vergangenen Jahren wurde daher intensiv daran gearbeitet,
maoglichst prazise Definitionen zur Klassifizierung mittels Immunhistochemie zu
erarbeiten und neue Faktoren zu finden, die dabei helfen. Trotz der
Abweichungen zwischen den beiden Verfahren wird die Einteilung mittels IHC
von der St. Gallen International Breast Cancer Conference 2013 fur den
klinischen Alltag weiterhin empfohlen.?’ Tabelle 2 zeigt die aktuellen Richtlinien
zur Subtypenbestimmung mittels Immunhistochemie und die Abweichungen im
Ergebnis zwischen den beiden Methoden nach ,, The IMPAKT 2012 Working

Group Statement“.*®
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Tab. 2: IHC Kriterien zur Subtypenbestimmung nach ,The IMPAKT 2012
Working Group Statement™®

Intrinsic subtypes [IHC classification (St. Gallen) Agreement IHC/GEP
(GEP)

Luminal A Luminal A’ 73%—-100%
ER- and/or PR-positive
HER2-negative
Ki-67<14%

Luminal B Luminal B (HER2 negative) 73%—-100%
ER- and/or PR-positive
HER2-negative

Ki-67 214%

Luminal B (HER2-positive)

ER- and/or PR-positive

Any Ki-67

HER?2 over-expressed or amplified

HER2-enriched HER2-positive (non-luminal) 41%—-69%
HER2 over-expressed or amplified
ER and PR absent

Basal-like Triple-negative 80,00%
ER and PR absent
HER2-negative

Haufig werden daher zur Differenzierung zwischen luminal A und B Karzinomen
bzw. zur Entscheidung, ob eine adjuvante Chemotherapie notwendig ist oder
nicht, zusatzlich zu den klassischen histopathologischen Kriterien
Genexpressionsanalysen angewandt, die mittlerweile von verschiedenen
Firmen kommerziell angeboten werden. Vorteil ist, dass diese Verfahren meist
in einem zentralen Labor durchgefuhrt werden und damit standardisierte

Methoden vorliegen, die an grol3en Studienkollektiven validiert wurden.

Einer der am haufigsten verwendeten Genexpressionstests ist der Oncotype
DX Test, der von der Firma Genomic Health Inc. fur Patientinnen mit
hormonrezeptorpositiven, nodalnegativen Mammakarzinomen angeboten wird.
Es wird die Expression von 21 Genen mittels quantitativer PCR untersucht und
das Ergebnis als Punktwert, der sogenannte Recurrence Score (RS),
angegeben. 16 der untersuchten Gene stehen in direktem Zusammenhang mit
der Tumorbiologie, wie etwa ER-, PR-, HER2- oder Proliferationsgene, die

tbrigen 5 dienen als Referenz-Gene. Der RS gibt auf einer Skala von 0-100an,
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wie hoch das Risiko eines Rezidives im jeweiligen Einzelfall ist. Damit
einhergehend soll er die Entscheidungsfindung beztiglich einer adjuvanten
Chemotherapie erleichtern und Patientinnen identifizieren, welche von einer
zusatzlichen Chemotherapie profitieren und jene vor einer unnétigen Therapie
schitzen, denen diese keinen nachweisbaren Nutzen bringt. Klinische Studien
konnten zeigen, dass bei Patientinnen mit hohem Risiko (RS>30) haufiger
Rezidive auftreten und der Nutzen einer Chemotherapie hdher ist als
Patientinnen mit geringem Risiko (RS<18).49. 50. 51. 52 Bej der Gruppe mittleren
Risikos (RS 18-30) scheint das Ansprechen auf die Chemotherapie geringer als
in der Gruppe mit hohem Risiko zu sein, eine positive Wirkung kann aber nicht

ausgeschlossen werden.>1

Albain et al.>3 konnten zudem zeigen, dass ebenso wie bei nodalnegativen
Patientinnen die Wirksamkeit der adjuvanten Chemotherapie auch bei
nodalpositiven Frauen durch den RS vorhergesagt werden kann. Dies bedeutet
einen Paradigmenwechsel in Hinblick auf die Indikationsstellung zur
Chemotherapie bei den hormonrezeptorpositiven und HER2-negativen
Patientinnen: wahrend friher vor allem das Tumorstadium (d.h. Tumorgrélie
und insbesondere Lymphknotenbefall) wesentlich fiir die Entscheidungsfindung

waren, wird nun mehr und mehr die Tumorbiologie beriicksichtigt.

1.4 Tumorzelldissemination

1.4.1 Allgemeines

Die Tatsache, dass es auch nach erfolgreicher Behandlung des Primartumors
und fehlenden Anzeichen einer Tumorerkrankung nach vielen Jahren zu einem
erneuten Ausbrechen kommen kann, hat dazu geftihrt, dass auch der frihe,
nicht lymphatisch gestreute Brustkrebs nicht mehr als rein lokale, sondern als

systemische Erkrankung angesehen wird. So sterben etwa 30% der
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nodalnegativen Patientinnen an den Folgen einer metastasierten

Brustkrebserkrankung.>*

Der Ausl6ser dieses Phanomens kdnnten einzelne, im Knochenmark
angesiedelte (DTZ) oder im Blut zirkulierende disseminierte Tumorzellen (ZTZ)
sein.

Hierbei handelt es sich um eine hamatogene Streuung einzelner Tumorzellen,
die bereits in einem sehr frihen, meist klinisch noch okkulten Stadium der
Brustkrebserkrankung auftritt und noch vor der lymphogenen Streuung
stattfinden kann.> Einzelne Tumorzellen kénnen im Knochenmark bei 20-30 %
und im Blut bei 10-20 % der Patientinnen zum Zeitpunkt der Primardiagnose
nachgewiesen werden.56: 57. 58, 59

Nach jahrelanger klinischer Tumorfreiheit und erfolgreich abgeschlossener
lokoregionarer Therapie kdnnen diese zunachst solitaren Zellen proliferieren
und sich zu Metastasen entwickeln.0 61.62 Das Ziel der (adjuvanten) Therapie
ist daher nicht nur die restlose Beseitigung des Primartumors, sondern immer
auch der disseminierten Tumorzellen. Die genauen Mechanismen und
Faktoren, welche dartiber entscheiden, ob disseminierte Tumorzellen zugrunde
gehen, im Knochenmark tberleben, in einem Ruhezustand bleiben oder aber
sich zu klinisch manifesten Metastasen entwickeln, sind noch nicht
abschlieRend geklart und derzeit Gegenstand der Forschung.

Es hat sich gezeigt, dass DTZ haufiger bei hormonrezeptornegativen Tumoren
auftreten. IThr Nachweis geht mit einer schlechteren Prognose im Vergleich zu
Patienten ohne DTZ einher.5¢ Zudem werden nach abgeschlossener Therapie
im Knochenmark verbleibende DTZ mit einer Verschlechterung der Prognose in
Verbindung gebracht.58. 63. 64,65 Ein positiver Befund im Knochenmark kann

daher als eigenstandiger, negativer prognostischer Faktor angesehen werden.>6

1.4.2 Schlafende Tumorzellen

Obwohl ein grol3er Teil der Brustkrebspatientinnen ZTZ und DTZ im
Knochenmark aufweist, bedeutet der Nachweis der selbigen nicht zwangslaufig
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ein Wiederkehren der Erkrankung. Etwa die Halfte aller Patientinnen, bei denen
DTZ nachgewiesen werden, bleiben rezidivfrei.>¢ Diese Tatsache legt die
Vermutung nahe, dass disseminierte Tumorzellen zu grof3en Teilen inaktiv sind
und werden daher auch als schlafende Tumorzellen (,Tumour Dormancy®)
bezeichnet. So konnten Meng et al. bei Brustkrebspatientinnen, die fur
mindestens 7 Jahre nach der Behandlung rezidivfrei geblieben waren, in 36%
der Félle ZTZ nachweisen.®® Daher sind die disseminierten Tumorzellen
wahrscheinlich auch resistent gegen eine Chemotherapie, die sich ja vor allem
gegen proliferierende Zellen richtet.5” Wie genau es zu dieser Inaktivitat und
dem langen Fortbestehen der Zellen kommt, wird derzeit mit unterschiedlichen
Modellen erklart.

Im Modell der ,einzelnen schlafenden Tumorzelle® verweilen die disseminierten
Zellen im Knochenmark in der GO-1 Phase, sodass keine Proliferation
stattfindet. Passend dazu kann bei diesen Zellen keine bzw. nur eine geringe
Expression von Proliferationsmarkern wie etwa Ki-67 nachgewiesen werden.68
Im Gegensatz dazu wird das Voranschreiten der Erkrankung im Modell der
,Schlafenden Mikrometastase“ durch ein Gleichgewicht zwischen Proliferation
und Zelltod innerhalb einer Gruppe disseminierter Tumorzellen verhindert. Die
Regulierung dieses Geschehens kdnnte durch bestimmte Faktoren der
Mikroumgebung der Zellen stattfinden. So kénnte ein Scheitern der
Angiogenese dazu fuhren, dass Mikrometastasen in einen schlafenden Zustand
verfallen. Entsprechend wiirde eine gesteigerte Angiogenese zum
Heranwachsen solider Metastasen fiihren.59. 70

Welches Modell des ,Tumorschlafes® die Realitdt am besten abbildet wird
diskutiert. Eventuell kommen beide Varianten nebeneinander vor.
Moglicherweise hangt die Art des ,Tumorschlafes® aber auch mit den
Eigenschaften beziehungsweise mit dem intrinsischen Subtyp des
Primartumors zusammen’!. Weniger aggressive, hormonrezeptorpositive
Tumoren waren demnach eher dem Modell der ,einzelnen schlafenden
Tumorzelle® zuzuordnen, wahrend schlafende Mikrometastasen eher bei

aggressiven, hormonrezeptornegativen Tumoren vorkommen kénnten.
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Generell ist der Kenntnisstand Uber die Zusammenhange und die Bedeutung
fur die Therapie auf dem Themengebiet der Tumorzelldissemination noch

unzureichend.

1.5 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, herauszufinden, ob zwischen den einzelnen
intrinsischen Tumorsubtypen und anderen Tumorparametern Unterschiede in
der Haufigkeit des Vorkommens disseminierter Tumorzellen vorliegen und ob
diesen bei den einzelnen Subtypen eine unterschiedliche Bedeutung flr
Therapie und Prognose beigemessen werden mussen. Aul3erdem wird der
Einfluss der Tumorzelldissemination auf das rezidivfreie sowie auf das
Gesamtluberleben untersucht und die einzelnen intrinsischen Subtypen
diesbeziglich miteinander verglichen.

Dies konnte helfen, eine prézisere Prognose abgeben zu kénnen und somit
Patientinnen zu identifizieren, die von einer zusétzlichen systemischen Therapie

profitieren, aber auch unnétige adjuvante Therapiemalinahmen zu vermeiden.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientendaten

Den Untersuchungen liegt eine ab dem Jahr 2001 an der Universitats-
Frauenklinik Tubingen gefuhrte Datenbank in Form einer Excel Tabelle
zugrunde. In dieser Tabelle werden alle Patientinnen mit primérem
Mammakarzinom erfasst, bei denen im Rahmen der operativen Therapie eine
Knochenmarkspunktion zur Detektion disseminierter Tumorzellen durchgefihrt
wird. Die Erfassung in der Tabelle richtet sich nach dem Datum der Entnahme

des Knochenmarks. Diese erfolgt jeweils wahrend der ersten Tumoroperation.

Analysiert wurden alle Patientinnen von Januar 2001 bis Marz 2013, welche

den folgenden Ein- und Ausschlusskriterien entsprachen:

Tab. 3: Ein- und Ausschlusskriterien des Patientenkollektivs

Einschlusskriterium Ausschlusskriterium

OP-Datum zwischen 01/2001 und 02/2015 [Primé&r systemische Therapie

Primares Mammakarzinom Rezidiv eines Mammakarzinoms

MO nach der TNM-Klassifikation zum Nachweis von Fernmetastasen

Zeitpunkt der Diagnose

Vorliegen des Knochenmarkstatus Keine Information Uber
Knochenmarkstatus

Stadium T1-T4 nach der TNM- Reines Carcinoma in situ

Klassifikation

Fehlende Werte wurden aus den Patientenakten ergénzt, ebenso Informationen
zu Ki-67 und zum Recurrence Score, da diese Informationen nicht in der
primaren Datenbank enthalten waren. Uberlebensdaten wie das Auftreten von
Rezidiven oder der Tod der Patientinnen wurden aus dem Tumorregister

gewonnen und ebenfalls dem Datensatz hinzugeflgt.
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2.2 Datenauswertung

Nach der Anwendung der oben definierten Ein- und Ausschlusskriterien enthielt

die Excel-Tabelle 3.756 Patientinnen.

In Tabelle 4 sind die einzelnen patienten- und tumorspezifischen Parameter des

Excel Datensatzes, die in der Untersuchung ausgewertet wurden, aufgelistet.

Tab. 4: Patienten- und tumorspezifische Parameter im Einzelnen

Parameter Auspragung Variable
Name, Vorname, Geburtsdatum
Datum der OP Skala
Alter zum Zeitpunkt der OP Skala
Art der OP brusterhaltend/nicht nominal
brusterhaltend
Menopausenstatus pramenopausal/postmenopausal [nominal
Tumorzellnachweis im positiv/negativ nominal
Knochenmark
Grading G1, G2, G3 ordinal
Histologie IDC, ILC, andere nominal
Tumorstadium T1,T2,T3, T4 ordinal
TumorgrofRe Durchmesser des grofdten Skala
Tumorherdes der invasiven
Komponente
Lymphknotenstatus befallen/nicht befallen nominal
Ostrogenrezeptor-Status positiv (IRS 2-12) / negativ (IRS |nominal
0-2)
Ostrogenrezeptor IRS 0-12 ordinal
Progesteronrezeptor-Status positiv (IRS 2-12 )/ negativ (IRS |nominal
0-2)
Progesteronrezeptor IRS 0-12 ordinal
HER2-Status positiv (cerbB2 0-2) / negativ nominal
(cerbB2 2-3)
cerbB2-Score 0,1,2,3 ordinal
Chemotherapie ja/nein nominal
Hormontherapie ja/nein nominal
Bisphosphonate ja/nein nominal
Herceptin ja/nein nominal
lokales Rezidiv Datum Skala
Fernrezidiv Datum Skala
Todeszeitpunkt Datum Skala
Oncotype DX Recurrence Score |0-100 ordinal
Ki-67 Wert 0-100 ordinal
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Tumorsubtyp nach IRS (genaue luminal A, luminal B, HER2- nominal

Kriterien siehe Kapitel 3.3.2) positiv, triple-negativ

Tumorsubtyp nach Recurrence luminal A, luminal B, HER2- nominal

Score positiv, triple-negativ

Tumorsubtyp nach Ki-67 luminal A, luminal B, HER2- nominal
positiv, triple-negativ

Alle oben aufgelisteten Daten wurden in einer Microsoft Excel (Version 2010,
Microsoft Corporation, Redmond, Washington DC, USA) Tabelle erfasst und fur
die statistische Auswertung in einem Zahlensystem codiert.

Anschliel3end wurden die Daten in das Programm PASW Statistics 22 (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA) Ubertragen, mit welchem die statistische Auswertung
durchgefiihrt wurde.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden die Daten auf einen signifikanten
Zusammenhang zwischen den in Kapitel 3.2 beschriebenen Patienten- oder
Tumorparametern und der Haufigkeit von Tumorzelldissemination ins
Knochenmark hin untersucht. Es wurden Kontingenztafeln erstellt und der Chi-
Quadrat-Test sowie der exakte Fisher-Test durchgefihrt, wobei die Niveaus
nach Bonferroni adjustiert wurden. Das Signifikanzniveau wurde bei einer
Irrtumswabhrscheinlichkeit von p<0,05 festgelegt.

Anschliel3end wurde untersucht, ob ein signifikanter Zusammenhang zwischen
dem intrinsischen Tumorsubtyp und dem Vorkommen von DTZ im
Knochenmark nachgewiesen werden kann. Der intrinsische Tumorsubtyp
(luminaler Subtyp, HER2 Subtyp, triple-negativer Subtyp) wurde hierbei anhand
des Rezeptorstatus (ER-Status, PR-Status und HER2-Status) bestimmt. Die
Unterscheidung der beiden luminalen Subtypen (luminal A und B) erfolgte durch

drei unterschiedliche Methoden, die jeweils fur sich untersucht wurden.

Erstens wurde, wie in Tabelle 5 aufgefiihrt, die Unterscheidung zwischen

luminal A und B anhand des PR IRS Wertes vorgenommen.
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Tab. 5: Kriterien zur immunhistochemischen Subtypenbestimmung mittels PR
IRS nach St. Gallen Consensus 2013%

Subtyp Einschlusskriterien

Luminal A ER-positiv (ER IRS 2 3)

PR-positiv (PR IRS = 3)

HER2-negativ (bei cerbB2-Score 2 Entscheidung durch FISH)
Luminal B ER-positiv (ER IRS 2 3)

PR-negativ (PR IRS < 2)

HER2-negativ (bei cerbB2-Score 2 Entscheidung durch FISH)
HER2-positiv HER2-positiv (bei cerbB2-Score 2 Entscheidung durch FISH)

Triple-negativ

ER-negativ (ER IRS < 2)

PR-negativ (PR IRS < 2)

HER2-negativ (bei cerbB2-Score 2 Entscheidung durch FISH)
PR-negativ (PR IRS < 2)

HER2-negativ (bei cerbB2-Score 2

Entscheidung durch FISH)

Zweitens wurde der Proliferationsmarker Ki-67 herangezogen, wobei der Cut-off
fur Ki-67 bei 17,5% angesetzt wurde (Tabelle 6).

Tab. 6: Kriterien zur Subtypenbestimmung mittels Ki-67 nach St. Gallen
Consensus 2013%

Subtyp Einschlusskriterien
Luminal A ER-positiv (ER IRS = 3)
HER2-negativ
Ki-67 < 17%
Luminal B ER-positiv (ER IRS 2 3)
HER2-negativ
Ki-67 =2 18%
HER2-positiv HER2-positiv (bei cerbB2-Score 2 Entscheidung durch FISH)
Triple-negativ |ER-negativ (ER IRS < 2)
PR-negativ (PR IRS < 2)
Her2-negativ (bei cerbB2-Score 2 Entscheidung durch FISH)

Drittens wurde bei allen Patientinnen, bei denen ein Oncotype DX-Test

durchgefuihrt wurde, der Recurrence Score als Unterscheidungsmerkmal

verwendet (Tabelle 7).
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Tab. 7: Kriterien zur Subtypenbestimmung mittels Oncotype RS nach St. Gallen
Consensus 2013%

Subtyp Einschlusskriterien
Luminal A ER-positiv (ER IRS = 3)
HER2-negativ
Recurrence Score < 25
Luminal B ER-positiv (ER IRS 2 3)
HER2-negativ
Recurrence Score = 26
HER2-positiv HER2-positiv (bei cerbB2-Score 2 Entscheidung durch FISH)
Triple-negativ.. ER-negativ (ER IRS < 2)
PR-negativ (PR IRS < 2)
HER2-negativ (bei cerbB2-Score 2 Entscheidung durch
FISH)

Zur statistischen Untersuchung wurden ebenfalls Kontingenztafeln erstellt und

der Chi-Quadrat-Test sowie der exakte Fisher-Test durchgefihrt.

Die Verlaufsdaten der Erkrankung wurden Uber einen Zeitraum von 10 Jahren
ab der ersten Tumoroperation ausgewertet. Gegebenenfalls wurden Rezidive

sowie der Tod der Patientin dokumentiert.

Es wurde untersucht, ob es einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem
Knochenmarkstatus und dem Auftreten von Rezidiven oder Todesfallen gibt und
ob sich die einzelnen Tumorsubtypen diesbeziglich signifikant voneinander
unterscheiden. Tabelle 5 zeigt die Kriterien zur Bestimmung der Subtypen.
Folgende Untersuchungen wurden mittels der Kaplan-Meier-Methode
durchgefuhrt:
— im Gesamtkollektiv wurde das Uberleben und das rezidivfreie Uberleben
in Abhangigkeit vom DTZ-Status untersucht
— fir jeden der vier Subtypen wurde das Uberleben sowie das rezidivfreie
Uberleben in Abhangigkeit vom DTZ-Status bestimmt

— Das Auftreten von Rezidiven und Todesfallen innerhalb dereinzelnen
Subtypen wurde unabh&ngig vom DTZ-Status miteinander verglichen
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2.3 Bestimmung des Knochenmarkstatus

Wahrend der Tumorresektionsoperation wurde bei jeder Patientin eine
Knochenmarkpunktion an der Spina iliaca anterior superior durchgefihrt. Die
Sammelréhrchen enthielten Heparin. Um eine Kontamination des Aspirates mit
epithelialen Zellen der Haut zu verhindern, die spater zu einem falsch positiven
Befund fuhren wirde, wurde die Stelle der Aspiration durch eine Inzision mittels
Skalpell erdffnet. Anschlie3end wurden mit der Jamshidi-Technik etwa 10 bis 20
ml Knochenmark aspiriert, welches unverzuglich innerhalb von 24 Stunden im

hauseigenen Labor auf disseminierte Tumorzellen hin untersucht wurde.

Die Untersuchung erfolgte immunzytochemisch mittels Antikbrpern gegen
Zytokeratine, wie sie in epithelialen Zellen vorkommen. Da im gesunden
Knochenmark keine Epithelzellen vorkommen, ist im Falle eines Anféarbens der
Nachweis disseminierter epithelialer Zellen erbracht.”

Mononukleare Zellen wurden durch Dichtegradientenzentrifugation isoliert
(Dichte 1,077 g/ml, Biochrom, Deutschland). AnschlieBend wurden sie aufeinen
Objekttrager zentrifugiert (Hettich Zytozentrifuge, Deutschland) und in 4%
Formalin fixiert. Mit dem DAKO Autostainer (Dako, Danemark) und dem von
Méausen stammenden monoklonalen, gegen Panzytokeratine gerichteten
Antikdrper A45-B/B3 (Micromet, Deutschland) wurde die Farbung, anschlieRend
mit dem DAKO-APAA detection kit der Nachweis der Tumorzellen durchgefihrt.
Zur Positivkontrolle diente die Brustkrebs-Zelllinie MCF-7, zur Negativkontrolle
von gesunden Probanden stammende Leukozyten. Mit dem ACIS imaging
system (ChromaVision; Medical Systems Inc., San Juan Capistrano,
Kalifornien, USA) wurden von jeder Patientin zwei Objekttrager gescannt. Die
Auswertung erfolgte auf Basis der Empfehlungen zum standardisierten
Nachweis von Tumorzellen.”3. 74

In dieser Untersuchung wurde nur der Nachweis, nicht die Anzahl der

nachgewiesenen zytokeratinpositiven Zellen ausgewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Ubersicht Uiber das Patientenkollektiv

Tabelle 8 zeigt eine Ubersicht tber die einzelnen Patientenparameter und deren

Haufigkeit im Kollektiv.

Tab. 8: Ubersicht der Patientencharakteristika

Parameter Gesamtzahl (%)
Gesamt 3756 (100)
Menopausenstatus
pramenopausal 1399 (37,2)
postmenopausal 2348 (62,5)
Angabe fehlt 9 (0,3)
Histologie
IDC 2731 (72,7)
ILC 725 (19,3)
Andere 210 (5,6)
Angabe fehlt 90 (2,4)
Grading
Gl 476 (12,7)
G2 2522 (67,1)
G3 702 (18,7)
Angabe fehlt 56 (1,5)
T-Stadium
TO 2
T1 2563 (68,2)
T2 1057 (28,2)
T3 98 (2,6)
T4 36 (1)
Angabe fehlt 0 (0)
Lymphknotenstatus
NO 2641 (70,3)
N1 1105 (29,4)
Angabe fehlt 10 (0,3)

23



ER-Status

positiv 3146 (83,8)
negativ 610 (16,2)
Angabe fehlt 0 (0)
PR-Status
positiv 2625 (69,9)
negativ 1128 (30)
Angabe fehlt 3(0,1)
HER2-Status
positiv 434 (11,6)
negativ 3312 (88,2)
Angabe fehlt 10 (0,2)
Chemotherapie
ja 1735 (46,2)
nein 2011 (53,6)
Angabe fehlt 10 (0,2)
Hormontherapie
ja 3044 (81)
nein 704 (18,8)
Angabe fehlt 8 (0,2)
Bisphosphonate
ja 1102 (29,3)
nein 2612 (69,5)
Angabe fehlt 42 (1,2)
Herceptin
ja 211 (5,6)
nein 2952 (78,6)
Angabe fehlt 594 (15,8)
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Abbildung 3 zeigt die Altersverteilung im Patientenkollektiv:
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Abb. 3: Altersverteilung der Patientinnen

Das durchschnittliche Alter der Patientinnen im gesamten Kollektiv lag bei 58,1

Jahren. Dies entspricht nicht exakt dem Alter bei der Diagnosestellung, da es

sich beim angegebenen Wert um den Zeitpunkt der OP handelt.

Die jingste Patientin in diesem Kollektiv war 22 Jahre, die alteste 97 Jahre alt.

Die Patientinnen mit positivem DTZ-Befund im Knochenmark waren im

Durchschnitt 59,0 Jahre alt. Die jungste Patientin aus dieser Gruppe war 26, die

alteste 90 Jahre alt.

Bei der DTZ-negativen Gruppe lag der Altersdurchschnitt bei 57,8 Jahren,
wobei die jungste Patientin 22 Jahre alt war, die alteste 97.
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3.2 klinische Parameter vs. DTZ-Status

Der folgende Abschnitt zeigt eine Ubersicht tiber die Patientencharakteristik
zum Zeitpunkt der Diagnose bzw. der Operation sowie den Anteil von DTZ-
positiven Patientinnen in Abhéngigkeit von einzelnen patienten- und

tumorspezifischen Parametern.

3.2.1 Menopausenstatus vs. DTZ-Status

M pramenopausal
B postmenopausal
k.A.

Abb. 4. Menopausenstatus im untersuchten Kollektiv
37,2% der Patientinnen waren zum Zeitpunkt der Diagnose pramenopausal,
62,5% postmenopausal und bei 0,3% fehlte die Angabe oder es handelte sich

um méannliche Patienten.

Tab. 9: DTZ-Status in Abhangigkeit vom Menopausenstatus

Menopausenstatus Gesamtzahl (%) | DTZ-Positive (%) p-Wert
pramenopausal 1399 (37,2) 321 (22,9)
postmenopausal 2348 (62,5) 553 (23,6) 0,671

Angabe fehlt 9(0,3) 1(11,1)
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Abb. 5: DTZ-Status in Abhangigkeit vom Menopausenstatus

Bei den pramenopausalen Patientinnen waren in 22,9% der Falle DTZ zu
finden, bei den postmenopausalen in 23,6% der Falle. Bei den 9 Patienten mit
fehlender Angabe zum Menopausenstatus kamen bei einem (11,1%) DTZ im
Knochenmark vor.

Bei einem p-Wert von 0,671 ergibt sich keine signifikante Korrelation zwischen

dem Menopausenstatus und dem DTZ-Status.

3.2.2 Histologie vs. DTZ-Status

B IDC

H ILC
andere

N kA

Abb. 6: Haufigkeit der histologischen Subtypen

Im Gesamtkollektiv lagen in 72,7% der Falle invasiv duktale Karzinome (IDC)

vor, in 19,3% invasiv lobulare Karzinome (ILC), in 5,6% lag ein anderes
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Karzinom vor und bei 2,4% der Patientinnen fehlt die Angabe zum

histologischen Typ.

Tab. 10: DTZ-Status in Abhangigkeit vom histologischen Tumorsubtyp

Histologie Gesamtzahl (%) | DTZ-Positive (%) p-Wert
IDC 2731 (72,7) 619 (22,7)
ILC 725 (19,3) 199 (27,4) 0,026
Andere 210 (5,6) 48 (22,9)
Angabe fehlt 90 (2,4) 8 (8,9)
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Abb. 7. DTZ-Status in Abhangigkeit vom histologischen Tumorsubtyp

Daraus zeigte sich, dass bei den Patientinnen mit ILC haufiger als bei allen
anderen histologischen Typen DTZ im Knochenmark nachweisbar waren. Dies
war hier in 27,4% der Fall, wahrend nur bei 22,7% der Patientinnen mit IDC
Tumoren und bei 22,9% der Félle mit anderen Tumoren DTZ nachweisbar
waren.

Es besteht daher eine signifikante Korrelation zwischen der Histologie des
Tumors und dem DTZ-Status (p=0,026)
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3.2.3 Grading vs. DTZ-Status

Abb. 8: Grading der Patientinnen

HGl
HG2

G3
N KA.

Die Mehrheit der Patientinnen (67,1%) litt unter einem Karzinom mit dem
Differenzierungsgrad G2, G1 kam in 12,7%, G3 in 18,7% der Falle vor. Bei

1,5% der Patientinnen fehlte diese Angabe.

Tab. 11: DTZ-Status in Abhangigkeit vom Grading

Grading Gesamtzahl (%) DTZ-Positive (%) p-Wert

Gl 476 (12,7) 91 (19,1)
G2 2522 (67,1) 599 (23,8) 0,075
G3 702 (18,7) 169 (24,1)

Angabe fehlt 56 (1,5) 16 (28,6)

c1 N sssssss——

R

63 N — ® DTZ positiv

0 25 50 75 100

Abb. 9: DTZ-Status in Abhéngigkeit vom Grading
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Hier fallt auf, dass mit sinkender Differenzierung der Anteil der DTZ-Befunde
zunimmt. Der Nachweis konnte bei 19,1% der G1-Patientinnen erbracht
werden, bei Patientinnen mit G2-Tumoren in 23,8% und bei G3-Tumoren in
24,1% der Félle.

Eine statistisch signifikante Korrelation dieser beiden Werte liegt nicht vor
(p=0,075).

3.2.4 T-Stadium vs. DTZ-Status

HT1
mT2

T3
HT4

Abb. 10: Haufigkeit der Tumorstadien

Hier fallen sinkende Fallzahlen mit steigendem T-Stadium auf. So wurde bei
68,2% Prozent der Patientinnen durch die Histologie nach der OP die Diagnose
T1 gestellt, bei 28,2% T2, bei 2,6% T3 und bei 1% T4.

Tab. 12: DTZ-Status in Abhangigkeit vom Tumorstadium

T-Stadium Gesamtzahl (%) DTZ-Positive (%) p-Wert
TO 2 2 (100)
Tl 2563 (68,2) 559 (21,8)
T2 1057 (28,2) 270 (25,5) <0,001
T3 98 (2,6) 33(33,7)
T4 36 (1) 11 (30,6)
Angabe fehlt 0 (0)
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Abb. 11: DTZ-Status in Abhangigkeit vom Tumorstadium

Der Anteil der Patientinnen mit positivem DTZ-Status stieg mit dem T-Stadium
an.

Bei Patientinnen mit T1 Karzinom kamen in 21,8% der Falle DTZ vor, bei den
T2 Patientinnen bei 25,5% und bei T3 Fallen bei 33,7%. Bei den Patientinnen
mit T4 Tumoren waren in 30,6% der Falle DTZ nachweisbar. Allerdings liegen
die Fallzahlen insgesamt in dieser Gruppe deutlich niedriger.

Bei einem p-Wert von <0,001 liegt hier ein signifikanter Zusammenhang

zwischen dem T-Stadium und dem DTZ-Status vor.

3.2.5 Lymphknotenstatus vs. DTZ-Status

H NO
B N1
k.A.

Abb. 12: Haufigkeitsverteilung des Lymphknotenstatus
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In der Mehrheit der Féalle (70,3%) konnten keine Lymphknotenmetastasen
entdeckt werden, weder vor der OP noch durch die Histologie danach. Bei
29,4% der Patientinnen lag allerdings mindestens eine Lymphknotenmetastase

vor.

Tab. 13: DTZ-Status in Abhangigkeit vom Lymphknotenstatus

Lymphknotenstatus | Gesamtzahl (%) | DTZ-Positive (%) p-Wert
NO 2641 (70,3) 600 (22,7)
N1 1105 (29,4) 274 (24,8) 0,170
Angabe fehlt 10 (0,3) 1 (10)
NO
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Abb. 13: DTZ-Status in Abhangigkeit vom Lymphknotenstatus

Bei den Patientinnen ohne pathologischen Befund der Lymphknoten waren in
22,7% der Félle DTZ nachweisbar, bei Patientinnen mit Metastasen der
Lymphknoten in 24,8% der Félle.

Statistisch kann eine signifikante Korrelation zwischen Lymphknoten- und DTZ-

Status nicht bestétigt werden (p=0,170).



3.2.6 ER-Status vs. DTZ-Status

B positiv
M negativ

Abb. 14: Ostrogenrezeptorstatus im untersuchten Kollektiv

83,8% der Patientinnen waren 0strogenrezeptorpositiv, das heildt der ER IRS
lag bei 3 oder grol3er. In 16,2% der Falle betrug der ER IRS 2 oder kleiner.

Tab. 14: DTZ-Status in Abhangigkeit vom ER-Status

ER-Status Gesamtzahl (%) DTZ-Positive (%) p-Wert
positiv 3146 (83,8) 723 (23)
negativ 610 (16,2) 152 (24,9) 0,300
Angabe fehlt 0 (0)

ER-positiv

B DTZ positiv

ER-negativ B DTZ negativ

|

0 25 50 75 100

Abb. 15: DTZ-Status in Abhéngigkeit vom ER-Status
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Die Patientinnen mit positivem ER-Status wiesen in 23% der Falle DTZ im
Knochenmark auf, die Patientinnen mit negativem ER-Status in 24,9% der
Falle.

Bei einem p-Wert von 0,300 scheint kein signifikanter Zusammenhang dieser

beiden Parameter zu bestehen.

3.2.7 PR-Status vs. DTZ-Status

M positiv
M negativ
Angabe fehlt

Abb. 16: Progesteronrezeptorstatus im untersuchten Kollektiv

Beim PR-Status verhalt es sich ahnlich wie beim ER-Status. Die Mehrheit von
69,9% ist gekennzeichnet durch einen PR IRS von 3 oder gro3er, bei 30% liegt
ein IRS von 2 oder kleiner vor und bei 0,1% der Patientinnen fehlt die Angabe.

Tab. 15: DTZ-Status in Abhangigkeit vom PR-Status

PR-Status Gesamtzahl (%) DTZ-Positive (%) p-Wert
positiv 2625 (69,9) 579 (22,1)
negativ 1128 (30) 295 (26,2) 0,006
Angabe fehlt 3(0,1) 1(33,3)
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Abb. 17: DTZ-Status in Abhangigkeit vom PR-Status

Auch hier fallt auf, dass die Patientinnen mit positivem PR-Status seltener
(22,1%) DTZ im Knochenmark aufweisen als solche mit negativem PR-Status
(26,2%).

Dieser signifikante Zusammenhang kann statistisch bestatigt werden (p=0,006).

3.2.8 HER2-Status vs. DTZ-Status

W positiv
M negativ
k.A.

Abb. 18: HER2-Status im untersuchten Kollektiv

Bei der Uberwiegenden Mehrheit mit 88,2% der Falle war der HER2-Rezeptor
nicht amplifiziert, in 11,6% war dies der Fall. Bei insgesamt 10 Patientinnen
(0,2%) fehlt die Angabe zum HER2-Status.
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Tab. 16: DTZ-Status in Abhangigkeit vom HER2-Status

M DTZ negativ

HER2-Status Gesamtzahl (%) DTZ-Positive (%) p-Wert
positiv 434 (11,6) 121 (27,9)
negativ 3312 (88,2) 750 (22,6) 0,015
Angabe fehlt 10 (0,2) 4 (40)
HER2-positly | ——
HeRz-negat | ——— it
B DTZ positiv

k.A.

o

%
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Abb. 19: DTZ-Status in Abhangigkeit vom HER2-Status

Die Patientinnen mit positivem HER2-Status wiesen in 27,9% der Falle DTZ im

Knochenmark auf, damit deutlich haufiger als Patientinnen mit negativem
HERZ2-Status (22,6%). Bei den 10 Patientinnen mit fehlendem HER2-Status

waren in 40% der Falle DTZ nachweisbar, allerdings ist dies aufgrund der

geringen Fallzahlen kaum relevant.

Die statistische Korrelation zwischen HER2- und DTZ-Status ist signifikant

(p=0,015).
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3.2.9 Chemotherapie vs. DTZ-Status

M ja
M nein
Angabe fehlt

Abb. 20: Haufigkeit einer Chemotherapie

Eine adjuvante Chemotherapie wurde in 46,2% der Falle in diesem
Patientenkollektiv durchgefiihrt, 53,6% erhielten dagegen keine Chemotherapie.
Bei 10 Patientinnen fehlt diese Information.

Tab. 17: DTZ-Status in Abhangigkeit von der Durchfihrung einer
Chemotherapie

Chemotherapie Gesamtzahl (%) DTZ-Positive (%) p-Wert
ja 1735 (46,2) 432 (24,9)
nein 2011 (53,6) 438 (21,8) 0,014
Angabe fehlt 10 (0,2) 5 (50)
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Abb. 21: DTZ-Status in Abhangigkeit von der Durchfihrung einer
Chemotherapie

Von den Patientinnen, die eine Chemotherapie erhalten haben, wiesen 24,9%
DTZ auf, in der Gruppe ohne waren es nur 21,8%.

Es besteht ein signifikanter Zusammenhang zwischen einer Chemotherapie und
dem DTZ-Status (p=0,014).

3.2.10 Hormontherapie vs. DTZ-Status

Hja
M nein
k.A.

Abb. 22: Haufigkeit einer Hormontherapie

Mit 81% erhielt eine groRe Mehrheit der Patientinnen eine Hormontherapie.
Lediglich 18,8% erhielten keine Hormontherapie, bei den tbrigen 0,2% fehlt die
Information.
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Tab. 18: DTZ-Status in Abhangigkeit von der Durchfihrung einer
Hormontherapie

Hormontherapie Gesamtzahl (%) DTZ-Positive (%) p-Wert
ja 3044 (81) 672 (22,1)
nein 704 (18,8) 198 (28,1) 0,001
Angabe fehlt 8(0,2) 5 (62,5)
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Abb. 23: DTZ Status in Abhangigkeit von der Durchfiihrung einer
Hormontherapie

Die Patientinnen, die eine Hormontherapie erhielten, waren wesentlich seltener
(22,1%) von DTZ betroffen als die Patientinnen ohne Hormontherapie (28,1%).
Ein signifikanter Zusammenhang dieser Variablen kann bei einem p-Wert von

0,001 bestatigt werden.
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3.2.11 Bisphosphonate vs. DTZ-Status

Hja
M nein
k.A.

Abb. 24: Haufigkeit einer Bisphosphonattherapie

29,3% der Patientinnen aus dem Kollektiv erhielten im Verlauf der Therapie

Bisphosphonate, 69,5% erhielten keine und bei 1,2% fehlt die Information.

Tab. 19: DTZ-Status in Abhangigkeit von der Durchfiihrung einer

Bisphosphonattherapie
Bisphosphonate | Gesamtzahl (%) DTZ-Positive (%) p-Wert
ja 1102 (29,3) 391 (35,5)
nein 2612 (69,5) 465 (17,8) <0,001
Angabe fehlt 42 (1,2) 19 (45,2)
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Abb. 25: DTZ-Status in Abhangigkeit von der Durchfiihrung einer
Bisphosphonattherapie
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In der Patientengruppe, die Bisphosphonate erhielt, konnten in 35,5% der Falle
DTZ nachgewiesen werden, bei den Patientinnen ohne Bisphosphonattherapie
waren es 17,8%.

Bei p<0,001 ergibt sich eine signifikante Korrelation zwischen einer

Bisphosphonattherapie und dem DTZ-Status.

3.2.12 Herceptin vs. DTZ-Status

Hja
M nein
k.A.

Abb. 26: Haufigkeit einer Therapie mit Herceptin

Die Datenbank war in dieser Kategorie leider relativ unvollstandig, es fehlen bei
15,8% aller Patientinnen die Information Uber eine Therapie mit Herceptin.
Bei insgesamt 5,6% wurde die Durchflihrung einer solchen Therapie

dokumentiert, 78,6% erhielten kein Herceptin.

Tab. 20: DTZ-Status in Abhangigkeit von der Durchfihrung einer
Herceptintherapie

Herceptin Gesamtzahl (%) | DTZ-Positive (%) p-Wert
ja 211 (5,6) 47 (22,3)

nein 2952 (78,6) 605 (20,5) 0,537
Angabe fehlt 594 (15,8) 225 (37,9)
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Abb. 27: DTZ-Status in Abhangigkeit von der Durchfiihrung einer
Herceptintherapie

Von den Patientinnen, die Herceptin erhielten, waren 22,3% DTZ-positiv, bei
den Patientinnen, die kein Herceptin erhielten, waren es 20,5%.

Bei den 15,8% der Patientinnen, bei denen die Information fehlt, waren zu
37,9% DTZ nachweisbar.

Ein signifikanter Zusammenhang lasst sich hier nicht nachweisen (p=0,537).
3.3 Tumorsubtyp vs. DTZ-Status

Dieses Kapitel zeigt den Anteil der Patientinnen mit erbrachtem
Tumorzellnachweis im Knochenmark in Abhangigkeit vom intrinsischen Subtyp
des Mammakarzinoms. Die Unterscheidung zwischen luminal A und B erfolgte
in den drei folgenden Abschnitten nach jeweils unterschiedlichen Kriterien.

3.3.1 Unterscheidung nach PR IRS

Im diesem Abschnitt erfolgte die Einteilung der Subtypen anhand des PR IRS
Wertes.

3.686 der insgesamt 3.756 Patientinnen (98,1%) konnten in diese
Untersuchung eingehen, in 70 Fallen fehlt die Angabe des PR IRS Wertes.
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Abb. 28: Anteile der einzelnen Subtypen nach PR IRS

M luminal A

B luminal B
triple negativ

M Her2 positiv
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Luminal A war der haufigste Subtyp und kam in 64,5% aller Falle vor. Die mit

13,7% zweitgro3te Gruppe bilden die Patientinnen mit luminal B Tumoren. In

11,8 % der Falle lagen HER2-positive Tumoren vor, die kleinste Gruppe bilden

mit 10 % die Patientinnen mit triple-negativem Tumorsubtyp.

Tab. 21: DTZ-Status in Abhangigkeit vom molekularen Tumorsubtyp nach

PR IRS
Gesamtzahl (%) DTZ-Positive (%) | p-Wert
gesamt 3686 858 (23,3)
Molekularer Subtyp nach
PR IRS
Luminal A 2376 (64,5) 520 (21,9) 0,028
Luminal B 507 (13,7) 129 (25,4)
HER2-positiv 434 (11,8) 121 (27,9)
triple-negativ 369 (10) 88 (23,8)
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Abb. 29: DTZ-Status in Abh&ngigkeit vom molekularen Tumorsubtyp nach PR
IRS

In der Gruppe luminal A war der Anteil der DTZ-positiven mit 21,9 % am
geringsten von allen Subtypen. In der luminal B Gruppe konnten bei 25,4 % und
damit deutlich haufiger als in der luminal A Gruppe DTZ im Knochenmark
nachgewiesen werden.

Bei triple-negativem Tumorsubtyp wurden in 23,8 % der Félle DTZ im
Knochenmark nachgewiesen.

Unter den Patientinnen mit HER2-positiven Tumoren war die Inzidenz positiver
DTZ-Befunde mit 27,9 % am gréf3ten von allen Subtypen.

Bei p=0,028 besteht eine signifikante Korrelation zwischen dem Tumorsubtyp
und dem DTZ-Status.
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3.3.2 Unterscheidung nach Oncotype Recurrence Score

In diesem Teil der Untersuchung wurden die Daten von 44 Patientinnen

ausgewertet, bei denen Informationen zum Recurrence Score vorlagen.

M luminal A

M luminal B
triple negativ

M Her2 positiv

W k.A.

Abb. 30: Anteile der einzelnen Subtypen nach Oncotype RS

Auch in dieser Einteilung war die Gruppe luminal A zahlenmaRlig am grof3ten.
84% aller Patientinnen gehoérten ihr an, 9,1% der Gruppe luminal B, 2,3% der

Gruppe HER2-positiv und in 4,6% der Falle lag ein triple-negativer Subtyp vor.

Tab. 22: DTZ-Status in Abhangigkeit vom molekularen Tumorsubtyp nach
Oncotype RS

Gesamtanzahl (%) @ DTZ-Positive (%) p-Wert
gesamt 44 2(4,5)
Molekularer Subtyp
nach RS
Luminal A 37 (84) 1(2,7)
Luminal B 4(9,1) 1 (25) 0,232
HER2-positiv 1(2,3) 0 (0)
Triple-negativ 2 (4,6) 0 (0)
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Abb. 31: DTZ-Status in Abh&ngigkeit vom molekularen Tumorsubtyp nach
Oncotype RS

In der luminal B Gruppe konnten deutlich h&ufiger (25%) DTZ im Knochenmark
nachgewiesen werden als in der luminal A Gruppe (2,7%). Bei den Patientinnen
der anderen beiden Subtypen lag kein Fall mit Tumorzellnachweis im
Knochenmark vor.

Ein signifikanter Unterschied bezuglich des DTZ-Status kann in dieser relativ

kleinen Gruppe nicht nachgewiesen werden (p=0,232).
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3.3.3 Unterscheidung nach Ki-67

M luminal A

M [uminal B
triple negativ

B Her2 positiv

B kA

Abb. 32: Anteile der Subtypen nach Ki-67

Diese Teiluntersuchung wurde an 73 Patientinnen durchgefiuhrt, bei denen der

Ki-67 Wert im resezierten Tumorgewebe bestimmt worden war.
Luminal A bildete mit 64,5% die grof3te Gruppe, gefolgt von luminal B mit
21,9%. HER2-positiv und triple-negativ waren jeweils in 6,8% der Falle

vertreten.

Tab. 23: DTZ-Status in Abhangigkeit vom molekularen Tumorsubtyp nach Ki-67

Gesamtzahl (%) DTZ-Positive (%) p-Wert
gesamt 73 7 (9,6)
Molekularer Subtyp nach
Ki-67
Luminal A 47 (64,5) 3(6,4) 0,087
Luminal B 16 (21,9) 2 (12,5)
HER2-positiv 5 (6,8) 2 (40)
Triple-negativ 5 (6,8) 0 (0)
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Abb. 33: DTZ-Status in Abhangigkeit vom molekularen Tumorsubtyp nach
Ki-67

In der luminal A Gruppe waren in 6,4% DTZ nachweisbar, wahrend dies bei
12,5% der luminal B Patientinnen der Fall war. Damit traten sie in dieser
Gruppe etwa doppelt so haufig auf wie beim Subtyp luminal A. Bei 2 der 5
HERZ2-positiven Patientinnen traten DTZ auf, wodurch sich ein prozentualer
Anteil von 40% ergibt. Dagegen wies keine der 5 Patientinnen mit triple-
negativem Subtyp DTZ auf.

Ein statistisch signifikanter Zusammenhang kann in dieser ebenfalls relativ

kleinen Gruppe nicht nachgewiesen werden (p=0,087).

3.4 Uberleben und Rezidivierung

3.4.1 Rezidivfreies Uberleben (DFS = disease free

survival)

3.4.1.1 DFS in Abh&ngigkeit vom DTZ-Status

Tabelle 24 zeigt das rezidivfreie Uberleben in Abhangigkeit vom DTZ-Status.

Die Daten von insgesamt 3124 Patientinnen wurden ausgewertet.
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Tab. 24: DFS in Abhangigkeit vom DTZ-Status

DTZ- Anzahl 'Anzahl |Prozentualer | Mittleres 95% Konfidenz-
Status gesamt der Anteil von rezidivfreies |intervall

Rezidive [Rezidiven Uberleben Untere Obere

in Monaten Grenze Grenze

negativ | 2364 186 7,9 129,246 | 125,167 | 133,325

positiv 760 89 11,7 122,252 116,732 127,772

gesamt | 3124 275 8,8 128,174 | 124,863 | 131,486

In der DTZ-negativen Gruppe trat seltener (7,9%) ein Rezidiv auf als in der
positiven Gruppe (11,7%). Auch war das mittlere rezidivfreie Uberleben in der
negativen Gruppe im Schnitt um etwa 7 Monate langer.

Diese Unterschiede sind gemal des Log-Rank Tests statistisch signifikant
(p=0.001).

DTZ
—I 1 negativ
—I1 positiv
—— negativ-zensiert
—— positiv-zensiert

0,67

0,4

Kum. Uberleben

I T T T
50,00 100,00 150,00 200,00

Monate

Abb. 34: DFS in Abhangigkeit vom DTZ-Status
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3.4.1.2 DFS in Abhangigkeit vom intrinsischen Subtyp

In diesem Teil der Untersuchung wurden die einzelnen intrinsischen Subtypen

bezlglich der Rezidivierung miteinander verglichen, unabhangig vom DTZ-

Status. Es wurde der PR IRS zur Unterscheidung zwischen luminal A (=3) und

luminal B (<2) herangezogen. Die Daten von 3.071 Patientinnen wurden

ausgewertet.

Tab. 25: DFS in Abhangigkeit vom intrinsischen Subtyp

Subtyp | Anzahl | Anzahl Prozen- Mittleres | 95% Konfidenz-
ge- der tualer rezidiv- intervall
samt | Rezidive | Anteil von freies Untere  Obere

Rezidiven | Uberleben |Grenze Grenze
Lunimal A| 1987 141 7,1 129,053 124,027 134,080
Luminal B| 405 39 9,6 113,702 103,454 123,951
HER2-Typ | 370 37 10 128,189 120,827 |135,551
Triple- 309 51 16,5 118,675 111,471 125,879
negativ
Insgesamt| 3071 268 8,7 128,326 124,923 (131,729

In der Patientengruppe mit luminal A Tumoren kamen Rezidive am seltensten
vor (7,1%). Bei Patientinnen mit Tumoren vom Typ luminal B und HER2-positiv
traten haufiger Rezidive auf (9,6% und 10,0%). Am starksten betroffen war die
Gruppe der triple-negativen Patientinnen (16,5%).

Das langste mittlere rezidivfreie Uberleben konnte ebenfalls in der luminal A
Gruppe festgestellt werden. Allerdings weicht ab hier die Reihenfolge der
Ubrigen Subtypen von der vorherigen Untersuchung ab: Trotz eines héheren
Anteils von Rezidiven weist die Gruppe der HER2-positiven Patientinnen das
zweitlangste mittlere rezidivfreie Uberleben auf und liegt nur knapp hinter der
luminal A Gruppe. Dann folgt die triple-negativ Gruppe, das kirzeste mittlere
rezidivfreie Uberleben kann in der luminal B Gruppe festgestellt werden.
Statistisch gesehen sind diese Unterschiede signifikant (p<0,001).
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Abb. 35: DFS in Abhangigkeit vom intrinsischen Subtyp

3.4.1.3DFS in Abhangigkeit vom DTZ-Status undintrinsischen
Subtyp

Im folgenden Abschnitt wurde fur jeden der vier Subtypen einzeln die Haufigkeit

von Rezidiven bei Patientinnen mit und ohne DTZ im Knochenmark miteinander

verglichen.
Die Daten von 3.071 Patientinnen wurden ausgewertet.
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Tab. 26: DFS in Abhangigkeit vom DTZ-Status und intrinsischen Subtyp

Subtyp | Anzahl | Anzahl Prozen- Mittleres | 95% Konfidenz-
ge- der tualer rezidiv- intervall
samt | Rezidive | Anteil von freies Untere  Obere

Rezidiven | Uberleben (Grenze Grenze

Luminal A

negativ 1526 103 6,7 128,074 |122,067 134,081

positiv 461 38 8,2 129,291 |122,571 136,012

gesamt 1987 141 7,1 129,053 |124,027| 134,080

Luminal B

negativ 294 21 7,1 122,922 |111,454 134,391

positiv 111 18 16,2 101,178 |90,803 | 111,552

gesamt 405 39 9,6 113,702 103,454 123,951

HER2-

positiv

negativ 267 17 6,4 135,749 128,179 143,318

positiv 103 20 19,4 106,944 92,269 | 121,619

gesamt 370 37 10 128,189 120,827 135,551

Triple-

negativ

negativ 235 40 17 113,138 |105,695| 120,582

positiv 74 11 14,9 117,928 |102,024| 133,832

gesamt 309 51 16,5 118,675 (111,471 125,879

gesamt 3071 268 8,7 128,33 124,92 | 131,73
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Abb. 36: DFS in Abhangigkeit vom DTZ-Status bei Patientinnen mit luminal A
Tumoren

In der luminal A Gruppe war der Unterschied beim Anteil der Patientinnen mit
Rezidiven zwischen den DTZ-positiven (6,7%) und negativen (8,2%)
Patientinnen am geringsten. Patientinnen dieser Gruppe waren insgesamt am
seltensten von Rezidiven betroffen.

Auch die durchschnittliche rezidivfreie Uberlebenszeit zeigte keine
nennenswerten Unterschiede zwischen Patientinnen mit und ohne
Knochenmarkbefund.

Die geringen Unterschiede sind statistisch nicht signifikant (p=0,325)
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Abb. 37: DFS in Abhangigkeit vom DTZ-Status bei Patientinnen mit luminal B
Tumoren

In der luminal B Gruppe dagegen waren deutliche Unterschiede zwischen
Patientinnen mit und ohne DTZ im Knochenmark zu erkennen. Die Patientinnen
mit negativem Befund erkrankten in 7,1% der Falle an einem Rezidiv und
wiesen ein durchschnittliches rezidivfreies Uberleben von 123 Monaten auf,
wéhrend Patientinnen mit positivem Befund in 16,2% der Félle an einem
Rezidiv erkrankten und ein durchschnittliches rezidivfreies Uberleben von 101
Monaten aufwiesen.

Diese Unterschiede sind statistisch signifikant (p=0,038).
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Abb. 38: DFS in Abhangigkeit vom DTZ-Status bei Patientinnen mit
HER2-positiven Tumoren

In der Gruppe der Patientinnen mit HER2-positivem Tumor waren die grof3ten
Unterschiede zwischen den DTZ-positiven und negativen zu verzeichnen.
Die Patientinnen mit negativem Knochenmarkbefund erkrankten in 6,4% der
Falle und nach durchschnittlich 136 Monaten an einem Rezidiv, wahrend die
Patientinnen mit positivem Knochenmarkbefund in 19,4% der Falle und nach
durchschnittlich 107 Monaten an einem Rezidiv erkrankten.

Diese Unterschiede sind statistisch gesehen signifikant (p<0,001).

55



DTZ
—ITnegativ
1 positiv
—+— negativ-zensiert
— positiv-zensiert
0,8
=
2
© 0,6
=
[}
o]
D
£ 0,47
=
x
0,2
0,0

1 T T T T T I I
,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00 140,00
Monate

Abb. 39: DFS in Abhangigkeit vom DTZ-Status bei Patientinnen mit
triple-negativen Tumoren

In der Gruppe mit dem haufigsten Auftreten von Rezidiven, der triple-negativen
Gruppe, zeigten sich beim Anteil der Patientinnen mit Rezidiven wieder kleinere
Unterschiede zwischen DTZ-negativen (17%) und positiven (14,9%)
Patientinnen. DTZ-negative Patientinnen Uberlebten im Schnitt 113 Monate,
DTZ-positive 117 Monate rezidivirei.

Auffallig ist hier allerdings, dass die Patientinnen, die nachgewiesen an einer
Tumorzelldissemination erkrankt sind, weniger haufig von Rezidiven betroffen
waren und diese auch spater auftraten als bei Patientinnen ohne erbrachten
Tumorzellnachweis im Knochenmark.

Die Unterschiede in dieser Gruppe sind statistisch nicht signifikant (p = 0,933).
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3.4.2 Gesamtlberleben (overall survival = OS)

3.4.2.1 Uberleben in Abhangigkeit vom DTZ-Status

Im folgenden Abschnitt ist das Uberleben in Abhangigkeit vom DTZ-Status

dargestellt. Die Daten von insgesamt 2.903 Patientinnen und Patienten wurden
ausgewertet.

Tab. 27: Uberleben in Abhangigkeit vom DTZ-Status

DTZ - | Anzahl Anzahl Prozentualer | Mittleres | 95% Konfidenz-
Status | gesamt der Anteil von Uber- intervall

Todesfalle | Todesfallen leben
Untere  Obere
Grenze Grenze

negativ 2249 192 8,5 100,308 | 99,045 |101,571
positiv 654 94 14,4 94,106 | 91,312 @ 96,901
gesamt 2903 286 9,9 98,878 | 97,712 100,044

Es zeigte sich, dass die Patientinnen mit erbrachtem DTZ-Nachweis im
Knochenmark wesentlich haufiger innerhalb der untersuchten Zeit verstarben
(14,4%) als Patientinnen, bei denen keine DTZ nachgewiesen werden konnten
(8,5%).

Auch war ihre durchschnittliche Uberlebenszeit mit 100 Monaten langer als bei
Patientinnen mit positivem Knochenmarkstatus (94 Monate).

Diese Unterschiede erweisen sich bei einem p-Wert von <0,001 als statistisch
signifikant.
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Abb. 40: Uberleben in Abhangigkeit vom DTZ-Status

3.4.2.2 Uberleben in Abh&angigkeit vom intrinsischen Subtyp
In diesem Teil der Untersuchung wurden die einzelnen intrinsischen Subtypen
beziiglich des Uberlebens der Patientinnen miteinander verglichen, unabhangig

von deren DTZ-Status. Es flossen die Daten von 2.864 Patientinnen ein.

Tab. 28: Uberleben in Abh&ngigkeit vom intrinsischen Subtyp

Subtyp An- | Anzahl | Prozentua- @ Mittleres | 95% Konfidenz-
zahl der ler Anteil Uber- intervall

ge- | Todes- von leben |Untere  Obere

samt @ falle | Todesféllen Grenze Grenze

Luminal A | 1871 149 8,0 100,989 | 99,656 | 102,323

Luminal B 398 42 10,6 96,723 | 93,267 | 100,179

HER2-positiv | 313 38 12,1 94,589 | 90,274 | 98,904

Triple-negativ| 282 47 16,7 92,146 | 87,745 | 96,546

gesamt 2864 276 9,6 99,099 | 97,932 | 100,266
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In der Gruppe der Patientinnen mit luminal A Tumoren wurden, wie auch bei der
Untersuchung der Rezidivierung, die wenigsten Todesfalle registriert (8,0% der
Falle). Auch die durchschnittliche Uberlebenszeit war mit 101 Monaten am
langsten von allen Gruppen.

In der luminal B Gruppe traten haufiger Todesfalle auf (10,6%) und das
durchschnittliche Uberleben war mit 97 Monaten etwas kiirzer als in der luminal
A Gruppe.

12,1% der Patientinnen mit HER2-positivem Tumorsubtyp verstarben innerhalb
des untersuchten Zeitraumes. lhre durchschnittliche Uberlebenszeit betrug 94,5
Monate.

Am haufigsten wurden Todesfélle in der triple-negativen Gruppe festgestellt
(16,7%). Auch die Uberlebenszeit war mit durchschnittlich 92 Monaten in dieser
Gruppe am kurzesten.

Statistisch sind diese Ergebnisse bei einem p-Wert von <0,001 signifikant.
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Abb. 41: Uberleben in Abhangigkeit vom intrinsischen Subtyp
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3.4.2.3 Uberleben in Abhangigkeit vom DTZ-Status und Tumorsubtyp

Im folgenden Abschnitt wurde fiir jeden der vier Subtypen das Uberleben bei
Patientinnen mit und ohne DTZ im Knochenmark miteinander verglichen.

Die Daten von 2.864 Patientinnen wurden ausgewertet.

Tab. 29: Uberleben in Abhangigkeit vom DTZ-Status und Tumorsubtyp

Subtyp/ Anzahl | Anzahl | Prozentualer Mitt- 95% Konfidenz-
DTZ - gesamt der Anteil von leres intervall
Status Todes- | Todesféllen Uber-
falle leben |Untere Obere
Grenze  Grenze
Luminal A
negativ 1467 107 7,3 101,586 | 100,103 | 103,068
positiv 404 42 10,4 98,482 | 95,315 | 101,649
gesamt 1871 149 8,0 100,989 | 99,656 | 102,323
Luminal B
negativ 297 24 8,1 98,529 | 94,546 | 102,511
positiv 101 18 17,8 92,922 | 86,507 | 99,3371
gesamt 398 42 10,6 96,723 | 93,267 | 00,179
HER2-
positiv
negativ 234 20 8,5 99,472 | 95,175 | 103,769
positiv 79 18 22,8 78,066 | 67,974 | 88,158
gesamt 313 38 12,1 94,589 | 90,274 | 98,904
Triple-
negativ
negativ 221 34 15,4 93,73 88,970 | 98,498
positiv 61 13 21,3 86,029 | 75,482 | 96,575
gesamt 282 47 16,7 92,146 | 87,745 | 96,546
gesamt 2864 276 9,6 99,1 97,93 100,27
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Abb. 42: Uberleben in Abhangigkeit vom DTZ-Status bei Patientinnen mit
luminal A Tumoren

In der luminal A Gruppe zeigten sich wieder, wie schon in der Untersuchung des
rezidivfreien Uberlebens, die geringsten Unterschiede bei der Haufigkeit von
Todesfallen zwischen den DTZ-negativen (7,3%) und positiven (10,4%)
Patientinnen.

Die Patientinnen mit erbrachtem Tumorzellnachweis im Knochenmark
Uberlebten im Schnitt 98,5 Monate, solche ohne 101,5 Monate ab dem
Zeitpunkt der Operation.

Diese Unterschiede erweisen sich im Log-Rank Test knapp als statistisch nicht
signifikant (p = 0,051).
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Abb. 43: Uberleben in Abhangigkeit vom DTZ-Status bei Patientinnen mit

luminal B Tumoren

GroRRere Unterschiede konnten in der Patientengruppe mit luminal B Tumoren
ausgemacht werden: 17,8% der DTZ-positiven Patientinnen verstarben
innerhalb des untersuchten Zeitraumes und sie Uberlebten im Schnitt 93
Monate, bei den DTZ-negativen war dies nur bei 8,1% der Fall und die
Patientinnen Uberlebten durchschnittlich 98,5 Monate.

Auch hier liegt der p-Wert mit 0,056 nur knapp oberhalb der

Signifikanzschwelle.
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Abb. 44: Uberleben in Abhangigkeit vom DTZ-Status bei Patientinnen mit
HER2-positiven Tumoren

Wieder waren die groéf3ten Unterschiede in der Gruppe der HER2-positiven zu
verzeichnen. 22,8% der Patientinnen mit Tumorzellnachweis im Knochenmark
verstarben, wahrend dies nur bei 8,5% der DTZ-negativen der Fall war.

Auch die Uberlebenszeit war bei den DTZ-positiven mit durchschnittlich 78
Monaten deutlich kirzer als bei den DTZ-negativen Patientinnen mit
durchschnittlich 99,5 Monaten.

Statistisch sind diese Unterschiede bei einem p-Wert von <0,001 signifikant.
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Abb. 45: Uberleben in Abhangigkeit vom DTZ-Status bei Patientinnen mit triple-
negativen Tumoren

Wie bei der Untersuchung des rezidivfreien Uberlebens fiel in der Gruppe mit
triple-negativem Tumorsubtyp auch beim Gesamtiberleben die Prognose am
schlechtesten aus. 15,4% der Patientinnen ohne nachgewiesene disseminierte
Tumorzellen im Knochenmark starben innerhalb des untersuchten Zeitraumes,
die durchschnittliche Uberlebenszeit betrug 93,5 Monate.

Patientinnen mit erbrachtem Tumorzellnachweis im Knochenmark verstarben in
21,3% der Falle, die durchschnittliche Uberlebenszeit betrug 86 Monate ab der
Operation.

Bei einem p-Wert von 0,164 sind die Unterschiede statistisch nicht signifikant.
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4 Diskussion

4.1 Einfluss klinischer Parameter auf den
DTZ-Status

Der Knochenmarkstatus ist inzwischen, wie auch die klassischen,
histopathologischen Kriterien zur Abschéatzung der Prognose, ein
eigenstandiger prognostischer Faktor.27. 56, 75, 76,109 E{jr ein besseres
Verstandnis der Gesamtbiologie des Tumors ist daher auch die Untersuchung

der Zusammenhange dieser einzelnen Messgrof3en von grol3er Bedeutung.
4.1.1 Menopausenstatus und DTZ-Status

Der Menopausenstatus gilt als prognostisch relevant. Ein pramenopausaler
Beginn der Erkrankung wird mit einer allgemein unginstigeren Prognose in
Verbindung gebracht.

Gleiches gilt fir das Alter zum Zeitpunkt der Diagnose. Jingere Patientinnen
weisen eine hohere Rezidivrate und eine kirzere Uberlebenszeit als altere
Patientinnen auf.”7. 78.79. 80 Kroman et al.”” konnten einen solchen signifikanten
Zusammenhang allerdings nur in der Gruppe der low-risk Patientinnen, die
keine adjuvante Chemotherapie erhielten, feststellen. Bei den Patientinnen, die
eine adjuvante Chemotherapie erhielten, gab es keine signifikanten

Unterschiede.

Dies konnte zu der Annahme fuihren, dass auch zwischen dem
Menopausenstatus und der Tumorzelldissemination ins Knochenmark ein
Zusammenhang besteht. Dennoch kommen viele Untersuchungen zu einem
anderen Ergebnis.27. 75 76, 81, 82, 83 Djesbeziiglich kann auch diese Untersuchung

keinen signifikanten Zusammenhang nachweisen. Die pramenopausale Gruppe
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wies mit 22,9% sogar einen geringeren Anteil DTZ-positiver Patientinnen aufals
die postmenopausale Gruppe mit 23,6%. Einen ahnlichen, signifikanten
(p=0,01) Zusammenhang fanden Diel et al., in deren Studie 38% der
pramenopausalen und 47% der postmenopausalen Patientinnen Tumorzellen
im Knochenmark aufwiesen.2* Aufféllig sind hier die absolut gesehen hdheren
Werte an DTZ-positiven fur beide Gruppen im Vergleich zur sonstigen Literatur
und dieser Untersuchung. Dies ist vermutlich begrindet durch die Methoden
von Diel et. al., etwa Knochenmarkaspiraton an zwei Stellen, Enthahme nach
der Tumorresektion sowie die histologischen Methoden.

Moglicherweise ist aber ein positiver KM-Status bei jungen Patientinnen ein
Indikator fur ein hohes metastatisches Potenzial und diese Patientinnen sind
damit als Hochrisikopatientinnen anzusehen. So fanden Kroman et al. im
Vergleich zu &lteren Patientinnen eine hohere Sterberate bei jliingeren
Patientinnen mit niedrigem Risiko, die keine Chemotherapie erhielten.””

4.1.2 Histologie und DTZ-Status

Prognostisch gesehen gilt die Histologie als relevanter, wenn auch nicht
wichtigster Faktor. Am h&ufigsten tritt die duktal invasive Form auf, wesentlich
seltener die lobular invasive Form, die auch als weniger aggressiv gilt.
Weiterhin existieren viele weitere Typen, die statistisch sehr viel seltener
vorkommen und in dieser Untersuchung in der Gruppe ,,Andere®

zusammengefasst wurden.

Mehrere Arbeitsgruppen konnten keine statistisch signifikante Korrelation
zwischen dem histologischen Karzinomtyp und dem KM-Status finden.56. 81. 84
Die eigenen Ergebnisse zeigten jedoch einen solchen signifikanten
Zusammenhang. So war der Anteil der Patientinnen, die DTZ aufwiesen, in der
Gruppe der invasiv lobularen Karzinome héher als in den anderen Gruppen. Bei
den invasiv duktalen Karzinomen waren dies 22,7%, bei den lobularen 27,4%

und bei den anderen Karzinomtypen 22,9% der Patientinnen.
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Eine denkbare Erklarung hierfur ist, dass invasiv lobulare Karzinome aufgrund
ihres langsameren und diffusen Wachstums haufig spéater oder in einem
fortgeschrittenen Tumorstadium erkannt werden, sodass mehr Zeit zur
Tumorzelldissemination zur Verfiigung stand. In der Arbeit von Harbeck et al.®*
wiesen unter den 71 Patientinnen mit invasiv duktalem Karzinom 22 DTZ auf.
Von den nur 11 Patientinnen mit invasiv lobularem Karzinom wiesen 8 DTZ auf.

Der p-Wert liegt mit 0,13 nicht weit vom Signifikanzniveau entfernt.

4.1.3 Grading und DTZ-Status

Wenig- und undifferenzierte Mammakarzinome zeichnen sich durch ein
aggressiveres Wachstum und, damit einhergehend, durch eine schlechtere
Prognose im Vergleich zu Tumoren mit guter histologischer Differenzierung aus.
In der Literatur herrscht jedoch keine Einigkeit dartiber, ob auch zwischen dem
Tumorgrading und der Tumorzelldissemination ins Knochenmark
Zusammenhange bestehen. Die Ergebnisse einiger Arbeitsgruppen sprechen
dafur, dass bei weniger differenzierten Tumoren haufiger DTZ im Knochenmark
nachgewiesen werden kdnnen25. 56, 76. 83,85 gndere dagegen?” 81,82,

Diese Untersuchung kann zumindest keinen statistisch signifikanten
Zusammenhang nachweisen. Dennoch zeigt sich ein sinkender Anteil von
Patientinnen mit positivem Knochenmarkbefund bei steigender histologischer
Differenzierung der Tumoren. So sind 24,1% der in G3 eingeteilten Patientinnen
DTZ-positiv, 23,8% der Patientinnen mit G2 Tumoren und in der G1 Gruppe
lediglich 19,1%.

4.1.4 Tumorstadium bzw. Tumorgr6f3e und DTZ-Status

GrolRere Tumoren sind haufiger mit axillaren Lymphknotenmetastasen
vergesellschaftet und gehen mit einer insgesamt schlechteren Prognose
einher.22.86 Die Vermutung, dass dieser Zusammenhang auch mit dem DTZ-
Status besteht, liegt nahe, da bei grof3en Tumoren zum Zeitpunkt der Diagnose

bereits mehr Zeit fir den Prozess der Tumorzelldissemination zur Verfigung
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stand oder ein sehr aggressiv wachsender Tumor vorlag, was ebenfalls mit
erhohten Wahrscheinlichkeit fur einen positiven KM-Status in Verbindung
gebracht werden kdnnte.

Diesen Zusammenhang bestatigen die Untersuchungen zahlreicher
Arbeitsgruppen®6. 75. 76, 85, 87, 88,89, 90 \yghrend andere keinen signifikanten
Zusammenhang dieser Parameter nachweisen kénnen81. 82,91, 92,

Im eigenen Patientenkollektiv waren 21,8% der T1, 25,5% der T2, 33,7% der T3
und 30,6% der T4 Patientinnen DTZ-positiv, wobei nur 1% aller Patientinnen
(36) Uberhaupt einen T4 Tumor aufwiesen. Dieser Zusammenhang ist bei
einem p-Wert von 0,001 statistisch signifikant. Durch die geringe Anzahl von
Patientinnen mit T4 Tumoren lasst sich moglicherweise erklaren, warum in
dieser Gruppe weniger DTZ-positive Patientinnen zu verzeichnen waren als in
der T3 Gruppe und im Vergleich mit anderen Untersuchungen an Patientinnen
mit T4 Tumoren.?4 23 Allerdings ist eine gewisse Abweichung zwischen
verschiedenen Untersuchungen aufgrund der unterschiedlichen Methoden zur
Untersuchung des Knochenmarks nicht verwunderlich.

AulRerdem scheint ein positiver DTZ-Status bei kleinen Tumoren von
besonderer prognostischer Bedeutung zu sein, da bei dieser Konstellation eine
sehr frihzeitige Tumorzellaussaat vorliegt und somit méglicherweise von einem
grolReren metastatischen Potenzial des jeweiligen Tumors ausgegangen
werden kann, was zur Identifizierung von Risikopatientinnen dienen kénnte. So
war in einer Untersuchung von Diel et al. bei Patientinnen mit Tumoren < 2cm

der DTZ-Status der starkste prognostische Faktor.24

4.1.5 Lymphknotenstatus und DTZ-Status

Der Lymphknotenstatus ist bis heute einer der wichtigsten Prognosefaktoren
beim Mammakarzinom. Nodalpositive Patientinnen haben hinsichtlich des
rezidivfreien sowie des Gesamtiuberlebens eine signifikant schlechtere
Prognose als Patientinnen ohne Befunde an den Lymphknoten.%4 95 Ebenfalls
sind DTZ ein eigenstandiger, unabhangiger prognostischer Faktor fir einen

ungunstigen Verlauf.56
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Ob ein Zusammenhang zwischen beiden besteht und welche Faktoren dartber
entscheiden, ob ein Tumor streut und auf welchem Weg, ist bislang nicht
geklart.°6

Wenn man einen positiven Lymphknoten- bzw. Knochenmarkstatus als Indikator
fur einen bereits abgelaufenen metastatischen Prozess ansieht, liegt zumindest
die Vermutung nahe, dass ein Zusammenhang zwischen beiden besteht.

Viele Arbeitsgruppen konnten in ihren Daten diesen Zusammenhang
nachweisen?24 56. 75,76, 85,89, 91 'wwaghrend andere zu abweichenden Ergebnissen
kamen27.59. 81, 82

Im hier untersuchten Patientenkollektiv wurden bei 22,7% der nodalnegativen
und 24,8% der nodalpositiven Patientinnen zytokeratinpositive Zellen im
Knochenmark nachgewiesen. Dieser Unterschied erweist sich allerdings als
statistisch nicht signifikant (p=0,17). Die Differenz erscheint aber viel kleiner als

man erwarten konnte.

Klar ist, dass es viele Patientinnen gibt, die nur Anzeichen fur einen Weg der
Metastasierung aufweisen, nicht fiir beide gleichzeitig.1® Moglicherweise ist also
in der biologischen ,Identitat“ des Tumors nicht nur festgelegt, wie grol3 das
metastatische Potenzial ist, sondern auch, auf welchem Wege dies geschieht.
Dies konnte beispielsweise in der Fahigkeit oder Unfahigkeit der Tumorzellen,
in Blut- oder LymphgeféaRRe einzudringen, begriindet sein.>® Denkbar ist auch,
dass die je nach Person unterschiedlichen Begebenheiten auf dem
lymphatischen oder hamatogenen Weg einen Einfluss darauf haben, ob sich

disseminierte Tumorzellen dort ansiedeln kénnen oder zugrunde gehen.

4.1.6 Hormonrezeptorstatus und DTZ-Status

Der Ostrogenrezeptor hat bei einer Brustkrebserkrankung sowohl einen
prognostischen Wert hinsichtlich des Gesamtiiberlebens?> 7. 98 als auch eine
pradiktive Bedeutung bezlglich des Nutzens bzw. fir die Indikationsstellung

einer adjuvanten, systemischen Therapie.
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In der Literatur gibt es unterschiedliche, zum Teil widerspriichliche Antworten
auf die Frage, ob es einen Zusammenhang zwischen Ostrogenrezeptor und
Tumorzelldissemination ins Knochenmark gibt. Einige Arbeitsgruppen fanden
diese Zusammenhange’® 76.96 andere konnten sie nicht nachweisen 24 25 27, 81,
85,

Die eigenen Ergebnisse zeigen zumindest keine statistisch signifikante
Korrelation von ER- und KM-Status. 24,9% der ER-negativen Patientinnen
wiesen Tumorzellen im Knochenmark auf, wahrend diese nur bei 23% der ER-
positiven Patientinnen nachgewiesen werden konnten. Der p-Wert dieser
Analyse liegt bei 0,300.

Auch bei der Analyse eines mdglichen Zusammenhangs zwischen PR- und KM-
Status fiel auf, dass die Patientinnen mit positivem Rezeptorstatus seltener
(22,1%) Tumorzellen im Knochenmark aufwiesen als die Patientengruppe mit
negativem Rezeptorstatus (26,2%). In dieser Untersuchung erwiesen sich die

Unterschiede dagegen als statistisch signifikant (p=0,006).

4.1.7 HER2-Status und DTZ-Status

In der Literatur wird eine HER2-Uberexpression bzw. eine cerbb2-Amplifikation
mit einem verhaltnismafig aggressiven Tumorwachstum und einer schlechten
Prognose in Verbindung gebracht.38. 39,40, 99

Von den 434 HER2-positiven Patientinnen in unserem Kollektiv wiesen 27,9%
disseminierte Tumorzellen im Knochenmark auf, wahrend dies nur bei 22,6%
der HER2-negativen der Fall war. Dieser deutliche Unterschied ist statistisch
signifikant bei einem p-Wert von 0,015. Einige Arbeitsgruppen kommen zum
selben Ergebnist: 8. 96,110 andere kénnen dies nicht bestatigen’s.
Moglicherweise ist dieser Zusammenhang aber noch gravierender. Wenn man
annimmt, dass eine Trastuzumab Therapie, die 211 (5,6%) der HER2-positiven
Patienten in diesem Patientenkollektiv bekommen haben, DTZ beseitigen kann,
wie Rack et al. zeigen konnten'®, so wiesen vor der Trastuzumab Therapie

eventuell noch mehr der HER2-positiven Patientinnen DTZ auf.
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4.2 Einfluss des intrinsischen

Tumorsubtyps auf den DTZ-Status

Inzwischen hat sich ein Verstandnis dartuber etabliert, dass Brustkrebs eine
heterogene Erkrankung ist und nicht jeder Tumor dieselbe Biologie aufweist.
Entsprechend werden im Hinblick auf die Prognose nicht mehr nur die
klassischen Stagingparameter herangezogen, sondern auch die einzelnen,
urspriinglich durch Perou et al.*” definierten intrinsischen Subtypen miteinander
verglichen. Es stellte sich heraus, dass es signifikante Unterschiede zwischen
diesen Subtypen hinsichtlich der Prognose gibt. Bei luminal A Tumoren zeigte
sich ein gunstigerer Verlauf als bei Tumoren vom Typ luminal B, HER2-positiv
oder triple-negativ.4’. 101, 102 Eg konnte aufRerdem nachgewiesen werden, dass
die Einzelparameter, die zur histopathologischen Subtypenbestimmung
herangezogen werden, wie etwa der ER- und PR-IRS, der HER2-Status oder
auch der Ki-67 Wert, von prognostischer Bedeutung sind und diese Parameter
teilweise signifikant mit dem DTZ-Status korrelieren. Dies lasst den Schluss zu,
dass auch Zusammenhéange zwischen dem intrinsischen Subtyp und dem DTZ-
Status bestehen.

In der klinischen Routine werden derzeit die unterschiedlichen Subtypen mittels
immunhistochemischer Methoden anstatt mittels Genexpressionsanalysen
klassifiziert. Schwierig ist hierbei die Unterscheidung zwischen luminal A und B,
deren Aggressivitat und Prognose deutlich voneinander abweichen. Zur
Unterscheidung wird neben der PR-Expression haufig der Ki-67 Wert
herangezogen. Allerdings ist unklar, welcher Cut-off verwendet werden sollte.
Gemal den St. Gallen Consensus Kriterien von 2013 erfolgt die Klassifizierung
eines luminal-like Tumors als luminal B, wenn entweder ein hoher Ki-67 Wert
(>14%) oder ein geringer PR vorliegt, also weniger als 20% der Tumorzellen

PR-positiv sind.20 Dies stiitzt sich auf die Arbeit von Prat et al.103,

Die eigenen Ergebnisse bestéatigen einen Zusammenhang zwischen

intrinsischem Subtyp und DTZ-Status und zeigen vor allem auch deutliche
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Unterschiede zwischen den Subtypen luminal A und B. Dies betont die
Bedeutung der Unterscheidung zwischen luminal A und B und kann bei der
Identifizierung von Patientinnen mit hohem, aber auch solchen mit niedrigerem
Risiko helfen. Dabei erwiesen sich alle drei angewendeten Verfahren als

geeignet und effektiv.

4.2.1 Unterscheidung nach PR IRS

Das Patientenkollektiv, hier bestehend aus 3686 Individuen, teilte sich wie folgt
auf die einzelnen intrinsischen Subtypen auf:

Luminal A 64,5%, luminal B 13,7%, HER2-positiv 11,8 %, 10 % triple-negativ.
Die Gruppe der 2.883 hormonrezeptorpositiven Patientinnen setzte sich somit
Zu 17% aus luminal B und 83% aus luminal A zusammen. Verglichen mit der
Subtypenbestimmung durch Genexpressionsanalyse in anderen
Untersuchungen fallt hier ein relativ hoher Anteil luminal A bei einem relativ
geringen Anteil luminal B und triple-negativ auf.4’- 101,104 Der Grund hierflr
kbnnte sein, dass Patientinnen, die bereits Metastasen hatten, ausgeschlossen
wurden. Méglicherweise wies ein grof3erer Anteil der Patientinnen mit luminal B
oder triple-negativem Tumorsubtyp bereits Metastasen auf und erfullten daher
nicht die Einschlusskriterien. Auch die hier verwendete, von den zitierten
Untersuchungen abweichende Methode zur Unterscheidung zwischen luminal A

und B mittels PR IRS kann ebenfalls eine Erklarung liefern.

In der luminal A Gruppe waren erwartungsgemal am seltensten (21,9%)
disseminierte Tumorzellen im Knochenmark zu finden. Aul3erdem wiesen
Patientinnen mit positivem Progesteronrezeptorstatus, also einem PR IRS von
3 oder grol3er, seltener DTZ auf (22,1%) als Patientinnen mit einem PR IRS von
2 oder kleiner (26,2%).

Darauf folgt die Gruppe der triple-negativen Patientinnen mit 23,8% positiver
Knochenmarkbefunde. Bei diesem intrinsischen Subtyp liegt somit der
zweitkleinste Anteil DTZ-positiver Patientinnen vor. Die schlechtere Prognose,

die allgemein mit diesem Subtyp in Verbindung gebracht wird, scheint also nicht
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in einer im Vergleich zu den anderen Subtypen verstarkten Neigung zur
Tumorzelldissemination ins Knochenmark begriindet zu sein.

Anschlie3end folgte luminal B mit 25,4% positiver KM-Befunde, wie erwartet
haufiger als in der luminal A Gruppe. Dies deckt sich, wie oben bereits erwahnt,
mit dem Befund aus Kapitel 3.2. Hier zeigte sich ein signifikanter
Zusammenhang zwischen PR-Status und KM-Status. So konnten bei 22,1% der
Patientinnen mit einem PR IRS von 3 oder groRer disseminierte Tumorzellen im
Knochenmark nachgewiesen werden, wahrend dies bei 26,2% der Patientinnen
mit einem PR IRS von 2 oder kleiner der Fall war. Fehm et al. fanden ebenfalls
einen Zusammenhang zwischen dem PR- und dem DTZ-Status.®6

Am meisten positive Knochenmarkbefunde waren in der HER2-positiven
Gruppe mit 27,9% zu verzeichnen. In Kapitel 3.2 zeigte sich, dass bei
Patientinnen mit positivem HER2-Status deutlich haufiger DTZ auftraten
(27,9%) als bei solchen mit negativen HER2-Status (22,6%).

Insgesamt sind diese Ergebnisse statistisch signifikant (p=0,028) und legen
einen Zusammenhang zwischen intrinsischem Tumorsubtyp und KM-Status
nahe.

Die Unterscheidung der beiden luminal-like Subtypen mittels PR IRS bei einem

Cut-off von 2,5 scheint zielfUhrend zu sein.

4.2.2 Unterscheidung nach Oncotype Recurrence Score

Der Oncotype DX Test erwies sich ebenfalls als hilfreich bei der weiteren
Unterteilung der luminal-like Tumoren in luminal A und B bzw. bei der Auswahl
jener hormonrezeptorpositiven Patientinnen, die von einer Chemotherapie
profitieren.20. 52

Die 44 Patientinnen, bei denen der Oncotype DX Test durchgefuhrt bzw. die
Unterscheidung zwischen luminal A und B durch den Recurrence Score (Cut-off
25,5) vorgenommen wurde, zeigten ebenfalls deutliche Unterschiede in der
Haufigkeit von DTZ im Knochenmark zwischen luminal A und B Tumoren. Es

konnte bei einem von 4 als luminal B klassifizierten Féallen DTZ nachgewiesen
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werden, wahrend dies bei einem von 34 luminal A Tumoren der Fall war. Keine
der Patientinnen der Subtypen HER2-positiv und triple-negativ wiesen DTZ auf.
Diese Ergebnisse sind statistisch zwar nicht signifikant (p=0,232), was aber vor

allem auch durch die geringe Fallzahl bedingt sein kdnnte.

4.2.3 Unterscheidung nach Ki-67

Auch der Proliferationsmarker Ki-67 zeigte sich in verschiedenen
Untersuchungen als unabhangiger Prognosefaktor und wird neben aggressivem
Tumorwachstum auch mit schlechteren Prognosen beztiglich des
Gesamtuberlebens sowie des rezidivfreien Uberlebens in Verbindung
gebracht.45. 46

In dieser Untersuchung an insgesamt 73 Patientinnen, davon 63 als luminal-like
klassifizierte, zeigten sich deutliche Unterschiede im KM-Status zwischen den
Patientinnen mit hohem und niedrigem Ki-67 Wert (Cut-off 17,5%). So traten
DTZ in 3 von 47 (6,4%) der luminal A Falle auf, wahrend diese bei 2 von 16
(12,5%) der luminal B Falle nachgewiesen wurden.

Diese Unterschiede sind statistisch nicht signifikant bei einem p-Wert von
0,087, allerdings muss auch hier die geringe Fallzahl bertcksichtigt werden.
Maglicherweise steht Ki-67 daher mit einem positiven KM-Status in
Zusammenhang, da Wachstumsfaktoren eine frihe hamatogene
Tumorzellaussaat begunstigen kénnten. So kénnten luminal-like Patientinnen
mit ansonsten geringem Risiko mdglicherweise von einer zusatzlichen

adjuvanten Therapie profitieren, wenn sie erhdhte Ki-67 Werte aufweisen.
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4.3 Uberleben und Rezidivierung

(Prognose)

4.3.1 Uberleben und Rezidivierung in Abhangigkeit vom
DTZ-Status

Der Nachweis von DTZ hat sich in vielen Studien als unabh&ngiger Faktor fur
eine schlechtere Prognose im Vergleich zu Patientinnen ohne DTZ gezeigt.2* 7>
76,87, 105, 106, 107, 108 Djes gilt sowohl fur das rezidivfreie Uberleben als auch das
Gesamtilberleben.24. 105,106, 107 Somijt konnte der DTZ-Status dazu dienen,
Patientinnen mit hohem Risiko zu erkennen und zu behandeln, die nach den
klassischen Kriterien zur Einschatzung der Prognose nicht als solche erkannt

worden waren.

Dies kann durch die eigenen Ergebnisse bestatigt werden. Beim rezidivfreien
Uberleben trat in der DTZ-negativen Gruppe seltener (7,9%) ein Rezidiv auf als
in der positiven Gruppe (11,7%). Auch war das mittlere rezidivfreie Uberleben in
der negativen Gruppe im Schnitt um etwa 7 Monate langer. Diese Unterschiede
sind gemal des Log-Rank Tests statistisch signifikant (p=0,001).

Ahnliche Ergebnisse liegen beim Gesamtiiberleben vor. Patientinnen mit
erbrachtem DTZ-Nachweis im Knochenmark verstarben wesentlich haufiger
innerhalb der untersuchten Zeit (14,4%) als Patientinnen, bei denen keine DTZ
nachgewiesen werden konnten (8,5%).

Auch war ihre durchschnittliche Uberlebenszeit mit 100 Monaten langer als bei
Patientinnen mit positivem KM-Status (94 Monate) (p<0,001).

Demnach korreliert ein positiver KM-Status signifikant mit einer schlechteren
Prognose.
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4.3.2 Uberleben und Rezidivierung in Abhangigkeit vom

intrinsischen Subtyp

Wie in Kapitel 4.2 ausgefuhrt unterscheiden sich die einzelnen intrinsischen
Subtypen nicht nur in ihrer Genexpression und damit im biologischen Verhalten

des Tumors, sondern dementsprechend auch in der Prognose.3% 101, 102,104

Die Analyse des eigenen Patientenkollektivs, in dem die Einteilung der
Subtypen nach den in Kapitel 2.2 beschriebenen Kriterien durchgefuhrt wurde,
bestétigt dies.

In der luminal A Gruppe traten am wenigsten Rezidive auf (7,1%), deutlich
haufiger bei luminal B (9,6%) und HER2-positiv (10%) und mit Abstand am
haufigsten bei triple-negativem Tumor (16,5%). Ebenfalls war das mittlere
rezidivfreie Uberleben in der luminal A Gruppe am langsten (129 Monate),
knapp gefolgt vom HER2-positiven Typ (128 Monate). Dann folgte die triple-
negative Gruppe mit 119 Monaten. Interessant ist, dass in der luminal B Gruppe
durchschnittlich das kirzeste rezidivfreie Uberleben festgestellt wurde (114
Monate) (p<0,001). Dies zeigt die dringende Notwendigkeit, luminal-like
Tumoren weiter zu unterteilen, auch hinsichtlich der adjuvanten Therapie.
Beim Gesamtiiberleben waren ahnliche Ergebnisse zu verzeichnen.

Der Anteil der Todesfalle stellte sich wie folgt dar: luminal A 8%, luminal B
10,6%, HER2-positiv 12,1%, triple-negativ 16,7%. Diese Reihenfolge der
Subtypen hatte auch beim mittleren Uberleben bestand: luminal A 101 Monate,
luminal B 97 Monate, HER2-positiv 95 Monate, triple-negativ 92 Monate
(p<0,001).

Erwartungsgemalf? schnitt der Subtyp luminal A in allen untersuchten Aspekten
der Prognose am besten ab, der Subtyp triple-negativ wies die schlechteste
Prognose auf. Nur das mittlere rezidivfreie Uberleben war bei luminal B noch
etwas kurzer. Zudem fielen relativ deutliche Unterschiede zwischen luminal A
und B auf, was die hier angewandten Kriterien zur Subtypenbestimmung
bekraftigt und die Bedeutung dieser Differenzierung zwischen beiden luminal-

like Subtypen unterstreicht.
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4.3.3 Uberleben und Rezidivierung in Abhangigkeit vom
DTZ-Status und intrinsischen Subtyp

Im letzten Kapitel dieser Arbeit wurde die Rezidivierung bzw. das Uberleben in
Abhangigkeit vom DTZ-Status und intrinsischen Subtyp untersucht.

Hierbei fiel auf, dass in der luminal A Gruppe anteilig die kleinsten Unterschiede
zwischen DTZ-positiven und DTZ-negativen Patientinnen bestanden. In den
Gruppen luminal B und HER2-positiv waren diese bedeutend grofR3er. Wenn
auch nicht alle Teile dieser Untersuchung statistisch signifikant sind, zeigt sich
dieses Muster in ahnlicher Weise sowohl bei der Analyse der Rezidive als auch
des Gesamtiiberlebens. Beim Subtyp triple-negativ zeigen sich in keiner der
beiden Untersuchungen statistisch signifikante Unterschiede, vielmehr ist
sowohl der Anteil der Rezidive als auch der Todesfélle in der DTZ-positiven und
der negativen Gruppe gleichermaf3en hoch. Unter den DTZ-negativen
Patientinnen mit triple-negativem Tumorsubtyp traten sogar anteilig mehr
Rezidive (17%) auf als in der DTZ-positiven Gruppe (14,9%).

Dies legt nahe, dass der Tumorzelldissemination ins Knochenmark bei den
intrinsischen Subtypen luminal B und HER2-positiv ein gré3erer Stellenwert
hinsichtlich der Prognose und mdglicherweise auch der adjuvanten Therapie
beigemessen werden muss als bei den tbrigen Subtypen luminal A und triple-
negativ. Moglicherweise haben disseminierte Tumorzellen von Tumoren dieser
beiden Subtypen andere Mdglichkeiten, um zu Uberleben und zu proliferieren,

um letztlich zu einem Tochtergeschwir zu werden.
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5 Zusammenfassung

Brustkrebs ist, auch wenn bei der Primardiagnose durch ein klassisches
Staging keine Metastasen oder Lymphknotenbefall (NOMO) festgestellt werden
konnen, eine systemische Erkrankung, die bei einigen dieser Patientinnen
durch die frihe, hAmatogene Streuung einzelner Tumorzellen zu einem Rezidiv
fuhren kann. Aul3erdem zeigte sich, dass Mammakarzinome relevante
Unterschiede in ihrer Biologie aufweisen, die Uber die Parameter hinaus gehen,
die ein klassisches Staging umfasst. Diese intrinsischen Subtypen, erstmals
von Perou et al.'” beschrieben, erfordern eine an den entsprechenden Subtyp
angepasste Therapie und liefern Informationen tber die Prognose der
Erkrankung im jeweiligen Einzelfall.

Ziel dieser Arbeit war es, Zusammenhange zwischen histopathologischen
Tumorparametern sowie intrinsischem Tumorsubtyp und der
Tumorzelldissemination ins Knochenmark zu untersuchen. Auf3erdem sollte der
Einfluss des DTZ-Status und des intrinsischen Subtyps auf die Prognose der
Erkrankung analysiert werden.

Hierzu wurden retrospektiv die Daten von 3.756 Patientinnen mit primérem,
nicht metastasiertem Mammakarzinom, die zwischen 2001 und 2015 in der
Universitats-Frauenklinik TUbingen operiert wurden, ausgewertet.

Es wurden Untersuchungen des DTZ-Status in Abhangigkeit von
histopathologischen Tumorparametern, des DTZ-Status in Abhangigkeit vom
intrinsischen Tumorsubtyp sowie des Gesamtiiberlebens und des rezidivfreien
Uberlebens in Abhangigkeit vom DTZ-Status und vom intrinsischen Subtyp
durchgefihrt.

Dabei zeigen sich statistisch signifikante Zusammenhange zwischen DTZ-
Status und Histologie (p=0,026), T-Stadium (p=0,001), PR-Status (p=0,006),
HER2-Status (p=0,015), Chemotherapie (p=0,014), Hormontherapie (p=0,001)
und Bisphosphonattherapie (p=0,001).

AulRerdem korreliert der intrinsische Subtyp mit dem DTZ-Status (p=0,028).
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Statistisch signifikante Zusammenhange erweisen sich auch zwischen
rezidivfreiem sowie Gesamtiiberleben und dem DTZ-Status sowie dem

intrinsischen Subtyp.

Zusammenfassend kann man sagen, dass der DTZ-Status und der intrinsische
Tumorsubtyp Korrelationen untereinander sowie zu bestimmten
histopathologischen Parametern aufweisen und signifikante Auswirkungen auf
die Prognose der Erkrankung haben. Sie dienen dazu, Patientinnen mit einem
hoheren Risiko zu identifizieren und gegebenenfalls zusatzlich adjuvant zu
behandeln. Die Mechanismen der Tumorzelldissemination missen weiter
untersucht werden, um die Therapie noch besser an die jeweiligen

Gegebenheiten des einzelnen Falles anpassen zu kénnen.
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