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|. EINLEITUNG

1.1. Allgemeines zum Mamma karzinom

Das Mammakarzinom ist trotz zahlreicher prophylaktischer Maflinahmen der
haufigste maligne Organkrebs der Frau in der westlichen Welt (Blot et al. 1977)
und daran hat sich bis heute nichts wesentliches geandert. Es sterben nach
Einschatzungen der WHO jahrlich ca. 250.000 Frauen an dieser
Tumorerkrankung weltweit. Allein in der Bundesrepublik Deutschland werden
jahrlich mehr als 41000 Neuerkrankungen diagnostiziert (Pesch et al. 1994).
Diese Erkrankung macht 25% der weiblichen Karzinome aus und ist
verantwortlich fur 18% der Karzinomtode in Deutschland (Rosenquist, Lindfors
1994). Trotz einer verbesserten Fruhdiagnostik ist die standardisierte
Mortalitatsrate in den letzten 15 Jahren leicht gestiegen (Statistisches
Bundesamt 1998). Somit z&hlt das Mammakarzinom in den westlichen
Industrienationen zu den haufigsten malignen Tumoren der Frau mit einem
ersten Haufigkeitsgipfel um das 45. Lebensjahr und einem zweiten um das 70.
Lebensjahr (Koslowski et al. 1988).

Neue Fortschritte in Diagnostik und Forschung seit der letzten 20 Jahre scheinen
jedoch eine Kehrtwende einzuleiten. Nach Schatzungen durch Oxford
Metaanalysen [EBCTCG] wird die Brustkrebssterblichkeit im Jahr 2010 um die
Halfte geringer sein (Peto, Dalesio 2003).

Bei boésartigen Tumoren ist nach heutigem Kenntnisstand der Medizin die
Heilung eines Erkrankten grundsatzlich mdglich, wenn die Krankheit in einem
sehr frihen, nicht-invasiven Stadium erkannt und richtig behandelt wird, wobei
der Tumor chirurgisch "in sano”, d.h.vollstandig im Gesunden, enfernt werden
muf3 (Buchali, Budach 2000; Schmidt-Matthiesen et al. 2002).

Wird ein bdsartiger Tumor in einem zu spaten Stadium erkannt oder nicht
bedarfsgerecht behandelt, ist keine kurativ intendierte Behandlung und somit
keine Tumorheilung mehr méglich. Der Sinn der Therapie besteht dann lediglich



in der Erhéhung der Lebenserwartung und Verbesserung der Lebensqualitat, im
Sinne einer palliativen Therapie (Schwenzer, Ehrenfeld 2002).

Wichtige MalRBnahmen um das Mammakarzinom in einem moglichst frihen
Stadium zu erkennen sind, die Forderung der Teilnahme an Aarztlichen
Friherkennungsuntersuchungen und gualitatsgesicherte Mammograhie-
Screening-MalRnahmen (nach deren Einfuhrung) sowie das Unterweisen der
Patientinnen zur regelmafigen Selbstuntersuchung der Brust, welches ein
unerlallicher Bestandteil der Beratung im Rahmen von Vorsorgeuntersuchungen
sein sollte (Koslowski et al. 1988; Pschyrembel 1998).

In Deutschland gehort die Mammographie noch nicht zum Bestandteil der
empfohlenen Vorsorgeuntersuchung, obwohl ihr Routinegebrauch von mehreren
Organisationen empfohlen wird (Kreienberg et al. 2003). Randomisierte Studien
aus verschiedenen Landern zeigen eine mogliche Mortalitatsreduktion durch
EinfUhrung der Friherkennungsmammographie bei 50 -70 jahrigen Frauen um 20 -
30% (Nekolla et al. 2005). Bei der zusatzlichen Kombination der Mammographie
mit einer Mammasonographie ist es sogar mdglich alle nonpalpablen Karzinome
richtig zu erkennen, das entspricht einer Sensitivitat von 100% (Ruhland et al.
2000).

Trotz der Einfuhrung von Untersuchungsprogrammen zur Krebsvorsorge werden
die meisten Karzinome der Brust von den Patienten selbst entdeckt. Eine Therapie
wird oftmals nach einer groRen Verzogerung begonnen, so dass der Tumor in
einem weiter fortgeschrittenen Stadium gefunden wird und eine schlechtere
Prognose zeigt als jene die durch klinische Untersuchung oder Mammographie
entdeckt werden. Eine Untersuchung von 1050 Patientenfallen mit Brustkrebs
zwischen Januar 1990 und Dezember 1994 kam zu folgendem Ergebnis: 72% der
Tumoren wurden von den Patienten selbst entdeckt, 12% durch den Arzt bei der
Routineuntersuchung oder durch andere Grinde, und 16% wurden durch
Mammographie gefunden die ohne einen klinischen Verdacht auf Krebs
durchgefihrt wurde. Tumore die durch den Arzt oder durch Mammographie

entdeckt wurden, hatte man viel frGher behandelt als jene, die zuerst vom



Patienten entdeckt wurden, und hatten folglich ein niedrigeres T - und N -Stadium
(Schleicher, Ammon 1998; Kreienberg et al. 2002).

Ein haufiges Erstsymptom von Mammakarzinomen ist eine knotige Verhartung in
der Brust, die von der Patientin ertastet wird und teilweise auch mit
Spannungsgefihl oder Schmerzen einhergeht. Sind solche tastbaren
Veranderungen vorhanden, gilt die Tripelkombination aus klinischer Untersuchung
[Inspektion, Palpation], Mammographie und Feinnadelbiopsie fir die weitere
diagnostische Vorgehensweise als sichere Methode. Damit kann man, sofern die
Ergebnisse aller 3 Komponenten hinsichtlich benigne oder maligne uberein-
stimmen, eine offene Biopsie ersetzen.

Aus diesem Hintergrund wurde 1998 der so genannte Triple Test Scoring (TTS)
eingefuhrt, bei dem jede Komponente des Dreifachtests in benigne, verdachtig
bzw. maligne eingeteilt werden kann und entsprechend mit 1, 2 oder 3 Punkten
versehen wird (Schmid et al. 1994, Kreienberg et al. 2002).

In einer Studie von Morris et al. 2001 wurde die Anwendung des TTS bei 479
Patienten mit 484 palpablen Brustldasionen gepruft wobei man zu folgendem
Ergebnis kam: Durch den gestaffelten Dreifachtest in Kombination mit diesem
Punktesystem konnten die meisten Brustlasionen hoch verlailich als gut oder
bdsartig identifiziert werden. Ein anschliel3ender histologischer Befund bestatigte
dieses Ergebnis. Lediglich bei 8% (39 von 484) der Brustlasionen mit einem TTS-

Score von 5 war eine weitere Biopsie zur abschliel3enden Diagnose erforderlich.

1.2. Die Atiologie des Mammakarzinoms

Die Genese des Mammakarzinoms ist multifaktoriell und die Ursache der
Erkrankung ist bisher nicht vollstandig geklart. Die Proliferation der Drisenzellen
des Brustgewebes hangt insbesondere von der Anwesenheit von Ostrogenen ab.
Die nachfolgend aufgefiihrten Risikofaktoren lassen zum Teil einen hormonellen

EinfluR [veranderte Ostrogenwirkung] auf die Entstehung des Brustkrebses



vermuten. Diese Hypothese wird durch die niedrige Brustkrebsinzidenz bei
Méannern bekréaftigt.

1.2.1 Gesicherte Risikofaktoren

Als gesicherte Risikofaktoren der Erkrankung sind zu nennen (Kreienberg et al.
2002):

a) Alter

b) familiare Disposition

c) Mastopathien mit Zellatypie

d) primares Mammakarzinom oder Zustand nach therapeutischer Mastektomie

Zu a)

Das Alter ist ein prognostischer Indikator und stellt bei Uber 60-jahrigen eine

Disposition fur ein Mammakarzinom dar (Schmidt-Matthiesen et al. 2002).

zu b)

Die Erforschung der erblichen Faktoren stellt einen eigenstdndigen
Forschungszweig dar. Die Haufigkeit des Auftretens dieser Erkrankung wird in der
Literatur unterschiedlich beziffert. Nach Kreienberg et al. (2002) sind etwa 5% der
Brustkrebserkrankungen genetisch bedingt und werden autosomal dominant an die
Nachkommen weitergegeben. Fur diese Erkrankung sind hauptsachlich
Mutationen in den Genen BRCA1 und BRCAZ2 urséchlich, wobei Tumoren mit
BRCA1-Mutationen im allgemeinen negativ fur den Ostrogen- und
Progesteronrezeptor sind und jene mit BRCA2-Mutationen meistens fur beide

Hormonrezeptoren positiv sind (Dahija, Deng 1998; Hedenfalk et al. 2001).



1.2.2 Wahrscheinliche Risikofaktoren

Als wahrscheinliche Risikofaktoren der Erkrankung z&hlen (Kreienberg et al. 2002):

a) frihe Menarche

b) spate Menopause

c¢) Kinderlosigkeit

d) spéate erste Geburt

e) Hormonsubstitution

f) Ernahrung und Ubergewicht

g) Sozialstatus

zu b) Ein frihe Menopause hat einen protektiven Effekt auf die Entstehung des
Brustkrebses. Ein Eintritt in die Menopause im Alter von weniger als 50 Jahren
zeigt ein geringeres Risiko als im Alter von 55 Jahren und é&lter. Dieser risiko -
mindernde Effekt scheint zudem bei mageren Frauen starker ausgepragt zu sein
(Monninkhof et al. 1999).

zu c) und d) Die endgultige Differenzierung des Brustdriisengewebes erfolgt erst
mit einer ausgetragenen Schwangerschaft und der nachfolgenden Stillzeit, daher
ist die Brust gerade in den Stadien ihrer Entwicklung fir schadigende Einfllisse
besonders anfallig (Russo u. Russo 1995). Kinderlosigkeit und eine verspatete
Erstgeburt werden mit einer Uberexpression des HER-2/neu-Proteins in

Zusammenhang gebracht (Bernstein et al. 1999).

zu e) Durch eine kurzfristige Hormoneinahme (< 5 Jahre) ergibt sich keine
nennenswerte Risikozunahme, das Risiko ist vergleichbar dem einer verspéatet
einsetzenden Menopause, welches durch eine Reanalyse zahlreicher Studien
aufgezeigt werden konnte (Kreienberg et al. 2002). Bei einer langerfristigen

Verabreichung von Ostrogenen muB jedoch mit einem gering erhohten, mit
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Therapiedauer zunehmendem Brustkrebsrisiko ausgegangen werden, das sich
nach Absetzen der Ostrogengabe wieder normalisiert (Colditz et al. 1995).

Harris et al. (1996) beschreiben insbesondere fir schlanke Frauen (niederer BMI)
ein erhohtes Brustkrebsrisiko unter postmenopausaler Substitutionstherapie mit
normal hoher Dosierung gegeniiber einem ebenfalls schlanken, nicht substituierten
Vergleichskollektiv.

zu f) Ernahrung und Ubergewicht zahlen zu den zivilisatorischen Faktoren die in
deutlicher Abhangigkeit von der Geographie sind. Eine fettreiche, ballaststoffarme
sowie gemuse- und selenarme Ernahrung bergen ein Risiko (Schmidt-Matthiesen
et al. 2002). Im Gegensatz dazu scheinen milchhaltige Produkte eine protektive
Wirkung zu Dbesitzen. Bei pramenopausalen Frauen, nicht aber bei
postmenopausalen, wurde bei vermehrtem Konsum fettarmer milchhaltiger
Nahrungsmittel, insbesondere fur entrahmte/ fettarme Milch, ein reduziertes Brust-
krebsrisiko festgestellt.

Ahnliches wurde beobachtet mit Bestandteilen [Kalzium und Vitamin D]
milchhaltiger Nahrungsmittel (Shin et al. 2002).

1.2.3 Fragliche Risikofaktoren

Zu den fraglichen Risikofaktoren zéahlen (Kreienberg et al. 2002):

a) Nikotin- und Alkoholabusus

Eine Studie von Kropp und Chang-Claude (2002) bekraftigt die Hypothese eines
kausalen Zusammenhanges zwischen aktivem sowie passivem Rauchen und dem
Brustkrebsrisiko. Das Risiko erhéht sich mit zunehmender Dauer des Rauchens
und sinkt nach Einstellung desselben. Nach den Ergebnissen von Egan et al.
(2002) vermutet man, dass passives Rauchen in keinem Zusammenhang mit
Brustkrebs steht, jedoch aktives Rauchen mit einer leichten Erh6hung des Risikos

verbunden ist, wenn das Rauchen in jungen Jahren (< 17 Jahre) begonnen wird.
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Nach vermehrtem Alkoholkonsum beobachtet man ein steigendes Risiko an
Brustkrebs zu erkranken. Bei der Einnahme von = 15 g Ethanol/Tag erhdht sich
das Erkrankungsrisiko, verglichen mit Nichtkonsumenten, um den Faktor 1,26.
Dabei wird ein Zusammenhang zu lokoregionaren In-Situ-Erkrankungen
beobachtet (Feigelson et al. 2003).

b) Kaffeekonsum ( mit/ohne Koffein)

Es wird keine Beziehung zwischen Kaffeekonsum und dem Erkrankungsrisiko an
Brustkrebs festgestellt. Selbst Frauen mit einer Kaffeeinnahme von = 4 Tassen/
Tag sind keinem grol3eren Risiko ausgesetzt (Tavani et al. 1998, Michels et al.
2002).

¢) Pharmakaeinwirkung

d) Einwirkung elektromagnetischer Felder

Ein kausaler Zusammenhang zwischen diesen Faktoren und der

Brustkrebsentstehung ist bisher noch nicht abschlieRend geklart.

1.3. Prognostische und pradiktive Faktoren

1.3..1 Definition
Prognostische Faktoren konnen vorhersagen, welches Risiko fur ein spateres

Wiederauftreten der Erkrankung [Rezidiv, Metastasierung] oder den Tod durch die
Erkrankung gegeben ist. Sie informieren somit Gber die Agressivitat des Tumors
und damit Uber die wahrscheinliche zukunftige Entwicklung des Krankheitsver-
laufes.

Préadiktive Faktoren hingegen sind therapierelevante Faktoren, die Aufschluss tber
das zu erwartende Ansprechen des Tumors auf eine bestimmte Therapie

[zytostatisch oder endokrin] geben kdnnen und beschreiben somit die Wahr-

12



scheinlichkeit der Reduktion eines vorhergesagten Risikos (Kreienberg et al.
2002).

1.3.2 Etablierte Prognosefaktoren

Zu den etablierten Prognosefaktoren zahlen das Grading, die Tumorgrof3e, der
Nodalstatus [TNM-Klassifikation], der Steroidhormonrezeptorstatus und der
Menopausenstatus.

Mit dem Grading (Bloom, Richardson 1957) wird der histologische Entwicklungs-
grad eines Tumors erfasst, der Aussagen uUber die tubuldre Differenzierung,
Zellkernpolymorphie und Mitosenanzahl liefert. Nach einem festgelegten Schema
wird in drei Differenzierungsgrade: G1, G2 und G3 eingeteilt. Die Prognose

verschlechtert sich kontinuierlich von Grad 1 bis Grad3 (Contesso et al. 1987).

Diese Klassifikation ist jedoch mit den Schwachpunkten einer vagen
Gradeinteilung und einer unobjektiven Beurteilungsgrundlage verbunden (Page et
al. 1998). In der neuen TNM-Klassifikation maligner Tumoren [6.Aufl. 2002] wird
fur invasive Karzinome deshalb das Grading nach Ellston und Ellis (1991)

empfohlen, das ein modifiziertes Grading nach Bloom und Richardson ist.

Die TumorgrofRe Kkorreliert positiv mit dem Risiko einer Fernmetastasierung
(Cowen et al. 1998). Eine Untersuchung von Carter et al. (1989) zeigte, dass
Patientinnen mit einer Tumorgrof3e von mehr als 2 cm eine deutlich schlechtere
Uberlebensprognose haben, wobei auch sehr kleine Tumoren bereits Fernmetas-
tasen aufweisen konnen. In einer anderen Studie mit einem Follow-up von 5
Jahren erwies sich die Tumorgrdl3e als signifikanter prognostischer Indikator fir
das rezidivfreie Uberleben (Volpi et al. 2000).
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Ein positiver Hormonrezeptorstatus  korreliert mit ginstigen prognostischen
Merkmalen wie einer geringen Proliferationsrate und  geringerem
Differenzierungsgrad des Tumors. Patientinnen mit Tumoren die sowohl
Ostrogenrezeptoren als auch Progesteronrezeptoren exprimieren, haben den
groRten Nutzen von einer Hormontherapie, aber die Ansprechrate der Tumoren,
die nur einen Rezeptortyp exprimieren ist immer noch signifikant. Der
Rezeptorstatus ist hilfreich Patientenguppen zu selektieren, die wahrscheinlich
nicht von einer Hormontherapie profitieren (Osborne 1998).

Der axillare Lympknotenbefall ist nach wie vor der aussagekraftigste
Prognosefaktor beim Mammakarzinom und der Standardeingriff zu seiner
Erhebung ist die Lymphonodektomie. Zum exakten Staging eines
Mammakarzinoms ist eine Axilladissektion unumgénglich, die zudem von
therapeutischer Bedeutung ist (Buchali, Budach 2000). Fur eine exakte Beurteilung
missen jedoch mindestens 10 Lymphknoten entfernt und histologisch
aufgearbeitet werden. Nodalpositive Tumoren, insbesondere ab 4 positiven
Lymphknoten, bedeuten im Vergleich zu nodalnegativen Tumoren eine
wesentlich schlechtere Prognose fir die Patientin (Rakowsky et al. 1992).

Patienten mit einem TI1NOMO-Stadium haben eigentlich einer sehr gute
Uberlebensprognose und bedirfen nicht in jedem Fall einer adjuvanten Therapie,
jedoch eine kleine Subgruppe dieser Patienten entwickelt ein Rezidiv (Ciatto et al.
1990).

Nicht nur die Anzahl tumorbefallener Lymphknoten ist bedeutend, sondern auch
die Intaktheit der Lymphknotenkapsel. Ein Durchbruch des Karzinoms durch die
Kapsel und eine Invasion ins axillare Fettgewebe ist gleichfalls mit einer
Prognoseverschlechterung verbunden.

Die axillare Lymphonodektomie ist eine fur die Patientin mit einer erheblichen
Morbiditat behaftete chirurgische Intervention, deshalb wird ihre Notwendigkeit

kontrovers diskutiert. Die Entfernung eines sogenannten Wéachterlymphknotens
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(Sentinel Lymph Node 0O erster Abfluss-LK) anstelle der Durchfihrung einer
Axilladissektion kénnte eine schonendere Option sein. Ob diese MalRnahme jedoch
ausreichend ist zeigte folgende Untersuchung von Veronesi et al. (1997). Ein
Sentinel-Node der per Lymphabstromszintigrafie mit Technetcium 99 sowie
intraoperativ durch Farbstoffmarkierung bestimmt und dann histologisch untersucht
wurde, sagte in 97,5% den axillaren Lymphknotenstatus voraus. Nach
Parafineinbettung wiesen 24% der im Schnellschnittverfahren zun&chst tumorfrei
beurteilten Lymphknoten mikrofokale Metastasen auf, weswegen anzustreben ist,
durch Zytokeratinmarkierung diese Frequenz zu minimieren.

Trotz Bericksichtigung der genannten Faktoren sind die Madoglichkeiten, die
Prognose der einzelnen Patientin und vor allem ihr Ansprechen auf eine

systemische Therapie vorherzusagen, noch sehr limitiert.

1.3.3. Neue Prognosefaktoren

Neben den "gesicherten" Prognosefaktoren werden zahlreiche neuere Faktoren
hinsichtlich ihrer prognostischen und pradiktiven Relevanz untersucht. Diese
bertcksichtigen genetische, biochemische und zellkinetische Aspekte.

Die Untersuchung neuer prognostischer und préadiktiver Faktoren soll dazu
beitragen, insbesondere bei nodalnegativen Mammakarzinompatientinnen
effektivere individuelle Therapieentscheidungen zu treffen.

Im folgenden sollen einige dieser Faktoren kurz dargestellt werden, die zum Teil

im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden:

- p53 [ Tumorsuppressorgen |

Das p53-Gen kodiert fur ein nukleares Protein und ist praktisch in geringen
Mengen in allen Zellen zu finden. Dieses Protein [p53] wirkt als
Wachstumsinhibitor indem es an spezifische DNA-Regionen bindet, von wo es die
Exprimierung anderer Gene regulieren kann. Die genauen Mechanismen dariber

sind jedoch bisher unbekannt. Mutationen im Bereich des Tumorsuppressorgens
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p53 fuhren zu einem inaktiven Suppressorprotein, das sich immunhistochemisch
nachweisen lasst. Das mutierte p53 ist im Gegensatz zum Wildtyp-p53-Gen dann
nicht mehr in der Lage eine Reparatur geschadigter Erbsubstanz zu bewirken, die
Folge ist eine maligne Transformation. Problematisch im Hinblick auf die
prognostische Wertigkeit ist, dass Diskrepanzen von 25- 30 % zwischen der
Analyse auf DNA-Ebene und der Immunhistochemie bestehen. Trotz dieser
Tatsache haben verschiedene Studien die p53-Proteinexpression als
unabhangigen prognostischen Faktor bei Karzinomen der Brust und bei Tumoren
anderer Lokalisation gewertet. Studien haben auch gezeigt, dass p53-Mutationen
mit einem verkurzten rezidivfreien Intervall und/ oder Gesamtiberleben assoziert
sind (Dahija,Deng 1998; Elledge, Allred 1998; Tsuda et al. 1998; Bernstein et al.
1999).

Ein luminometrischer Assay zur Quantifizierung der p53-Proteinkonzentration in
Mammakarzinomgeweben ergab, dass Mammakarzinome héheren histologischen
Malignitatsgrades deutlich héhere p53-Proteinkonzentrationen aufweisen als
Tumoren geringerer Malignitdt und zeigen ebenfalls Diskrepanzen, und sogar
erhebliche, zu der von anderen Autoren berichteten Mutationsfrequenz der
proteincodierenden Regionen des p53-Gens (Westhof et al. 1997).

Bei jungen Tumorpatientinnen ist eine leicht erhdhte Inzidenz einer p53-Positivitat
auffallig, die wahrscheinlich mit der signifikant hoheren Inzidenz von Grad 3

Tumoren bei diesen Patienten assoziert ist (Pratap, Shousha 1998).

- Ki-67/ (MIB1) [ Proliferationsmarker ]

Ki-67 ist ein nukleares Antigen, das nur von proliferienden Zellen in bestimmten
Zellzyklusphasen [spate G1, S, M, G2] exprimiert wird (Gerdes et al. 1984). Ein
Nachweis dieses Antigens wird am haufigsten in schlecht differenzierten Tumoren
beobachtet, die eine hohe mitotische Aktivitatsrate aufweisen, und scheint daher
unabhangig von der TumorgroBe, dem Lymphknotenstatus und der

Ostrogenexpression zu sein. Ein hoher immunhistochemischer Nachweisspiegel
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an Ki-76 soll zudem oft mit einem frihen Rezidiv nach Mastektomie assoziert sein
(Bouzubar et al. 1989).

Frauen = 50 Jahre mit einem MIB-1- Index von weniger oder gleich 30% bilden
eine Subgruppe mit einem geringen Risiko fur ein ipsilaterales Rezidiv (Dalberg et
al. 1999).

- bcl-2 [ Onkogen |

Das bcl-2 ist ein Protein welches sich auf der Mitchondrienmembran befindet und
zu den Protoonkogenen zahlt. Als Apoptoseinhibitor wirkt es protektiv gegen
exogene Zellschaden (Reed 1994).

Das Genprodukt von bcl-2 ist in ca. 70 % der Mammakarzinome positiv und
korreliert mit Hormonrezeptorpositivitat, einer niedrigen Proliferationsrate und dem
Fehlen von p53.

Die Expression von bcl-2 a3t sich charakteristischerweise bei langsam
proliferierenden, gut differenzierten, rezeptorpositiven Mammakarzinomen

nachweisen (Henderson, Patek 1998).

- HER-2/neu (c-erB-2) [ Onkogen ]

Das Her-2-Protoonkogen kodiert fir einen Wachstumsrezeptor auf der
Zellmembran. Strukturell normales Her-2/neu-Protein wird in einer bedeutenden
Menge (20-30%) aller Mammakarzinome Uberexprimiert (2-40 fach). Eine Uberex-
pression resultiert gewohnlich durch eine Gen-Amplifikation, aber in einigen Féllen
besteht dies trotz einer normalen Anzahl von Genkopien. Dass eine verstarkte
HER-2/neu-Biosynthese bei Brustkrebs mit agressiverem biologischen Verhalten
und schlechter Uberlebensprognose verbunden ist, wurde in den meisten Studien
aufgezeigt. Mehrere Studien haben einen Zusammenhang zwischen der
Uberexpression dieses Onkogens und frilhen Stadien der Karzinogenese bei
verschiedenen Arten des Brustkrebses gefunden, was vielleicht auf eine wichtige
Rolle bei der Auslésung von invasivem Wachstum hinweist (Dahiya, Deng 1998;
Pegram et al. 1998; Bernstein et al. 1999).
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Volpi et al. (2000) zeigten an nodalnegativen Patientinnen bei einem Follow-up von
5 Jahren lediglich einen Kurzzeit-Effekt der Her-2-Expression auf das rezidivfreie
Uberleben. Die Her-2 Amplifikation ist ein Indikator fiir eine schlechte Prognose
bei nodalnegativen Karzinomen mit einem Grading von G3 (Tsuda et al. 1998) und
bei jungen Brustkrebspatientinnen (Agrup et al. 2000). Her-2-positive Patienten
sprechen haufig nicht auf eine chemoendokrine Therapie an und haben ein
verkirztes rezidivfreies Uberleben. Her-2-negative Patienten, die eine
neoadjuvante chemoendokrine Therapie erhalten hatten, zeigten eine bessere
Prognose als adjuvant chemoendokrin behandelte Patienten sowie ein signifikant
langeres rezidivfreies Uberleben (Gregory et al. 2000; Agrup et al. 2000).

Press et al. (1993) zeigten in einer multivariaten Analyse die HER-2/neu-
Uberexpression als Prognosefaktor der unabhangig von Grading, TumorgréRe und
Nodalstatus ist.

Der Nachweis des membranstandigen Proteins kann immunhistochemisch oder
durch floureszente In-situ-Hybridisierung (FISH) erbracht werden, wobei letztere
Uberlegener zu sein scheint. Erst durch diese Bestimmung der HER-2/neu-
Alteration ist eine Aussage uUber die prognostische bzw. pradiktive Wertigkeit
maglich, welche die Voraussetzung fur die jeweilige Therapie darstellt.

Seit einigen Jahren ist ein monoklonaler HER-2/neu-AntikGrper Trastuzumab
(Herceptin®) erhéaltlich wodurch eine effektive systemische Immuntherapie moglich
wurde, nunmehr kann Her-2 auch als pradiktiver Faktor genutzt werden. Dass
neue Erkenntnisse Uber die pathopysiolgischen Mechanismen der Tumorbiologie
die Entwicklung neuer, effektiver, an der Tumorbiologie orientierter Therapieformen

vorantreiben konnen, wurde somit gezeigt.

- UPA , PAI-1] tumorassoziierte Proteasen |
Der Urokinase-Plasminogen-Aktivator (uPA) und der Plasminogenaktivator-
Inhibitor [PAI-1] sind tumorassozierte Proteasen die in einem komplexen

Zusammenwirken rezeptorvermittelt durch Umwandlung von Plasminogen in
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Plasmin den Abbau von Proteinen des Tumorstromas und der Basalmembran
bewirken. Die Tumorzelle wird dadurch zur Invasion, Infiltration und Zellmigration
[Metastasierung] beféahigt. Durch Bestimmung dieser beiden Parameter kénnen
Subgruppen nodalnegativer Patienten mit sehr niedrigem Rezidivrisiko ermittelt
werden, denen eine adjuvante Chemotherapie erspart bleiben kann (Kreienberg et
al. 2002). Eine Studie von Fisher et al. (2000) zeigte eine vermehrte Bildung von
uPA und PAI-1I-mRNA in malignen Tumoren verglichen mit normalem
Brustdriisengewebe, wobei sich jedoch keine Unterschiede zwischen bésartigen
und gutartigen Tumoren zeigten. Zuséatzlich analysierten sie den spezifischen uPA-
Rezeptor [UPAR] und stellten insgesamt fest, dass der uPAR- und die PAI-1
MRNA- Bildung variabler ist als die fur uPA-mRNA und folgerten daher eine

maogliche Rolle des Rezeptors und Inhibitors in der Regulation der uPA- Aktivitat.

Zuletzt ist als vielbedeutender weiterer neuer Prognosefaktor der
Tumorzellnachweis im  Knochenmark [KM-Status] zum  Zeitpunkt der
Diagnosestellung zu erwahnen. Dieser Prognosefaktor ist deshalb so wichtig, weil
er neue Mdoglichkeiten im Hinblick auf die Erforschung verschiedener
tumorbiologischer Eigenschaften [z.B. Invasivitdt, metastatische Kapazitét]
erbffnet, nicht auf den proliferativen Eigenschaften der Tumorzelle basiert und
somit zu den Faktoren [ z.B. uPA/PAI-1, Angiogenese, Kathepsin D (Solomayer et.
Al. 2000 b) ] z&hlt die vorrangig das weitere Schicksal der Tumorpatientin pragen.
Diese Eigenschaften der Tumorbiologie kbnnen dann zur gezielten Beeinflussung
der "Mikrometastasierung” als Zielstrukturen fir neue adjuvante Therapie-

malinahmen herangezogen werden.

Dieser Parameter wird in Kapitel 1.5. bzw. 1.6. noch ausfuhrlich beschrieben und

ist auch Gegenstand der vorliegenden Arbeit.
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1.4. Bedeutung der Metastasierung

1.4.1 Definition von Metastasen

Der Vorgang, wenn sich Zellen oder kleine Gewebeeinheiten eines malignen
Tumors in den Organismus absiedeln (Tumoraussaat) und an anderer Stelle zu
wachsen beginnen wird als Metastasierung bezeichnet, es entstehen dabei

Metastasen [Tochtergeschwilste] (Schwenzer, Ehrenfeld 2002).

Bis Mitte der zweiten Halfte des 20. Jahrhunderts war die Rotter-Halsstedsche-
Operation die favorisierte Operationsmethode. Aufgrund der unnétigen Radikalitét
und der damit einhergehenden Morbiditat sowie der schlechten Gesamtergebnisse
wurde sie durch zunehmend brustschonendere Operationsverfahren abgelost
(Grischke, Wallwiener 2000).

Eine Ebenburtigkeit speziell der brusterhaltenden Therapie zur modifiziert
radikalen Mastektomie in frihen Stadien ist inzwischen in vielen Publikationen
dargelegt. lhr sollte in den meisten Fallen der Vorzug gegeben werden. Die den
"Halstedt-Doktrin" zugrundeliegende tumorbiologische Vorstellung basierte auf der
Hypothese, dafl} sich das Mammakarzinom nur schrittweise ausdehnt, somit die
Tumorzellen erst tUber die Lymphknoten in den Gesamtorganismus gelangen.
Jeder Lymphknoten wurde als Barriere gegen eine weitere Tumorzellaussaat
gesehen. Die hdmatogene Aussaat hat in diesem Tumorkonzept eine geringe
Bedeutung, das operable Mammakarzinom wird als lokoregionale Erkrankung
angesehen und der Tumor in seiner Beziehung zum Patienten als autonom. Das
Schicksal der Patientinnen hing dabei vom Ausmalf3 der Operation ab (Koslowski
et al. 1988).

Nach heutiger Auffassung stellt das Mammakarzinom bei vielen Patientinnen
bereits zum Zeitpunkt der Diagnose eine systemische Erkrankung dar. Das
Ausmald der lokoregionalen Therapie hat deshalb wenig Einflu auf die
Uberlebensrate. Die regionalen Lymphknoten sind als Barrieren nicht effektiv, sie

sind jedoch von biologischer Bedeutung. Der befallene lokoregionale Lymphknoten
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ist ein Indikator des Tumorstadiums bzw. der Generalisation. Die hdmatogene
Metastasierung spielt fur die Prognose des Karzinoms die entscheidende Rolle
(Buchali, Budach 2000).

Krebs metastasiert tblicherweise in den Knochen und bis zu 80% der Patienten
mit Brustkrebs, Prostatakrebs und Lungenkrebs erleiden Knochenmetastasen
(Janjan 2001).

Skelettmetastasen werden von zahlreichen Karzinomen z.B. von der Brust
(Johnston et al. 1970), Prostata (Pantel et al. 1995; Jeffrey et al. 1998; Wecker-
mann et al. 2001), Schilddrise (Galasko, Doyle 1987), Niere und Lunge (Johnston,
Smith 1968; Pantel et al. 1996) gebildet. Die metastatische Affinitat zum
Skelettsystem ist sehr ausgepragt bei Brustkrebs, und die Mehrzahl der Patienten
mit fortgeschrittenem Brustkrebs haben Knochenmetastasen zum Zeitpunkt des
Todes (Galasko 1986).

Metastatische Knochenerkrankungen fihren zu typischen Komplikationen wie
Knochenschmerz, Hyperkalzamie, pathologischen Knochenbriichen, Myelopathie
und Wirbelsaulenkompressionen, die eine bedeutende Ursache fur Morbiditat und
Mortalitat sind (Nielsen et al. 1991; Janjan 2001, Lipton et al. 2001).

Im Gegensatz zu Patienten mit Brustkrebs und viszeralen Metastasen, haben
Patienten mit Metastasen die auf das Skelettsystem beschrankt sind eine
gunstigere Lebenserwartung. Die Wahrscheinlichkeit von Skelettkomplikationen
allerdings ist hoch, und viele Patienten leiden an den Folgen von Skelett-
komplikationen (Yamashita et al 1991; Solomayer et al. 2000). Lokale (Radiatio
und Operation) und systemische (Hormontherapie, Chemotherapie und antiosteo-
lytische Therapie) Behandlungsmodalitaten sind verfigbar, aber die Bestrahlung
bleibt die Behandlung der Wahl (Nielsen et al. 1991; Janjan 2001).

Im fortgeschrittenen Stadium von Krebs ist das Immunsystem haufig geschwacht,
entweder durch Einflisse des Tumors selbst oder durch Nebenwirkungen der

Behandlungsmethoden Chemotherapie und/oder Strahlentherapie. Ein vielver-
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sprechender neuer Ansatz bei der Krebsbehandlung umfafit die sogenannten aktiv
spezifischen Immuntherapien mit Impfstoffen aus inaktivierten -moglichst
patienteneigenen- Tumorzellen oder Teilen davon. Durch sie soll das Immun-
system des Patienten gezielt gegen Antigene des individuellen Tumors oder
zumindest desselben Typs von Tumor mobilisiert werden. Durch Infektionen der
Zellen mit bestimmten Viren oder durch Zugabe bestimmter als Verstarker
wirksamer Hilfsprodukte, sogenannter Adjuvantien, wird versucht die mangelnde
Immunogenitdt der Tumorzellen zu verbessern. Solche Manipulationen der
Tumorzellen sind auch auf chemischem, enzymatischem oder heutzutage sogar
gentechnischem Weg mdglich (Schirrmacher 1990).

In den letzten Jahren ist gezeigt worden, dal} Bisphoshonate die Rate von
Skelettkomplikationen reduzieren konnen (Body et al. 199; Perez 2000). Bisphos-
phonate sind nicht fur eine kurativ intendierte Behandlung bestimmt, deshalb sind
Tolerierbarkeit und Patientenfreundlichkeit sehr wichtige Faktoren in der Therapie
mit Bisphosphonaten. Dieser Erkenntniss wird Rechnung getragen durch
hochwirksame Bisphosphonate der dritten Generation die bedeutende Vorteile aus
der Sicht der Patienten bieten, solche wie die Madglichkeit der ambulanten
Patientenbehandlung  durch  verkirzte Infusionszeiten fur intravendse
Verabreichungen, und die Verfugbarkeit von taglich einmaligen oralen Verabrei-
chungen (Untch et al. 2000; Body 2001; Perez 2001). Das Pamidronat® und
Clodronat® sind die meist verwendeten Bisphosphonate in der Onkologie. Neuere,
wirkungsvollere chemische Verbindungen die sich in Studie befinden sind das
Ibandronat® und Zoledronat®. Die Erwartungen von den neueren, effektvolleren
Substanzen sind komfortablere therapeutische Schemata zur Erhéhung der
Compliance des Patienten, Verbesserungen der skelettalen Morbiditatsrate und
eine Erhohung der Uberlebensrate (Body 2001).

Bisphosphonate haben einen starken inhibitorischen Effekt auf die Osteoklasten-
aktivitat und haben gezeigt, dass sie die Frequenz skelettaler Komplikationen bei
Patienten mit Brustkrebs und metastatischen Knochenerkrankungen reduzieren.

Zudem haben Labormodelle dargelegt, dass Bisphosphonate die Tumorlast im
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Knochenmark reduzieren kdnnen, also einen Antitumoreffekt besitzen. (Untch et al.
2000; Diel 2001; Tripathy 2001).

Obwohl sich Verbesserungen beziiglich des Gesamtuberlebens bei Untergruppen
von Patienten mit Brustkrebs zeigten, sind nur drei grof3ere Studien durchgefihrt
worden, um das Gesamtuberleben als einen Endpfeiler der primaren Wiksamkeit
zu beurteilen. Die Ergebnisse dieser Studien waren widerspruchlich, ein
Phanomen welches im wesentlichen auf methodische Unterschiede zwischen
Studienentwurf und Patientenauswahl  zurlckzufuhren ist (Patterson 2001,
Tripathy 2001).

Diese Substanzen sind umso wirksamer je eher sie gegeben werden und desto
langer die Behandlungsdauer ist. Es ist deshalb wichtig, Faktoren zu finden, die

die Entwicklung von Knochen(mark)metastasen vorhersagen konnen.

1.5. Bedeutung der Knochenmarkszytologie

Seit den fruhen 80er Jahren wird in vielen Kliniken und Institutionen der immun-
zytologische Nachweis disseminierter epithelialer Zellen im Knochenmark bei
Patientinnen mit Brustkrebs durchgefuhrt. Trotz zahlreicher Publikationen zum
Thema ist es relativ lange Zeit nicht gelungen, die Methode zu standardisieren und
den “idealen” Antikorper zu etablieren.

Eine ausreichende methodische Validierung liegt bisher hauptsachlich fur die
immunzytochemische Detektion mit Zytokeratinantikbrpern vor, die an Bestandteile
des epithelialen Zytoskeletts binden (Schlimok et al. 1987; Pantel et al. 1994,
Braun, Pantel 1998).

Brustkrebspatienten haben ein Risiko von mehr als 50% fur ein systemisches
Rezidiv, sogar wenn der Tumor im Stadium |, Il, oder Il diagnostiziert wird, trotz
kompletter Resektion des Prim&rtumors und (potentieller) axillarer Lymphknoten-
metastasen. Durch die immunzytologische Detektion disseminierter Zellen im
Knochenmark kdnnten diese Rezidive vorhergesagt werden und die betreffenden

Patienten einer adjuvanten Therapie zugefihrt werden. Fir den Nachweis von
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disseminierten Zellen im Knochenmark sind in der Vergangenheit verschiedene
technische Konzepte angewandt worden. Diese Ansatze erbrachten wider-
spruchliche Ergebnisse beziglich der Pravalenz und damit der prognostischen
Bedeutung solcher isolierter Tumorzellen (Braun, Janni 2003). Um dieser
Heterogenitat und dem Mangel an Standardisierung entgegenzutreten fihrten
internationale Bemilhungen zu der Entwicklung und Evaluation standardisierter
Immunoassays zur Bestimmung solcher Zellen (Borgen et al. 199;, Wiedswang et
al. 2003a). Neuere Studien mit ausreichend grof3en Patientenkollektiven, bedeut-
samen Beobachtungszeiten und validierter Methodik (Mansi et al. 1999; Braun et
al. 2000b; Gebauer et al. 2001; Gerber et al. 2001; Solomayer et al. 2001)
demonstrierten, dass der Nachweis solcher Zellen ein unabh&ngiger

Prognosefaktor eines schlechten klinischen Krankheitsverlaufes ist.

Eine frGhe Diagnostik von Knochenmarkmetastasen ist mittels bildgegebenden
Verfahren, wie Skelettszintigramm, Rontgenaufnahmen (Solomayer et al. 1998)
und Computertomographie mdoglich, jedoch weisen diese Methoden nur manifeste
Metastasen nach und sind daher zur Frihdiagnostik nicht geeignet. Zudem kann
es auch schwierig sein das Ansprechen des Patienten auf die Behandlung bei
Verwendung der genannten Methoden zu bewerten, weil diese relativ
unempfindliche Verfahren sind. Deshalb besteht eine Forderung nach neuen
Methoden zur Einschatzung des Ansprechens im Knochenmark, um den Nutzen
fur den Patienten durch eine optimale Art und Dauer der Behandlung zu
garantieren (Lipton et al. 2001) .

Auch durch konventionelle histologische Auswertungen von Beckenkammbiopsien
ist es unmdoglich einzelne Tumorzellen, oder Tumorzellgruppen ohne
Stromabeteiligung [minimale Tumorresiduen] zwischen der Vielzahl von
hamatopoetischen Zellen zu erkennen, lediglich Makro- und Mikrometastasen
kénnen aufgefunden werden (Solomayer et al. 1998a).

Die immunhistochemische Analyse von KM-Aspiraten jedoch erlaubt die Detektion

von isolierten Tumorzellen, aber diese repréasentieren nur die Anfangsstadien des
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metastatischen Geschehens und sind nicht gleichzusetzen mit Mikrometastasen
(Diel et al. 1996; Solomayer et al. 1997)

Zur Untersuchung des Knochenmarks nach disseminierten Tumorzellen wird
wéahrend der Erstoperation eine Knochenmarkspunktion an den Spinae iliacae
anteriores superiores durchgefihrt. Aus dem Knochenmarksaspirat kann dann der
Nachweis mittels monoklonalen Antikérpern gefiihrt werden, die Epitope eines von
Mammakarzinomen exprimierten Glykoproteins erkennen. Die Haufigkeit positiver
Knochenmarksbefunde im Rahmen der Primé&roperation von Mammakarzinom-

Patientinnen schwankt in der Literatur meistens zwischen 30 % und 40 %.

1.6. Bedeutung der zytokeratin-positiven Zelle(n) i ~m Knochenmark und die
Abgrenzung zur Mikro-/ Metastase

Eine Mikrometastase ist heutzutage allgemein als ein Tumorzellverband definiert
der eine Gro3e von 0,2 bis 2 mm erreicht hat (Wittekind et al. UICC 2002).
Problematisch bei der Benutzung des Begriffes Mikrometastase war, dass es
bisher keine einheitliche Definition daflr gab. Eine friher oft gebréauchliche
Definition  beschreibt Mikrometastasen als eine Tumorzellgruppe mit
Stromabeteiligung die kleiner als 3 mm ist (Frisch et al. 1984).

Der Begriff “Mikrometastase(n)” sollte zudem nicht fur isolierte Tumorzellen
verwendet werden, da nicht alle Patientinnen mit Tumorzellnachweis im
Knochenmark spater Metastasen entwickeln (Solomayer et al. 1998a).

In  Anbetracht dieser Problematik u.a. sind im Sinne eines erweiterten
Tumorstagings die Bezeichnungen ,mi“ [fur Mikrometatsen] und .i“ [fur isolierte
Tumorzellen] optional in die Staging-Nomenklatur der UICC aufgenommen worden
(Wittekind et al. UICC 1998).

Krebszellen I6sen sich schon im frihen Stadium vom Tumor [okkulte hamatogene
Streuung] und siedeln sich u.a. in Nischen der Blutgeféasse an. Dort sterben sie ab
oder “schlafen”, um spater, manchmal erst nach Jahren wieder aktiv zu werden.
Auf dem hamatogenen Weg disseminierte Tumorzellen [DTZ] finden sich im

25



Knochenmark wieder, hier sind sie immunchemisch nachweisbar.

Den Angaben von Abati & Liotta (1996) zufolge gehen 99,95 % der hdmatogen
disseminierten Tumorzellen z. B. durch die korpereigene Immunabwehr oder
Apoptoseinduktion zugrunde.

Nicht aus jeder disseminierten Tumorzelle entsteht eine Metastase, jedoch kann
nach einem Stimulus eine Metastase entstehen. Es wird vermutet, dass sich die
DTZ in einem inaktiven Zustand, der GO-Phase des Zellzyklus ["tumor cell
dormancy"] befinden. Dennoch reifen einige zu Metastasen heran und
beeinflussen damit deutlich die Prognose fiir das Uberleben des Patienten. Das
Vorhandensein sogenannter "Mikrometastasen” spricht flr eine unginstigere
Prognose und beeinflusst deshalb das Therapiekonzept (Untch et al. 2000).

Etwa 80 % der DTZ im Knochenmark sollen sich in einem nicht proliferierenden
Status [Dormant state] befinden (Pantel et al. 1993), weshalb angenommen wird,
dass diese durch proliferationshemmende Chemotherapeutika nicht oder nur
unzureichend bekampft werden kénnen (Braun, Pantel 1999).

In zahlreichen Studien (u.a. Braun et al. 2000a; Monson 1996) konnte ein
schlechtes Ansprechen [relative Resistenz] einzelner Tumorzellen im
Knochenmark nach adjuvanter Chemotherapie aufgezeigt werden, womit die
Hypothese der "tumor cell dormancy" auch die fir das Mammakarzinom
charakteristisch lange Latenzzeit bis zur Rezidivmanifestation erklaren konnte.

In Zellkulturexperimenten konnte ein zeitlich limitiertes proliferatives Potential
[abnehmende Ki-67 -Expression] ins Knochenmark disseminierter Tumorzellen
gezeigt werden (Pantel et al. 1995).

Zusatzlich wird die Fahigkeit der Tumorzellen immunsupressive Faktoren und
Zytokine zu produzieren und somit eine Umgebung der Immunsupression zu
schaffen [z.B. auch durch defiziente MHC-I-Expression], als weitere potentielle
Ursache fur die mitunter lange Latenzphase gesehen (Hosch et al. 1997; O
Sullivan et al. 1997; Karrison et al. 1999).

Aufgrund dieser relativen Resistenz einzelner Tumorzellen stellen wahrscheinlich

zellzyklusunabhéngige Wirkstoffe wie Antikorper (Schlimock et al. 1995;
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Dresemann, Gerhards 1998; Braun et al. 1999) oder Bisphosphonate (Fromigue et
al. 2000; Senaratne et al. 2000) eine sinnvolle Therapieoption in diesen
Patientinnen dar. AufRerdem kann versucht werden Uber die selektive
Sensibilisierung von Tumorzellen gegeniber Chemotherapeutika eine bessere
Wirksamkeit zu erreichen (Klein-Bauernschmidt et al. 1996).

Die Moglichkeiten wie ruhende DTZ wieder aktiv werden konnten, waren zum
einen die Reaktivierung zum anderen die Entwicklung von metastatischem
Potential. Dieser Prozel3 der (Re)aktivierung kdénnte durch folgende Mechanismen
und/oder Gegebenheiten eingeleitet werden: Aktivierung der Synthese autologer
Wachstumsfaktoren (Goustin et al. 1986), organspezifische Faktoren [z.B.
Adhasionsmolekiile, chemotaktische Signale und Zytokine] (Krempien 1995) oder
gunstige Bedingungen des Wirtsgewebes/ Umfeldes (Alexander 1985).

Den letztgenannten Punkt scheint das Knochenmark beim Mammakarzinom zu
erfillen, da insbesondere das Skelettsystem haufig von Metastasen betroffen ist.
Es wurde nachgewiesen, dass DTZ aus dem Knochenmark in die Peripherie
abgegeben werden (Brugger et al. 1994; Shpall et al. 1996) und dieses
Kompartiment somit als Reservoir dieser Zellen im Ruhezustand dienen kdnnte,
von wo aus andere Orte besiedelt werden kénnen (O' Sullivan et al. 1997).

Die genauen tumorbiologischen Vorgange der Aktivierung ruhender DTZ sind
bisher noch nicht geklart, daher ist es unklar, wie aus einigen Zellen eine manifeste
Metastase entsteht, aus anderen aber nicht.

Aktive bzw. aktiv gewordene DTZ durchbrechen die Gefallwand und gelangen in
das angrenzende Gewebe und regen dort die Produktion von Gefal3en und
Bindegewebe an, anschliel3end entsteht im Bereich der angesiedelten Krebszellen
eine kleine Metastase (Mikro- oder Prametastase), welche ab einer Grof3e von 3
mm durch eine Magnetresonanztomographie nachgewiesen werden kann.

Solide Tumoren bendtigen fir ihr Wachstum die Neubildung von Blutgefalien
[Neoangiogenese], da ab einer Tumorgréf3e von ca. 3 mm die Erndhrung der
Tumorzellen durch Diffusion nicht mehr gewahrleistet ist.

In einem Tierexperiment konnte die Neoangiogenese untersucht werden, indem
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Zellen einer Tumorzelllinie in die avaskulare Kaninchencornea implantiert wurden.
Nach einem initialen Wachstum des Tumorknotens auf ca. 1 bis 2 mm trat ein
Wachstumsstillstand ein, wobei erst nach dem Einsprossen neuer Blutgefal3e in
die Cornea eine GréfRenzunahme des Tumors erfolgte (Hossfeld et al. 2001).

Die meisten Studien unterstitzen die Hypothese, dass die Disseminierung
isolierter Tumorzellen ins Knochenmark eine Vorstufe auf dem Weg zur klinischen
evidenten Metastasierung darstellt und prognoserelevant ist (Schlimock et al.1987;
Cote et al. 1991; Datta et al. 1994; Harbeck et al. 1994, Diel et al. 1996; Diel et al.
1998; Fields et al. 1996; Landys et al. 1998; Vannucchi et al. 1998; Mansi et al.
1999; Gebauer et al. 2001; Gerber et al. 2001; Braun et al. 2003; Wiedswang et al.
2003 b).

Untersuchungen die keine prognostische Relevanz isolierter Tumorzellen belegen
konnten (Porro et al. 1988; Mathieu et al. 1990; Salvadori et al. 1990;
Courtemanche et al. 1991; Singletary et al. 1991; Funke et al.1996; Molino et al.
1997 a, 1997 b; Funke, Schraut 1998; Slade et al.1999; Untch et al. 1999), sind
zumeist alteren Datums und daher u. a. problematisch beziglich der angewandten
Methodik [z.B. Auswahl der Antikdrper bzw. Markerantigene].

Dartber hinaus weisen vier neuere Studien auf die unabhangige prognostische
Relevanz dieser Zellen fur das rezidivfreie und das Gesamtuberleben in der
multivariaten Analyse hin (Braun et al. 2000 b; Gerber et al. 2001; Gebauer et al.
2001; Wiedswang et al. 2003 b).

Zu dem selben Ergebnis kam auch eine Poolanalyse von Braun et al. (2003 b) in
der 4199 Patientinnen aus acht Zentren zusammengefasst wurden. Ein positiver
KM-Status wurde neben der TumorgrofRe, dem Lymphknotenbefall, niedrigem
Grading und negativem Hormonrezeporstatus als negativer Vorhersagewert
bestatigt.

Diese Ergebnisse deuten auf die Mdglichkeit, Patientinnen mit hohem Rezidivrisiko
zum Zeitpunkt der Primardiagnose durch Nachweis disseminierter Tumorzellen im
Knochenmark zu identifizieren.

AuRRerdem konnte der KM-Status bzw. der Nachweis von Tumorzellen im
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Knochenmark folgendermalRen genutzt werden: als Entscheidungshilfe zur
adjuvanten Systemtherapie bei nodalnegativen Patientinnen, zur Kontrolle des
Therapieerfolges bei minimaler Resterkrankung [Zytoreduktion], zur Erforschung
der Pathogenese der Metastasierung [z.B. durch Phanotypisierung dieser Zellen].
Die KM-Nachpunktion konnte demnach zum Einsatz kommen, wenn nach
Abschlul3 der Primartherapie die klassischen Prognosefaktoren nicht mehr zur
weiteren prognostischen Einschatzung genutzt werden konnen. Bei Nachsorge-
untersuchungen konnten dadurch Patientinnen ermittelt werden, die trotz
scheinbar "erfolgreicher" Primé&rtherapie einem erhohten Rezidivrisiko ausgesetzt
sind.

In einer kleinen Studie an 59 Hochrisikopatientinnen (Braun et al. 2000 a) sowie in
zwei anschlieRenden groReren Studien (Wiedswang et al. 2003 b; Janni et al.
2004) konnte dargelegt werden, dass Frauen mit positivem KM-Status direkt nach
Beendigung der Chemotherapie bzw. wahrend der onkologischen Nachsorge eine
signifikant schlechtere Uberlebensprognose hatten als jene mit negativem
Knochenmarkbefund.

Als ein gunnstiger Zeitpunkt fir eine KM-Nachpunktion werden derzeit ca. 3 Jahre
nach Erstdiagnose angegeben, weil scheinbar dann die prognostische
Aussagekraft der KM-Nachpunktion hinsichtlich einer Risikoeinschatzung fur das
rezidivfreie Uberleben und Gesamtiiberleben am groRten sein soll (Wiedswang et
al. 2003 b; Janni et al. 2004).

Anhand dieser Sachverhalte konnte der KM-Nachpunktionsstatus eine Indikation
fur eine "erweiterte" oder sekundéar adjuvante Therapie begriinden und Anlaf3 sein,
zukinftig sogar fur neoadjuvante Therapieansatze obligate Indikatationsstellungen

abzuleiten.
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Il. Material und Methoden

2.1. Patientenkollektiv

In der vorliegenden Studie wurden retrospektiv Daten von 310 Patientinnen
erhoben, die an einem Mammakarzinom erkrankt waren und sich im Jahr 2001 in
der Frauenklinik der Universitat Tubingen zur priméren operativen Therapie bzw.
zur Nachsorge nach einer auswarts durchgefiihrten Operation vorgestellt hatten.
Diese Patientinnen, die zum Teil neoadjuvant therapiert wurden, haben sich einer
Axilladissektion sowie einer Ablatio oder brusterhaltenden Therapie und einer
Knochenmarks-Immunzytologie = (APAAP-Technik) unterzogen. Von den
ursprunglich 310 Patientinnen muf3ten 38 aufgrund fehlender Angaben in der
Krankenakte von der Untersuchung ausgeschlossen werden. Ausgewertet wurden
letzlich Daten eines verbliebenen Gesamtkollektives von 272 Fallen.

Zur besseren Beurteilung der Falldaten unterteilte man das Gesamtkollektiv

(n=272) in vier Untergruppen:

a) stationare-Gruppe (adjuvant) (n=186),
b) stationére-Gruppe (neoadjuvant) (n= 46),
¢) ambulante-Gruppe (n= 16),
d) DCIS-Gruppe (n= 24).

2.2. Erhebungsbogen

Zur Datenerfassung wurde ein eigens entwickelter Erhebungsbogen verwendet.
Die personlichen und klinischen Daten der Patientinnen wurden den archivierten
Krankenakten (Immunzytologie-Befundblatt, Pathologie-Archiv, Arztbriefe/OP-
Berichte) entnommen und verschliusselt in den Erhebungsbogen eingetragen.

Diese Angaben wurden spéter in eine Excel-Tabelle tbertragen.
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Die Verschlisselung erfolgte bei qualitativen Merkmalen je nach Status oder
Auspragung durch definierte Begriffe bzw. prozentuale Angaben ( z.B. pos bzw.
negativ und ja bzw. nein fur "vorhanden"/ "nicht vorhanden" oder 0% bis 100% ftr
zunehmende Positivitat), bei quantitativ fallbaren Merkmalen durch ganze Zahlen
(z.B. OP-Alter oder Grading).

Zur Patientenidentifikation wurden das Geburtsdatum und der Name

dokumentiert.

2.3. Histopathologische und biologische Parameter

2.3.1. Alter

Geburtsdatum und Operationszeitpunkt wurden erhoben, so dal3 daraus das
Patientenalter zum Operationszeitpunkt errechnet werden konnte. Das
Durchschnittsalter betrug 57 Jahre und bewegte sich zwischen 32 und 84 Jahren.
Das mediane Alter war 58 Jahre. Aus Abb. 1 ist ersichtlich, dass das
Erkrankungsmaximum in der 6. Lebensdekade lag. Die Altersverteilung entsprach

nicht ganz den Angaben der Literatur.

Abb.1: Altersverteilung im Patientenkollektiv
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2.3.2. Knochenmarkstatus (Tumorzellnachweis im Kno  chenmark)

Erfasst wurde die Anzahl der immunzytologisch mittels monoklonaler Antikérper
(APAAP-Technik) nachgewiesenen Tumorzellen aus dem Knochenmark zum
Zeitpunkt der Primaroperation . Als immunzytochemischer Marker diente dabei das
epithelspezifische Panzytokeratin [Typen 8, 18, 19]. Die untersuchte Zellzahl

betrug 2 x 10 3 mononukleéare Zellen.

2.3.2. Lymphknotenstatus

Dokumentiert wurde die Anzahl der entfernten Lymphknoten sowie der Anteil an
befallenen Lymphknoten zum Zeitpunkt der primaren Operation. Um eine
zuverlassige Beurteilung des Lymphknotenstatus zu gewéhrleisten, wurden nur die
Falle betrachtet, in denen mindestens zehn Lymphknoten der Level | [lateral und
caudal des M. pectoralis minor] und Il [dorsal des M. pectoralis minor] entfernt und

untersucht worden waren.

2.3.4. Histologie

Anhand der histopathologischen Befunde wurde das Tumorstadium, das Grading
sowie der histologische Karzinomtyp erfasst. Die histologische Klassifikation der
untersuchten Mammakarzinome erfolgte nach der Nomenklatur der WHO aus dem
Jahre 1981. Eine Ubersicht der erhobenen histologischen Karzinomtypen zeigt die
Abbildung 1.
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Abb.1: Verteilung der unterschiedlichen Karzinomtyp en (n=272)
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Histologisch handelte es sich in den meisten Fallen um ein invasives duktales
Adenokarzinom (58,6 %), gefolgt vom invasiven lobularen Karzinom (22,4%). In
etwa gleicher Haufigkeit traten das prainvasive Ductale carcinoma in situ [DCIS]
und die beiden erstgenannten Karzinome zusammen [di+li] auf (7,1% bzw. 6 %)
auf. Bei den Tumoren mit einer Haufigkeit unter 5% befanden sich in absteigender
Rangfolge das tubulare, medullare und das &uRRerst seltene neuroendokrine
Karzinom. Bei funf Patientinnen wurden innerhalb des DCIS Mikroinvasionen oder
millimetergrol3e invasive Bereiche [pT1mic mit I <1mm bzw. »minimal cancer« mit
[0 <5mm] nachgewiesen und folgerichtig als invasiv duktale Karzinome klassifiziert.
Aufgrund dieser potentiellen okkulten Karzinome sind die gebrauchlichen Begriffe
prainvasiv bzw. noninvasiv mit Vorsicht zu benutzen. Bei DCIS von < 2,5 cm
Grol3e sind Mikroinvasionen nicht zu erwarten, wohingegen bei Grol3en von > 5 cm

bis zu 60% mit invasiven Bereichen zu rechnen ist.
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Eine axillarer Lymphknotenbefall ist bei einem positiven Nachweis okkulter
Karzinome zwar relativ  selten aber nicht ausszuschlielen. Die
Uberlebenswahrscheinlichkeit beim DCIS betragt bei adaquater Therapie 94-96%
(Schmidt-Matthiesen et al. 2002).

2.3.5. Tumorstadium

Die Stadieneinteilung der Mammakarzinome erfolgte nach der TNM-Klassifikation
der UICC (gemal3 deutscher Ausgabe, 5. Auflage 1997).

Fur die pT-Klassifikation wurde die TumorgréRe nach Messung der invasiven
Komponente des Primartumors im OP-Préparat bestimmt und verschlisselt (Tx:
Tumor nicht beurteilbar, TO: kein Anhalt fir Tumor, Tis: Tumor in situ, T1mic: <1
mm, Tla: 1-4 mm, T1lb: 5-10 mm, T1lc: 11-20 mm, T2: 21-50 mm, T3: > 50 mm).
Unabhéngig von der Tumorgrél3e erfolgte bei Tumoren mit Brustwandinfiltration
[nicht Pectoralismuskel], Odembildung, Hautulzeration und entzindlichen
(inflammatorischen) Karzinomen eine Einstufung als T4.

Eine Ubersicht ber die verschiedenen T-Stadien bei adjuvant-(stationér)
behandelten Patientinnen und neoadjuvant-(stationéar) behandelten Patientinnen
zeigt die Abbildung 2 bzw. Abbildung 3.
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Abb.2: Haufigkeitsverteilung der T-Stadien in der A djuvant-Gruppe (stationar) [n=186]
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Abb.3: Haufigkeitsverteilung der T-Stadien in der N eoadjuvant-Gruppe (stationar) [n=46]
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Der regionare Lymphknoten[LK]-Status wurde tber die N-Kategorie codiert:

- Nx: axillare LK nicht beurteilbar,

- NO: kein LK-Befall,

- N1a: nur Mikrometastasen <2 mm,

- N1bi: < 3 axillare LK und N1bii: = 4 axillare LK befallen / eine Metastase
>2 mm aber alle <20 mm,

-N1biii : LK-Kapseldurchbruch/Metastasen <20 mm,

-N1biv: alle LK-Metastasen = 20 mm,

-N2: fixierte LK-Metastasen.

Lympknotenmetastasen entlang der A. mammaria interna wurden als N3 und nicht

regionare Lymphknotenmetastasen als Fernmetastasen eingestuft.

Uber die M-Kategorie schlieRlich wurden Informationen zum Status der
Fernmetastasierung [MO: keine Fernmetastasen, M1: nachgewiesene

Fernmetastasen] erbracht.

2.3.6. Tumorgrol3e
Im pathologischen Praparat wurde der maximale Durchmesser des Primartumors
in Millimeter bestimmt, wobei bei einem DCIS mit invasivem Anteil lediglich die

grof3te invasive Komponente angegeben wurde.

2.3.7. Fokalitat

Verschlusselt wurden die Auspragungen " multifokal [= ja] " und "nicht multifokal
[=nein] ". Multifokalitat lag vor, wenn mehrere Karzinome innerhalb des betroffenen
Quadranten vorhanden waren und vom Primarherd enfernt lagen [i.d.R. £ 2 cm

entfernt].
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2.3.8. Grading

Wie bereits angesprochen wird der histologische Differenzierungsgrad durch das
Grading charakterisiert. In der vorliegenden Arbeit wurde die haufig verwendete
modifizierte Einteilung, das Scarff-Bloom-Richardson-Grading, verwendet [Mod.
nach Bassler et al. 1992]. Ebenso haufig findet das nukleare Grading nach Fisher
Anwedung (Fisher et al. 1990), jedoch haften beiden Systemen Schwachpunkte
an, die einer zugrunde liegenden subjektiven Beurteilung und die Tatsache, dass
etwa 60% aller Tumoren in ein mittleres Grading (G2) eingestuft werden (Bassler
1998, Kreienberg et al. 2002).

2.3.9. Lymphangiosis carcinomatosa
Wenn beim routinemaRigen Durchmustern der Praparate das Vorliegen von
Tumorzellen in den peritumoralen LymphgefaRen festgestellt werden konnte,

wurde der Parameter als positiv [=pos], andernfalls als negativ [=neg] gewertet.

2.3.10. Steroidhormonrezeptorstatus

Der Ostrogenrezeptorstatus [ER] und Progesteronrezeptorstatus [PR] wurden nach
der semiquantitativen Methode nach Remmele und Stegner (1987) als
immunreaktiver Score [IRS] angegeben. Der IRS-Wert ergibt sich als Produkt aus
dem jeweiligen Score-Wert [0-4] der Anzahl positiver Zellen [PP] und dem
jeweiligen Score-Wert (0-3) der Farbeintensitat [staining intensity = SI] nach der
Formel: IRS =Sl x PP [0-12]. Der immunreaktive Score wurde folgendermalRen
bewertet : Ein IRS-Wert von 0, 1 oder 2 entsprach einem negativen Rezeptorstatus
[ER-IRS /PR-IRS= neg] ein IRS-Wert von 3 bis 12 einem positiven Rezeptorstatus
[ER-IRS /PR-IRS= pos].
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2.4, Statistische Auswertung [univariate Analyse]

Es wurde im Kapitel 3.2. die X? -Vierfeldertafel [Chi-Quadrat-Verteilung] zum
Vergleich zweier unabhangiger Haufigkeitsverteilungen eingesetzt. Wenn fur die
unabhangigen Variablen die Hypothese, dal} ihre jeweiligen Auspragungen keinen
Einflud auf die abhéngige Variable hatten [Nullhypothese] mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von < 5% [p—Wert = 0,05] verworfen werden konnte,
wurde die Variable als signifikant gewertet, andernfalls als nicht signifikant. Die
Nullhypothese Ho besagt, dal’ beide Stichproben aus derselben Grundgesamt-
heit stammen. Falls also bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von a = 5% die
Testgrolle X2 [Chi-Square] gleich oder groRBer als der feste Tabellenwert
X2(1;0,05) bzw. X3(2; 0,0 5) ist, so ist dieNullhypothese abzulehnen, andernfalls
anzunehmen. Der Wert von X2(1; 0,0 5) bzw. X2(2; 0,0 5) liegt fest und betragt
3,8415 bzw.5,9915 (Ramm et al. 1987).

Demnach ist ein Chi-Square-Wert 23,8415 fir 1 Freiheitsgrad [FG=1] und = 5,9915
fur 2 Freiheitsgrade [FG=2] auf dem 5%-Niveau statistisch signifikant. Zusatzlich
wurde flr nur zwei Parameter [Alter, max.Tumorgrof3e] der Wilcoxon-
Rangsummentest angewandt. Dieser Test ist ein parametrischer (verteilungs-
unabhangiger) Test, d.h. er kann auch eingesetzt werden wenn die Daten nicht
intervall- bzw. verhaltnisskaliert sind, und ist fir den Vergleich der Mediane zweier
abhangiger Zufallsgrol3en geeignet. Ein aquivalenter Test ist der Mann-Whitney-U-
Test. Es wird untersucht ob zwei unabhangige Gruppen aus der selben Population
stammen oder nicht, wobei die Daten dafir mindestens auf dem Ordinalniveau
vorliegen mussen.

Ist die Anzahl der Falle in der jeweiligen Gruppe groRer als 10 nahert sich die
Verteilung der Teststatistik bei wachsendem Umfang rasch gegen eine Normal -
verteilung mit einem bestimmten Erwartungswert bzw. bestimmten Varianz. Um die
Signifikanz zu bestimmen, muss daher standardisiert werden. Die PrifgroRe Z ist
normalverteilt mit einem Mittelwert von Null und einer Varianz von Eins. Dieser

Test kann einseitig oder zweiseitig angewandt werden. Der hier eingesetzte
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zweiseitige Test testet einfach auf einen Unterschied in den Populationen. Die
Nullhypothese Ho besagt hierbei, dass es keinen Unterschied zwischen den
Verteilungen gibt, das hei3t z.B. Gruppe A = Gruppe B. Falls also bei einer
Irrtumswahrscheinlichkeit a = 5% [p-Wert =0,05] die PrifgroRe Z gleich oder
groer bzw. Kkleiner als der feste Tabellenwert Z 0, 0 5 ; zweiseitig = * 1,9600 ist,
so ist die Nullhypothese abzulehnen, andernfalls anzunehmen. Bei dieser
ausgewéhlen Schranke der Standardnormalverteilung fur die zweiseitige
Fragestellung ist ein Z- Wert = 1, 9600 bzw. ein Z- Wert < - 1, 9600 auf dem 5% -
Niveau statistisch signifikant (Sachs 1997).
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II. Ergebnisse

a) Nachweis eines Karzinombefalles fiir das Gesamtko  llektiv

3.1.1. Axillarer Lymphknotenstatus bzw. KM-Status in Abh&angigkeit entfernter Nodi

Grundlage der Berechnungen waren 231 Falle mit Mammakarzinom, bei denen
mindestens zehn axillare Lymphknoten entfernt und untersucht worden waren. In
40,7% dieser Félle lagen Lymphknotenmetastasern und in 28,6% dieser Falle

Tumorzellen im Knochemark vor.

Tab.1 a) : Zusammenhang zwischen der Anzahl der entfernten Lymphknoten und
der Diagnose  von axillaren Lymphknotenmetastasen  sowie  von

zytokeratinpositiven KM-Zellen (n=272).

Anzahl der

entfernten

Lymphknoten n davon N+ davon KM+
>0 264 101 (38,3%) 83 (31,4%)
>4 258 101 (39,1%) 80 (31,0%)
=10 231 94 (40,7%) 66 (28,6%)
> 15 155 69 (44,5%) 46 (29,7%)
=20 81 28 (34,6%) 22 (27,2%)

n = Anzahl der erhobenen Falle

N+ = positiver axillarer Nodalstatus

KM+ = positiver Nachweis von Tumorzellen im Knochenmark
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Die Anzahl der entfernten Lymphknoten hatte im untersuchten Krankengut nur
geringe Auswirkungen auf den Anteil der diagnostizierten nodalpositiven und
zytokeratinpositiven Félle. In nahezu 2/5 der Falle (n=231) waren Lymphknoten-
metastasen und in nahezu 1/3 diesen Kollektives Tumorzellen im Knochenmark

nachgewiesen worden [Tab. 1].

3.1.2. Lymphknotenstatus vs. KM-Status

Tab.1 b) : Zusammenhang zwischen Lymphknoten [LK]-Status und dem
Knochenmark [KM]-Status (n=272)

Nodal-Status
negativ positiv Total
KM-Status negativ 129 60 189
positiv 43 (25%) 40 (40%) 83
Total 172 100 272

Bei negativem Nodalstatus sind mit einer Haufigkeit von 25% Tumorzellen im
Knochenmark nachzuweisen, bei positivem Nodalstatus erhdht sich die
Nachweisfrequenz panzytokeratinpositiver Zellen auf 40%. Somit ist das
Knochenmark im positiven Falle um den Faktor 1,6 haufiger positiv fir
zytokeratinpositive Zellen.

3.1.3. Histologie vs. KM-Status

In Tabelle 2 werden die Metastasierungsfrequenzen der verschiedenen
Mammakarzinome aufgeschlisselt.
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Tab.2 : Zusammenhang der unterschiedlichen histologischen Karzinomtypen
mit dem KM-Status (n=268)

Histologie n davon KM+

duktal invasiv 157 (58,6%) 53 (33,8%)
lobulér invasiv 60 (22,4%) 15 (25,0%)
duktal carcinds in situ 19 ( 7,1%) 3 (15,8%)
duktal + lobular invasiv 16 ( 6,0%) 8 (50,0%)
tubular invasiv 10 ( 3,7%) 2 (20,0%)
medullar invasiv 5 ( 1,9%) 2 (40,0%)
neuroendokrin 1 ( 0,4%) -

Ein Knochenmarksbefall fand sich bei duktal invasiven Karzinomen [di] in 33,8%
der Falle [davon zwei Falle mit pT1mic], bei lobular invasiven Karzinomen [li] in
25,0%. Der prozentual haufigste KM-Befall ergab sich bei gleichzeitigem Vorliegen
der beiden erstgenannten Karzinomtypen [di+li] mit 50,0% und beim medullar
invasiven Karzinom mit 40,0%. Relativ selten resultierte ein KM-Befall bei tubulér
invasiven Karzinomen (tub), dies war interessanterweise auch bei prainvasiven
Karzinomen [DCIS] der Fall, mit 20,0 % vs. 15,8%.

In keinem der drei duktalen Carcinoma in situ zeigten sich befallene Lymphknoten.
In zwei dieser DCIS wurden eine relativ hohe Anzahl zytokeratinpositiver KM-
Zellen [17 bzw. 10] nachgewiesen, wobei in einem Fall "non in sano" resektiert
wurde und im anderen Fall die maximale Tumorgré3e bei 8,5 cm lag. Weniger
zytokeratinpositive KM-Zellen (n=3) diagnostizierte man in dem Ubrigen Fall bei
einer maximalen Tumorgré3e von lediglich 0,5 cm. In beiden erstgenannten Fallen
war der Her2/neu-Faktor stark positiv [80% Membranfarbung] und im

letztgenannten Fall schwach positiv [10% Membranfarbung].
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3.1.4. Alter vs. KM-Status

Abb.2: Haufigkeit zytokeratinpositiver KM-Zelleni  n Abhangigkeit vom Alter bzw. in
verschiedenen Altersgruppen (n=272)
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Die Haufigkeit des Knochenmarkbefalls stieg anfanglich mit héherem Alter auf
einen Gipfel im Alter von 51-60 Jahren (37,0%) und sank danach unterschiedlich
stark ab, besonders stark bei Patientinnen tber 70 Jahren (6,2%) [Abb. 2].

3.1.5. Tumorgré3e bzw. Tumorstadium (T-Stadium) vs. KM-Status

In 272 Fallen lag das Tumorstadium vor. Die entsprechende Verteilung kann in
Tabelle 3 abgelesen werden. Ihr Zusammenhang mit dem Knochenmarksbefall
[KM+] ist aus Tabelle 3 ersichtlich und zudem in Abbildung 3 graphisch

dargestellt.



Tab.3 : Verteilung des

markstatus (n=272)

T-Stadiums und ihr Zusammenhang mit dem Knochen-

Tumorstadium n davon KM+
Tis 19 (7,00%) 3 (15,8%)
T1mic 4 (1,47%) 1 (25,0%)
T1 151 (55,51%) 43 (28,5%)
T2 80 (29,41%) 28 (35,0%)
T3 9 (3,30%) (33,3%)
T4 4 (1,10%) 4 (100%)
TX 4 (1,47%) (25,0%)
TO 1 (0,37%) -

Abb.3: Haufigkeit zytokeratinpositiver KM-Zellen in

Abhangigkeit vom T-Stadium (n=272)
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Die Haufigkeit panzytokeratiner Zellen im Knochenmark [KM] stieg mit
zunehmendem T-Stadium von T1mic (25%) bis T2 (35%) an, und sank leicht bei
T3-Tumoren auf einen Wert von 33,3%. Patientinnen mit Tumoren die als T4
klassifiziert worden sind, zeigten alle einen Nachweis panzytokeratiner Zellen im
KM. Bei 3 (15.8%) von 19 Tumoren im Tis-Stadium lieRen sich auch

panzytokeratinpositive Zellen im Knochenmark detektieren.

3.1.6. Fokalitdt vs. KM-Status

Tab.4: Verteilung der Fokalitat und ihr Zusammenhang mit dem KM-Status (n=272)

Fokalitat n davon KM+
unifokal 190 60 (31,6%)
multifokal 82 23 (28,0%)

Plurifokale Tumoren gingen in etwa genauso haufig wie unifokale Tumoren mit

einem Knochenmarksbefall einher.

3.1.7. Grading vs. KM-Status

Tab.5: Verteilung des Gradings und sein Zusammenhang mit dem KM-Status
(n=272)

Parameter n davon KM+
hoch differenziert (G1) 12 3 (25,0%)
mittel differenziert (G2) 180 56 (31,1%)
gering differenziert (G3) 57 21 (36,8%)
DCIS 19 3 (15,8%)
keine Angaben 4 -
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Mit zunehmender Differenzierung bzw. ansteigendem Grading zeigte sich ein
vermehrter Knochenmarksbefall. Mehr als zwei Drittel aller Tumoren waren als G2

eingestuft worden.

3.1.8. Lymphgefadurchbruch vs. KM-Status

Tab.6: Verteilung der Lymphangiosis carcinomatosa und ihr Zusammenhang mit
dem KM-Status (n=272)

Parameter n davon K M+
Lymphangiosis neg. 232 66 (28,4%)
Lymphangiosis pos. 40 17 (42,5%)

Die Invasion von Tumorzellen in die peritumoralen Lymphgeféal3e war, wie erwartet,
mit einem vermehrten Knochenmarksbefall verbunden. Umgekehrt konnte bei
negativem KM-Befall nur in 12,2 % der Falle eine Lymphangiosis carcinomatosa

nachgewiesen werden.
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3.1.9. Progesteronrezeptor [Par]- bzw. Ostrogenrezeptor [Eqr]- Status, p53,
Mib1/ki67, Her2/neu und bcl2 vs. KM-Status

Tab.7: Verteilung von Ostrogen-, Progesteronrezeptorstatus [PgR bzw. EgR], P53,
Mib1/ki67, Her2/neu, bcl2 und ihr Zusammenhang mit dem KM-Status (n=272)

Parameter n davon KM+

EgR negativ 47 20 (42,6%)
EgR positiv 225 63 (28,0%)
PgR negativ 92 34 (37,0%)
PgR positiv 160 49 (30,6%)
p53 negativ 130 38 (29,2%)
p53 positiv 135 42 (31,1%)
keine Angaben 7 3

Mib-1 < 20% positiv 166 47 (28,3%)
Mib-1 > 20% positiv 99 34 (34,3%)
keine Angaben 7 2

Her2/neu < 10% positiv 176 26 (14,8%)
Her2/neu = 10% positiv 90 51 (56,7%)
keine Angaben 6 6

bcl-2 negativ 37 8 (21,6%)
bcl-2 positiv 226 71 (31,4%)
keine Angaben 9 4
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Ein prozentual deutlich haufiger KM-Befall trat auf wenn der Ostrogenrezeptor
negativ war, bei negativem Progesteronrezeptor hingegen war der KM-Befall nur
leicht erhoht. Bei einem positiven Nachweis von p53, Mib-1 und bcl-2 war der
Tumorzellnachweis im Knochenmark etwas haufiger, bei positivem Her2/neu-
Status war der KM-Befall besonder stark und Ubertraf damit sogar den KM-Befall

bei positivem Ostrogenrezeptorstatus mit 56,76% vs. 42,6%.

3.1.10. Menopausenstatus vs. KM-Status

Tab.8: Verteilung des Menopausenstatus und sein Zusammenhang mit dem KM-
Status (n=272)

Menopausen-Status
pra peri post Total
KM-Status  negativ 32 51 106 189
positiv 14(30,4%) 22(30,1%) 47(30,7%) 83
Total 46 73 153 272

In allen Stadien der Menopause (pra, peri,post) ist die Nachweisfrequenz fur
Tumorzellen im Knochenmark in etwa gleich [~30%)]. Es ist kein Zusammenhang

zwischen Menopausen-Status und KM-Status ersichtlich.
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3.2. Nachweis eines Karzinombefalles flr ein ausgew ahltes Patientengut
- stationére-Gruppe (adjuvant) [n=186] und DCIS-Gruppe [n= 24] [Total n=210]

3.2.1. Univariate Analysen

3.2.2. Tab.1 (T -Stadium & Nodal -Status):

X2=29,14 T-Stadium

X?(2; 0,05) =5,9915 pT1l pT2 pT3/4 Total

LK-Status negativ 95 30 0 125
positiv 35 39 8 82

Total 130 69 8 207

X 2 -Test [nach Pearson] im Gesamtkollektiv: ~ p = 0,000 (signifikant)

Im T-Stadium pT1 trat nur in ca. 1/3 der Félle ein Lymphknotenbefall ein, beim
pT2-Stadium stellte sich einen Befall derselben von bereits > 50% heraus. Alle

Patienten mit den Tumorstadien pT3/4 waren nodalpositiv.

Statistik:

Der Chi-Square-Wert betragt hier 29,14. Um klinisch aussagekraftig zu sein muf3
dieser Wert mindestens bei X3(2; 0,0 5) = 5,9915 liegen. X2 liegt hierbei deutlich
Uber dem genannten Grenzwert. Es besteht daher eine Korrelation zwischen dem

Tumorstadium und Nodalstatus und die Aussage hat klinische Relevanz.
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3.2.3. Tab. 2 (T -Stadium & KM -Status):

X2=4,03 T-Stadium
X?(2; 0,05)=5,9915 pT1 pT2 pT3/4 Total
KM-Status negativ 94 49 3 146
positiv 39 20 5 64
Total 133 69 8 210

X 2 -Test [nach Pearson] im Gesamtkollektiv:

p = 0,133 (nicht signifikant)

In den T-Stadien pT1/pT2 waren in weniger als 1/3 der Falle das Knochenmark

tumorzellpositiv, jedoch fanden sich im pT3/4-Stadium bei ca. 60% der Patienten

panzytokeratinpositive Zellen im Knochenmark.

Statistik:

Bezuglich eines Tumorzellbefalles im Knochenmark fand sich ein tendentiell

hdheres Risiko bei groen Tumoren (pT3/4), das aber nicht statistisch signifikant
war. Der X 2-Wert mit 4,03 lag leicht unter dem Mindestwert von X2 (2; 0,0 5) =

5,9915!

3.2.4. Tab. 3 (Nodal -Status & KM -Status):

X2 = Nodal-Status

X2(1; 0,05)= 3,8415 negativ positiv N

KM-Status negativ 102 44 146
positiv 37 27 64
Total 139 71 210

X 2 -Test im Gesamtkollektiv:

p = 0,262 (nicht signifikant)
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Bei positivem Nodal-Status war das Knochenmark wider Erwarten nur zu 42,2%
zytokeratinpositiv, wohingegen bei negativem Nodal-Status die Haufigkeit

zytokeratinpositiver Tumorzellen im Knochenmark bei 57,8% lag.

Statistik:
Der Chi-Square-Wert mit X 2 = 2,81 liegt hier erkennbar unter dem Mindestwert von
X 2 (2;0,05) = 5,9915. Es besteht keine Korrelation zwischen Nodalstatus und KM-

Status und die Aussage ist daher nicht klinisch relevant.

3.2.5. Tab. 4 (ALTER & KM -Status):

Z=-0,553

Z 0,05 ; zweiseitig = + 1,9600 KM - Status N Mean Rank
negativ 146 107, 03

ALTER positiv 64 102, 00
Total 210

Wilcoxon —Test: p =0, 580 (nicht signifikant)

Am Durchschnitts-Rangwert [Mean-Rank] ist zu erkennen, dass sich die Rang-
summe fur ein negativen KM-Status gegentber der fir einen posiiven KM-Status in
Bezug auf das Alter kaum unterscheiden, weil die Gruppen durchschnittlich
ahnliche Werte fur das Alter aufweisen. Wirde das Alter eine Kklinische
Aussagekraft besitzen, mufite bei zweiseitiger Fragestellung mit einem
Schrankenwert von 1,9600 die PrifgroRe Z oberhalb von Z o, 0 5 = 1,9600 und

unterhalb von Zo,05= - 1,9600 liegen. Somit ist keine Korellation zwischen dem

Alter der Patienten und dem KM-Status anzunehmen.
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3.2.6. Tab. 5 (ER -Status & KM -Status):

X2=0, 883 ER

X2 (1;0,05) =3,8415 negativ positiv Total

KM -Status negativ 18 128 146
positiv 11 53 64
Total 29 181 210

X2 -Test im Gesamtkollektiv: p = 0,348 (nicht signifikant)

Bei einem negativem Wert fiir den Ostrogenrezeptor [ER] sind ca.1/3 der Patienten

tumorzellpositiv, andererseits sind bei positivem ER-Wert sogar nur knapp 30%

des Kollektives tumorzellpositiv.

Statistik:

Der Chi-Square-Wert betragt 0,883. Um Kklinisch aussagekréftig zu sein, mifdte

dieser mindestens bei X2 (1; 0,0 5) = 3,8415 liegen. Somit zeigte der Ostrogen-

rezeptorstatus keinen statistisch signifikanten

Knochenmarksbefall.

3.2.7. Tab. 6 (PR -Status & KM -Status):

Zusammenhang mit einem

X2 =0, 839 PR

X2 (1;0,05)=3,8415 negativ positiv Total

KM -Status negativ 41 105 146
positiv 22 42 64
Total 63 147 210

X 2-Test im Gesamtkollektiv: p = 0,360 (nicht signifikant)
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Genauso wie fir den ER-Status sind, bei einem negativem Wert fir den
Progesteronrezeptor (PR), ca. 1/3 der Patienten tumorzellpositiv. Andererseits sind

bei positivem PR-Wert sogar nur knapp 30% des Kollektives tumorzellpositiv.

Statistik:

Der Chi-Square-Wert betragt 0,839. Um Kklinisch aussagekréftig zu sein, mufdte
dieser mindestens bei X2 (1; 0,0 5) = 3,8415 liegen. Somit zeigte auch der
Progesteronrezeptorstatus keinen statistisch signifikanten Zusammenhang mit

einem Knochenmarksbefall.

3.2.8. Tab.7 (Her2/Neu -Status & KM -Status):

X2=16, 756 KM - Status

X%(1;0,05) = 3,8415 negativ positiv Total

Her2-Status negativ 115 40 155
positiv 32 23 55
Total 147 63 210

X 2 -Test im Gesamtkollektiv: p = 0,009 (signifikant)

Bei Patienten mit negativem Her2-Parameter sind lediglich ca. 1/4 der Patienten
tumorzellpositiv. Hingegen sind Patienten mit positivem Her2-Parameter fast
doppelt (42%) so oft von Tumorzellen befallen. Ein negativer Parameter spricht
eher fur einen negativen TZ-Nachweis, wobei bei einem positivem Parameter ein
Knochenmarksbefall wahrscheinlich ist, da annahernd die Hélfte der Patienten

tumorzellpositiv sind.

53



3.2.9. Tab. 8 (bcl 2 -Status & KM -Status):

X2 =3, 287 Bcl 2

X%(1;0,05) = 3,8415 negativ positiv Total

KM -Status negativ 22 118 140
positiv 4 58 62
Total 26 176 202

X 2-Test im Gesamtkollektiv: p = 0,070 (nicht signifikant)

Bei negativem bcl 2 -Status sind nur 15,4 % des Kollektives von Tumorzellen
die Anzahl der

Bezuglich eines

befallen, bei einer positiven Variable steigt Falle mit

Knochenmarksbefall auf  ungefahr das Doppelte (33%).
Tumorzellbefalles im Knochenmark fand sich ein tendentiell héheres Risiko bei
positivem bcl 2 ~Wert , welcher jedoch nicht statistisch signifikant war. Der X 2 -

Wert mit 3, 287 lag leicht unter dem Mindestwert von X2 (1; 0,0 5) mit 3, 8415 !

3.2.10. Tab. 9 (Lymphangiosis & KM -Status):

X2=0, 189 Lymphangiosis

X2(1;0,05) =3,8415 negativ positiv Total

KM -Status negativ 124 22 146
positiv 52 11 63
Total 176 33 209

X2 -Test im Gesamtkollektiv: p = 0,663 (nicht signifikant)
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Bei einem negativem Lymphgefa3befall [LC] ist zu 30 % der Tumorzell [TZ]-
nachweis positiv. Ist der Wert fur LC positiv ist gleichfalls mit genau 33 % der TZ-
Nachweis auch positiv.

Unabhéngig vom Zustand der Lymphgefae la3t sich keine Kklinisch relevante

Aussage in Bezug auf einen Knochenmarksbefall ableiten.

Statistik:
Der Chi-Square- Wert betragt 0,19. Relevant ware ein Wert fir X2 von grél3er

oder gleich X2 (1; 0,0 5) mit 3,8415 gewesen.

3.2.11. Tab. 10 (p53 -Status & KM -Status):

Xz2=1,60 P 53

X2%(1;0,05) = 3,8415 negativ positiv Total

KM -Status negativ 118 26 144
positiv 46 16 62
Total 164 42 206

X 2 -Test im Gesamtkollektiv: p = 0,205 (nicht signifikant)

Bei negativem p53 -Wert ist zu 30% der TZ-Nachweis negativ. Ist dieser Wert
positiv, steigt die Frequenz eines TZ- Befalls mit 40 % etwas an. Sowohl bei
negativem als auch bei positivem p53-Wert ist in mehr als 60% der Falle das

Knochenmark panzytokeratinnegativ.

Statistik:
Der Chi-Square- Wert betragt 1, 60. Relevant ware ein Wert fir X2 von grof3er

oder gleich X2 (1;0,0 5) mit 3,8415 gewesen.
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3.2.12. Tab. 11 (TumorgrofRe [cm] & KM -Status):

Z=-0,168

Z 0,05 ; zweiseitig = + 1,9600 KM - Status N Mean Rank
negativ 146 105, 03

Max. Tumorgroi3e positiv 64 106, 56
Total 210

Wilcoxon —Test: p =0, 867 (nicht signifikant)

Am Durchschnitts-Rangwert (Mean-Rank) ist zu erkennen, dass sich die Rang-
summe fUr einen negativen KM-Status gegenuber der fur einen positiven KM-
Status in Bezug auf die Tumorgrof3e kaum unterscheiden,weil die Gruppen durch-
schnittlich &hnliche Werte fur die Tumorgréf3e aufweisen.

Wirde die TumorgroRe eine klinische Aussagekraft besitzen, mufite bei zwei-
seitiger Fragestellung mit einem Schrankenwert von 1,9600 die Prufgro3e Z
oberhalb von Zo0,05= 1,9600 und unterhalb von Zo,05= - 1,9600 liegen. Somit

ist keine Korellation zwischen der Tumorgréf3e und dem KM-Status ersichtlich.

3.2.13. Tab. 12 (Menopausen-Status & KM-Status):

X2=1, 32 Menopausen-Status

X2(2;0,05) =5,9915 pra peri post Total

KM -Status negativ 25 36 85 146
positiv 7 17 40 64
Total 32 53 125 210

X 2-Test [nach Pearson] im Gesamtkollektiv: p = 0,517 (nicht signifikant)
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In der pramenopausalen sowie in der perimenopausalen Phase ist zu 22% das
Knochenmark positiv fir Tumorzellen, und in der postmenopausalen Phase ist mit
32% ein leichter Anstieg der Haufigkeit eines Tumorzellnachweises in diesem
Kompartiment festzustellen.

Es |43t sich erkennen, dal} in allen Phasen der Menopause die Wahrscheinlichkeit

eines positiven KM-Statuses relativ gering ist.

Statistik:
Der Chi-Square- Wert betragt 1,32. Bedeutsam ware ein Wert fiir X2 von grof3er

oder gleich X2(2; 0,0 5) mit 5,9915 gewesen.
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IV. Diskussion

Trotz friherer und besserer Operationsmdglichkeiten sowie systemischer
Behandlungsmdglichkeiten die im laufe der letzten Jahrzehnte in die klinische
Routine eingefuihrt wurden verbleibt eine Restmortalitat, die als Folge der
unheilbaren systemischen Metastasierung immer noch viele Menschenleben
fordert. Als detektierbares Korrelat dieser zum Zeitpunkt der Erstdiagnose bereits
vorliegenden systemischen Streuung gilt die okkulte Tumorzelldissemination im
Knochenmark, welche mit konventionellen histopathologischen Stagingmethoden
sowie bildgebenden Stagingmodalitaten nicht nachzuweisen ist.

Ein besseres Verstdndniss dieser Tumorzelldissemination koénnte zu neuen
Therapieansatzen fuhren. Voraussetzung hierfir ist eine Einordnung des KM-
Status in die Gesamtbiologie des Tumors, d.h. eine Zuordnung zu den bekannten

histopathologischen und biologischen Prognosefaktoren des Mammakarzinoms.

4.1.1. Lymphknotenstatus (LK-Status) vs. Knochenmarksstatus (KM-Status)

Unter allen Faktoren, die eine Vorhersage Uber das rezidivireie und das Gesamt-
Uberleben beim Mammakarzinom treffen, ist der Stellenwert des Nodalstatus fur
eine entsprechende Therapieentscheidung am wichtigsten und wird allgemein als
signifikanter Pradiktor gewertet (Davies et al. 1980; Fisher et al. 1981; Ahlgren et
al.1994; Petrek 1994; Fehr et al. 1995; Recht, Houlihan 1995). Allerdings erleiden
selbst Patienten im nodalnegativen Zustand nicht selten Fernmetastasen. Es ist
daher angebracht nach weiteren Prognosefaktoren wie z.B. dem KM-Status zu
forschen, die uns zusétzliche Informationen Uber das jeweilige Patientenrisiko

geben.
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4.1.2. Bedeutung der Anzahl entfernter Lymphknoten

Bei einer Axilladissektion sollte eine ausreichende Anzahl von Lymphknoten
entfernt werden, um eine relativ sichere Angabe Uber den Istzustand des
Nodalstatus und moglicherweise auch des KM-Status zu erhalten. Die
Mindestanzahl zu entfernender bzw. zu untersuchender Nodi wurde in der
Literatur oft kontrovers diskutiert, die heutigen Empfehlungen sehen vor
mindestens zehn Lymphknoten zu resektieren. Nach Fisher et al. (1981) ist die
Anzahl fur eine qualitative Aussage [N-/N+] unerheblich, flr eine quantitative
Aussage hingegen miifdten mindestens zehn Nodi entfernt werden. Fir einen
negativen LK-Status hat sich die Stellung der Diagnose durch den Sentinel-
Lymphknoten bereits etabliert [pN sent negativ = pNO] (Konsensusdiskussion,
St. Gallen 2003). Die eigenen Untersuchungsergebnisse [3.1.1 Tab.1] zeigten
keine wesentlichen Unterschiede fir einen positiven Nodalstatus bei der
Entfernung von mindestens einem, vier, 10, 15 oder 20 Lymphknoten und es liel3
sich dabei auch kein relevanter Einflud auf den KM-Status erkennen. In der
vorliegenden Untersuchung konnte gezeigt werden, dal? es offenbar
tumorindividuelle Faktoren gibt, die eine Einschatzung des KM-Status auch ohne
Kenntnis einer pathologischen Untersuchung des Knochenmarks mittels
immunhistochemischer Analyse von KM-Aspiraten erlauben. In der deskriptiven
Auswertung der Ergebnisse zeigten sich zahlreiche aus unserer Sicht biologisch
sinnvolle Korellationen, so war z.B. fir folgende Prifgréf3en ein Zusammenhang
beziiglich eines KM-Befalles festzustellen:

- Her2/Neu-Status

-Lymphknotenstatus

- Lymphangiosis carcinomatosa

- Tumorgrading / -stadium

- Ostrogenrezeptorstatus

In der univariaten Analyse fir ein Subkollektiv der Patienten erwies sich lediglich
der Her2/Neu-Status (p= 0,009) als Variable mit statistischer Signifikanz.
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4.2. Einfluss des Lymphknotenstatus auf den KM-Stat ~ us

Wie bereits oben angesprochen ist der prognostische Aussagewert des axillaren
LK-Status beziglich krankheitsfreiem und Gesamtiiberleben nach wie vor als
Standardgréf3e anzusehen.

In den eigenen Untersuchungen zeigten im heterogenen Gesamtollektiv 25% der
nodalnegativen und 40% der nodalpositiven Patienten Tumorzellen im
Knochenmark. Dies zeigt einen klaren Zusammenhag dieser beiden Variablen.
Dieser Sachverhalt lie3 sich jedoch an einem Subkollektiv der Patienten in der
univariaten Analyse (p= 0,262) nicht bestatigen [3.2.1 Tab.3]. Da sich das Sub-
Kollektiv nur aus der adjuvant behandelten Gruppe (n=186) und aus dem DCIS-
Kollektiv (n=24) zusammensetzt, |43t sich der scheinbare Widerspruch
maoglicherweise erklaren. Lediglich 0,024% der DCIS-Patienten waren nodal-
positiv, aber 20,8% davon panzytokeratinpositiv. Zudem waren 47,8% der nicht
einbezogenen neoadjuvanten Patienten (n=46) KM-positiv und 41,3% dieser
nodalnegativ. Somit besteht, unter Berlcksichtigung der Verhéaltnisse in der
DCIS-Gruppe, eindeutig ein Zusammenhang der beiden Variablen bezogen auf
das Gesamtkollektiv.

Mehrere Untersucher (Berger et al. 1988; Deamaley et al. 1991; Diel et al. 1992;
Diel et al. 1996; Funke et al. 1996; Landys et al. 1998; Mansi et al. 1999; Diel,
Cote 2000; Braun et al. 2000 b; Gebauer et al. 2001; Gerber et al. 2001; Naume
et al. 2001; Solomayer et al. 2001) zeigten diesen Zusammenhang auch auf,
wenngleich es jene Gruppen gab (Schlimock et al. 1987; Kirk et al. 1990;
Salvadori et a/. 1990; Cote et al. 1991; Harbeck et al. 1994; Menard et al. 1994;
Molino et al. 1997a; Molino et al. 1999; Janni et al. 2000) die dieses nicht

feststellten.
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4.3. Einfluss des Alters auf den KM-Status

Fiur das Alter konnte bei einem Altersintervall von 51-60 Jahren mit 37% ein noch
haufiger KM-Befall im Vergleich zu den unter 51-jhrigen [29,6%] bzw. Uber 60-
jahrigen [27,2%] und insbesondere gegenuber alteren Patienten [ >70 Jahre ] fest-
gestellt werden, der jedoch nicht relevant zu sein scheint. Es muld beachtet
werden, dass sich der grofdte Teil unserer Patienten 85/272 [31,3%] gerade im
Altersbereich von 51-60 Jahren befand und ein relativ kleiner Anteil davon [14%]
alter als 70 Jahre war [siehe Abb.1]. Auch die univariate Analyse der Daten fir das
Subkollektiv der Patienten erbrachte statistisch kein signifikant erhdhtes Risiko

eines Knochenmarkbefalls (p=0,580).

4.4. Einfluss des Menopausenstatus auf den KM-Statu s

Auch der Menopausenstatus wird in der Literatur als ein bedeutender
Prognosefaktor beschrieben. Ein pramenopausaler Erkrankungsbeginn soll mit
einer gesteigerten Rezidivfrequenz sowie reduziertem Gesamtuberleben
verbunden sein (Kroman et al. 2000).

In unserem Krankengut zeigten 30,4% der pra-, 30,2% der peri- und 30,7% der
postmenopausalen Patienten einen positiven KM-Status. Die statistische
Auswertung fur das Subkollektiv erbrachte auch keine Korellation dieser Variablen
(p=0,517). Mehrere Arbeitsgruppen zeigten ahnliche Ergebnisse (Harbeck et al.
1994; Molino et al. 1997; Mansi et al. 1999; Janni et al. 2000; Gerber et al. 2001),
lediglich eine Untersuchung konnte eine Signifikanz zwischen Menopausenstatus
und KM-Befall feststellen (Diel et al. 1996). Uberraschenderweise wiesen dabei
postmenopausale Patienten signifikant haufiger disseminierte Tumorzellen im
Knochenmark auf.
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4.5. Einfluss der Tumorgrof3e bzw. des Tumorstadiums auf den KM-Status

Die TumorgroRe wird in der Literatur tberwiegend als signifikanter Prognosefaktor
gewertet, denn eine gro3e Tumorausdehnung fuhrt zum geh&uften Auftreten
axillarer Lymphknotenmetastasen und einer verkirzten rezidivfreien bzw.
Gesamtuberlebenszeit (Volpi et al.2000). Es ware daher denkbar, dass dieser
Umstand auch mit einem haufigem Nachweis disseminierter Tumorzellen im
Knochenmark einhergeht. In den eigenen Untersuchungen zeigten 28,5% der
Patienten mit Tumoren < 2cm [T1] einen positiven KM-Status, wahrend 35,3%
bzw. 33,3% der Patienten bei groRen Primartumoren [T2,T3] einen Befall
aufwiesen. In allen T4-Fallen (100%) zeigte sich ein KM-Befall.

Im Gegensatz dazu fanden Diel et al. (1996) bei zunehmender Tumorgréfe
signifikant haufiger disseminierte Tumorzellen im Knochenmark, so stiegen die
Detektionsraten von 30% bei T1-Fallen bis 75% bei T4-Féllen. In weiteren
Untersuchungen auf diesem Gebiet gab es Arbeitsgruppen (Cecci et al.1988;
Franklin et al. 1996; Fox et al.1997; Mansi et al. 1999; Braun et al. 2000 b; Naume
et al. 2001; Solomayer et al. 2001) die diesen Zusammenhang bestatigten und
jene Arbeitsgruppen (Berger et al. 1988; Dearnaley et al. 1991; Schlimock et al.
1991; Harbeck et al. 1994; Janni et al. 2000; Landys et al. 1998; Menard et al.
1994; Molino et al.1997a; Braun et al.2001) die keine Signifikanz fir diesen
Parameter feststellten.

Diel et al. (1996) und Solomayer et al. (1997) weisen auf die besondere Bedeutung
eines Tumorzellnachweises im Knochenmark bei Patienten mit kleinen
Primartumoren hin, weil hiermit eine frihe hAmatogene Zellaussaat und somit eine
spatere Metastasierung erfasst und Risikopatienten erkannt werden konnten. Sie
zeigen den guten prognotischen Wert dieser Zellen in diesem Patientenkollektiv
bezlglich der Entwicklung von Fern- bzw. Knochenmetastasen. Auch eine
aktuellere Studie von Wiedswang et al. (2005) weist auf einen unabhangigen
Prognosewert eines Tumorzellnachweises im Knochenmark in frihen Stadien des

Brustkrebses hin.
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Der Grolteil unserer Patienten 155/272 (57%) befand sich im T1/T1mic-Stadium,
davon wiesen 28,4% der Patienten einen KM-Befall auf. Diese Gegebenheit erwies
sich fur das Subkollektiv in der statistischen Analyse als nicht signifikant.
Solomayer et al. (1998a) erwdhnen, dass nur einige zirkulierende Tumorzellen
fahig sind Metastasen zu setzen und nur ein Indikator des metastatischen
Potentials der Disseminierung sind. Das Auffinden derselben im Knochenmark
reprasentiert nur eine Vorstufe in der Kaskade der Metastasierung und ist nicht
gleichzusetzen mit Mikrometastasen (Diel et al. 1992a, 1996; Solomayer et al.
1997).

4.6. Einfluss des Tumorgradings auf den KM-Status

Fir niedrig - bzw. undifferenzierte Tumoren ist allgemein bekannt, dass diese ein
agressives Wachstum aufweisen und deshalb fir eine schlechtere Prognose
sprechen. Etwa 60% aller Tumoren werden bekanntlich aber, aufgrund einer
subjektiven Beurteilung, in ein mittleres Grading (G2) eingestuft (Bassler 1998,
Kreienberg et al. 2002).

In unserem Gesamtkollektiv wurden 66,2% [180/272] aller Tumore als G2
eingestuft. Wenn man die G2-Gruppe nicht mit in die Kalkulation einbezieht ergibt
sich folgendes Bild: bei G1-Tumoren stellte sich mit einer Frequenz von 25,0% und
bei G3-Tumoren mit einer Frequenz von 36,8% ein Tumorzellbefall des
Knochenmarks heraus. Das bedeutet, dass bei schlecht differenzierten G3-
Tumoren scheinbar das Knochenmark signifikant haufiger positiv fur disseminierte
Zellen ist. Wie nicht anders zu erwarten, gibt es einige Arbeitsgruppen (Diel, Cote
2000; Gerber et al .2000; Solomayer et al. 2001) die zum selben Ergebnis kamen
und andere die keine Signifikanz aufzeigen konnten (Harbeck et al.1994; Molino et
al.1997a; Janni et al. 2000). In einer aktuelleren Studie von Becker et al. 2006
wurden bei 93 von 112 Patienten (83%) disseminierte Tumorzellen zu Beginn einer

systemischem chemo-/endokrinen Therapie im Knochenmark gefunden. In der
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Nachbeobachtungszeit der Félle, nach einer Operation und Fertigstellung der
adjuvanten Chemotherapie, fiel die Positivrate auf 24%. Ein positiver Knochen-
markstatus wahrend der Nachbeobachtung korrelierte nur mit dem Grading (p =
0,020).

4.7. Einfluss des LymphgefaR3durchbruches auf den K M-Status

Die vaskulare bzw. lymphatische Invasion als tumorabhangiger Faktor wurde
bisher nicht fur die Beurteilung des Erkrankungsrisikos eingesetzt und fand daher
keine Anwendung fir die routinemallige Entscheidung uber eine systemische
adjuvante Therapie.

Seit der Konsensuskonferenz von St. Gallen 2005 werden die Gefal3invasion und
der HER-2/Neu-Status ebenfalls zu den gesicherten Prognosefaktoren gezahit.
Invasionen in benachbarte Blut- und Lymphgefa3e sind mit einem erhdhten
Rezidivrisiko assoziiert und gehen deshalb in die Risikoklassifizierung nodal-
negativer Patientinnen mit ein (Goldhirsch et al. 2005).

In unserem Gesamtkollektiv war fur die Lymphangiosis carcinomatosa im positiven
Fall mit 42,5% vs. 28,4% im negativen Fall eine Korrelation mit dem
Knochenmarksbefund nicht zu tbersehen. Dieser Sachverhalt deckt sich jedoch
nicht mit dem Ergebnis der univariaten Analyse fur das Subkollektiv (p=0,663).
Vermutlich liegt dies daran, dass sich das Subkollektiv unter anderem aus der
DCIS-Gruppe zusammensetzte bei der keine Falle von Lymphgefal3beteiligung
vorlagen, jedoch in drei Fallen das Knochenmark positiv war. Zudem wies die
neoadjuvant behandelte Gruppe die nicht zum Subkollektiv zahlte zahlreiche Félle
einer vorliegenden Lymphangiosis carcinomatosa sowie haufig einen Tumorzell-

befall im Knochenmark auf.
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4.8. Einfluss des Hormonezeptorstatus auf den KM-St  atus

In der Literatur wird auf den klinisch relevanten Stellenwert des Ostrogen-
und/oder Progesteronrezeptors bezlglich der Gesamtiberlebenszeit hingewiesen
(Fisher et al. 1988; Foekens et al. 1989; Mc Guire 1990; Rutsch 1995; Clark 1996).

Der Ostrogenrezeptorstatus hat einen pradiktiven Wert, damit kann der Nutzen
einer adjuvanten Therapie bewertet werden. Ostrogenrezeptornegative Tumore
sprechen im Gegensatz zu rezeptorpositiven kaum auf eine endokrine Therapie
an. Durch den Progesteronrezeptor kann zudem die Aussagekraft des Ostrogen-
rezeptors hinsichtlich einer erfolgreichen endokrinen Therapie besser eingeschétzt
werden.

Unsere Ergebnisse fir den Ostrogenrezeptor[ER] -Status zeigen, dass ein
negativer ER -Status scheinbar fir ein erhohtes Risiko eines Tumorzellbefalls
spricht, da hier 42% der negativen Falle tumorzellpositiv und 72% der positiven
Falle frei von Karzinomzellen waren. Fir den Progesteronrezeptor [PR] -Status liel3
sich aus den Haufigkeitsverteilungen kein Zusammenhang mit dem KM-Status
herauslesen. Mansi et al. (1987,1999) sowie Gerber et al. (2001) wiesen gleichfalls
bei negativem Hormonrezeptorstatus signifikant h&ufiger disseminierte
Tumorzellen im Knochenmark nach. Naume et al. (2001) zeigten diesen
Zusammenhang zu nodalnegativen Patienten, wahrend der Hormonrezeptorstatus
keinen Einfluss auf den Knochenmarkbefund hatte. Zahlreiche weitere
Arbeitsgruppen kamen jedoch zu anderen Ergebnissen (Berger et al. 1988;
Dearnaley et al. 1991; Harbeck et al. 1994; Diel et al. 1996; Molino et al. 19973,
1999 ; Diel, Cote 2000; Solomayer et al. 2001).
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4.9. Einfluss des Tumorsupressorgens p53 auf den KM-Status

Das p53-Gen ist ein Wachstumsinhibitor welches fir ein nukleéres Protein kodiert
das praktisch in geringen Mengen in allen Zellen gefunden wird. Mutationen im
Bereich des Tumorsuppressorgens p53 fihren zu einem inaktiven
Suppressorprotein das sich immunhistochemisch nachweisen lasst. Das mutierte
p53 ist im Gegensatz zum Wildtyp-p53-Gen dann nicht mehr in der Lage eine
Reparatur geschadigter Erbsubstanz zu bewirken, die Folge ist eine maligne
Transformation (Bernstein et al.1999).

Nach Allred et al.1994 korrelliert ein positiver p53-Status mit einer hohen S-Phasen
- Fraktion, groRen Primé&rtumoren und einem negativem Hormonrezeptorstatus.

An unserem heterogenen Gesamtkollektiv [Tab.7] konnte aus den Haufigkeits-
verteilungen als auch in der univariaten Analyse im Subkollektiv (p=0,205) kein
Indiz fur einen Zusammenhang des p53-Gens mit einem KM-Befall erbracht
werden.

Zum gleichen Ergebnis kommen auch Gerber et al.(2001) sowie Naume et
al.(2001) die auch keine Signifikanz fir diese beiden Variablen erkannten. Fehm et
al. 2004 zeigten in ihrer Studie an 202 KM-positiven Patienten einen multivariat

signifikanten Einflul3 von p53 fur eine Knochenmarkbeteiligung.

4.10. Einfluss der bcl-2-Expression auf den KM-Stat  us

Das bcl-2 ist ein Protein, welches sich auf der Mitchondrienmembran befindet und
zu den Protoonkogenen zahlt. Als Apoptoseinhibitor wirkt es protektiv gegen
exogene Zellschaden (Reed 1994).

Das Genprodukt von bcl-2 ist in ca. 70 % der Mammakarzinome positiv und
korreliert mit Hormonrezeptorpositivitat, einer niedrigen Proliferationsrate und dem
Fehlen von p53. Die Expression von bcl-2 a3t sich charakteristischerweise bei
langsam proliferierenden, gut differenzierten, rezeptorpositiven Mammakarzinomen

nachweisen (Henderson, Patek 1998).
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Fur die bcl-2-Expression lief3 sich weder aus den Haufigkeitsverteilungen fir das
Gesamtkollektiv noch in der univariaten Analyse fur das Subkollektiv (p= 0,070)

eine Korellation mit dem KM-Status feststellen.

4.11. Einfluss der Her2/Neu-Expression auf den KM-S  tatus

Das Her2/Neu-Molekil ist ein Protein das in die Zellmembran eingefiigt ist und
dem epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor ahnelt. In ca. 30-40% der Mamma-
karzinome ist eine Uberexpression [2-40 fach] dieses Proteins, verbunden mit
besonders agressivem Wachstum und verkirztem Gesamtiberleben feststellbar
(Bernstein et al. 1999).

Einige Studien zeigen einen Zusammenhang zwischen der Uberexpression des
Her2/Neu-Proteins und frhen Stadien der Bruskrebsentstehung fir verschiedene
histologische Arten des Primartumors und vermuten daher eher eine Rolle dieses
Proteins am Initierungs- als am Progressionsprozeld der Tumorgenese (Slamon et
al. 1989; Allred et al. 1992).

Unser Gesamtollektiv enthielt 90 Patienten (33,1%) mit einer Her2/Neu-Uber-
expression, davon waren 51 Patienten (56,7%) tumorzellpositiv im Knochenmark.
Dieser klare Zusammenhang fir die beiden Parameter erwies sich zudem in der
univariaten Analyse am Subkollekiv als statistisch signifikant (p=0,009). Zu dem
gleichen Ergebnis kamen auch die Arbeitsgruppen um Naume et al. (2001), Fehm
et al. (2004) und Becker et al. (2006), wohingegen Gerber et al. (2001)

gegensatzliches feststellten.
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V. Zusammenfassung

Das Mammakarzinom stellt bei vielen Erkrankten bereits zum Zeitpunkt der
Diagnose eine systemische Erkrankung dar, deshalb bleiben selbst nodalnegative
Patienten von einem spateren Fernrezidiv nicht verschont.

Diese Patienten im T1NOMO-Stadium haben eigentlich eine sehr gute
Uberlebensprognose und bediirfen nicht in jedem Fall einer adjuvanten Therapie,
jedoch eine kleine Subgruppe diesen Kollektives entwickelt ein Rezidiv.

Eine frihzeitige hamatogene, evtl. lymphogene Tumorzelldissemination scheint
dabei eine herausragende Rolle einzunehmen. Diese “Fremdzellen® kénnen im
Knochenmark als geeignetem Kompartiment durch Immunzytologie und FISH
analysiert werden.

Gegenstand dieser Arbeit war zu Uberprifen ob histopathologische und
biologische Prognosefaktoren eine Auskunft Uber den Istzustand des Knochen-
marks bezuglich eines Tumorzellbefalles geben kénnen und ob bzw. inwieweit
klassische adjuvante BehandlungsmalRnahmen Einflu3 auf die Anzahl zytokeratin-
positiver Zellen im Knochenmark haben. Die Untersuchung des KM-Status als
maoglicher neuer prognostischer und pradiktiver Faktor soll dazu beitragen,
zusatzliche Informationen Uber das jeweilige Patientenrisiko zu erhalten um
insbesondere bei nodalnegativen Brustkrebserkrankten effektivere individuelle
Therapieentscheidungen zu treffen.

In unserer Untersuchung wurden retrospektiv die Daten von 310 Patientinnen, die
an einem Mammakarzinom erkrankt waren und sich zur primaren operativen
Therapie, bzw. zur Nachsorge nach einer auswérts durchgefiihrten Operation
vorgestellt hatten, analysiert. Zur Detektion zytokeratinpositiver Zellen wurde ein
monoklonaler Panzytokeratin-AntikGrper der spezifisch fur CK 8,18,19 ist
verwendet. Als Nachweisystem diente die APAAP-Methode (Alkalische
Phosphatase-Antialkalische Phosphatase = APAAP).

272 Patienten gingen in die Beurteilung ein. Zur besseren Beurteilung der

Falldaten wurde das Gesamtkollektiv in vier folgende Untergruppen aufgeteilt:

68



1. stationdre Gruppe (adjuvant) n=186, 2. stationdre Gruppe (neoadjuvant) n=46,
3. ambulante Gruppe n=16, 4. DCIS — Gruppe n=24.

Ein definiertes Subkollektiv dieser Patienten bestehend aus der adjuvant
behandelten Gruppe und der Gruppe mit In situ-Tumoren (DCIS-Gruppe) wurde
naher untersucht. 31,25% der Patienten (85/272) im heterogenen Gesamtkollektiv
wiesen bei Diagnosestellung Tumorzellen im Knochenmark auf, davon entfallen
70,6 % (60/83) auf das Subkollektiv (n=210). Dieser hohe Befall deutet darauf hin,
dass (Uubliche adjuvante BehandlungsmalBnahmen nicht in der Lage sind
zytokeratinpositive Zellen wirkungsvoll aus dem Knochenmark zu entfernen.
Zudem zeigte sich in drei Fallen in der DCIS-Gruppe ein positiver KM-Status,
welcher vermutlich auf einen Falschbefund zurtickzufihren ist.

Ein positiver KM-Status lieR sich im Gesamtkollektiv anhand der
Haufigkeitsverteilungen in  Abhangigkeit des Lymphknotenstatus, des
Tumorstadiums, des histologischen Gradings, der Lymphangiosis carcinomatosa
des Ostrogenrezeptorstatus und des Her2/Neu-Status beobachten. Dieser

Sachverhalt zeigte sich in der statistischen Analyse jedoch nicht als signifikant.

In der univariaten Analyse fir das Subkollektiv wird eine Abhéangigkeit der
Prognosefaktoren [T-Stadium, Nodalstatus, Alter, Steroidhormonrezep  tor-
status, Her2/Neu-Status, bcl2-Status, Lymphangiosis carcinomatosa, p53-
Status, max. Tumorgrol3e, Menopausen-Status] nur fir den Her2/Neu-Status
bestatigt, eine Korellation des T-Stadiums konnte nur fur den Lymphknotenstatus
(p=0,000), nicht jedoch fur den KM-Status erbracht werden (p=0,133). Bei
gréReren Tumoren (pT3/4) fand sich aber ein tendentiell héheres Risiko fur einen
positiven KM-Status.

Die Gegenwart von zytokeratinpositiven Zellen im Knochenmark von
Brustkrebspatienten zeigte sich hierbei als ein unabhangiger prognostischer
Faktor. Gemischte duktal-lobulér invasive Tumore (50%), duktale (33.8%) und

medullare Tumore (40%) fuhrten h&aufiger zu einem KM-Befall als andere
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histologische Typen. Aul3erdem zeigte sich bei ausreichender Anzahl entfernter
Lymphknoten (= 10) eine erhdhte Nachweisfrequenz zytokeratinpositiver KM-
Zellen bei nodalpositiven (40%) gegenuber nodalnegativen (25%) Patientinnen.
Die Ergebnisse zeigten weiterhin, dass bei negativem Ostrogenrezeptorstatus eine
Vielzahl des Gesamtkollektives (42%) panzytokeratinpositiv ist.

Epitheliale Zellen im Knochenmark scheinen ein Indikator einer hamatogenen
Streuung zu sein und konnten Ziele fur zusatzliche adjuvante Therapien werden.
Bei der Analyse der Tumorhistologie Uberrascht es daher nicht, dass zahlreiche
Arbeitsgruppen, zu denen auch die unsere zéhlt, einen Zusammenhang von
isolierten Tumorzellen im Knochenmark mit tumorabhé&ngigen Faktoren und zum
Teil negativem Hormonrezeptorstatus gefunden haben, also ungunstigen
Eigenschaften des Primartumors. Eine weitere Charakterisierung des
Primartumors und insbesondere der isolierten Tumorzellen konnte klaren, welche
tumorbiologischen Faktoren eine h&matogene Dissemination beglnstigen und

welche Eigenschaften hierbei weitergegeben, verloren oder neu erworben werden.
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Lebenslauf

Personliche Daten

Name:
Geburtsdatum
Geburtsort:
Familienstand

Staatsangehdrigkeit

Schulausbildung
1981 - 1985

1985 - 1990
1990 - 1992

1992 - 1995

1995 - 1996

Hochschulausbildung

WS 1996/97-WS 97/98

1998-2000

WS 2001/02 - SS 2003

WS 2003/04 - SS 2006

Ihsan Nurali
10.02.1974
Freudenstadt
verheiratet, zwei Kinder

deutsch

Grundschule in Baiersbronn
Wihelm Minster Schule in Baiersbronn
Berufsfachschule Metall in Freudenstadt

Technisches Gymnasium in Freudenstadt

- Abitur abgelegt am 23. Juni 1995
Freiwilliges Soziales Jahr an der DRK- Klinik
in Baden-Baden

Studium der Zahnheilkunde an der
Eberhardt-Karls-Universitat zu Tubingen
- Vorphysikum abgelegt am 10.10.1997

Erziehungsurlaub und Wartesemester

Studium der Zahnheilkunde an der Eberhardt-
Karls-Universitat zu Tubingen
- Physikum abgelegt am 28.02.2001

Fortfihrung des Studiums der Zahnheilkunde

an der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel
- Staatsexamen abgelegt am 05. Juli 2006
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